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Introdução

I.INTRODUÇÃO

Elementos de transposição, ou transposons, são segmentos lineares de DNA

capazes de mudar de posição dentro do genoma, independentemente de homologia

entre a região genômica onde se encontram inseridos e o local ao qual se destinam.

Embora constituam um grupo muito extenso e bastante heterogêneo, a maioria

desses elementos genéticos móveis são dotados de algumas características comuns

que lhe são peculiares, e que permitem diferenciá­los: 1) possuem seqiências

nucleotídicas muito similares em ambas as extremidades (chamadas de repetições

terminais); 2) carregam gene(s) que codifica(m) enzimas capazes de transportá­los;

3) criam, ao se inserir no DNA (como fruto do seu mecanismo de transposição),

pequenas duplicações no sítio alvo de inserção, chamadas repetições diretas do DNA
alvo, que são visualizadas como segmentos iguais adjacentes a cada uma das

repetições terminais do transposon; e 4) existem em cópias múltiplas no genoma

(Zaha, 1996).

O deslocamento dessas seqiiências móveis de DNA afeta largamente células e

Organismos, alterando a organização estrutural do genoma, pois codificam produtos
gênicos que interagem com os processos celulares. Além disso, os transposons

podem modificar a expressão dos genes de seu hospedeiro dependendo do local de

sua Inserção. Eles podem se inserir dentro de seqilências codificadoras (exons),
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Introdução

dentro de seqúências não­codificadoras (introns) ou, ainda, dentro das sequências

regulatórias dos genes (Capy er al., 1998). Pode ainda ocorrer uma recombinação

entre eventuais cópias que ocupem um mesmo cromossomo, causando,

possivelmente, uma  deleção ou inversão da região intermediária.

Consequentemente, uma seqiência eliminada por meio desse mecanismo pode vir a

ser inserida, junto com o elemento que a carrega, em outra parte do genoma (Lewin,

1994).

Até o momento, só existem especulações do provável papel que os

transposons possam exercer nos genomas eucarióticos. Fala­se tanto em parasitas

genômicos (Hickey, 1982), como em agentes de reorganização gênica (Capy et al.,

1998), para designar seu papel evolutivo. Devido à sua natureza invasiva, pela

aparente ausência de manifestações fenotípicas benéficas relacionadas à sua

presença, e considerando­se também que algumas das consequências da transposição

são fracamente destrutivas, alguns pesquisadores propuseram que os elementos de

transposição não precisam prover vantagens adaptativas aos organismos hospedeiros

para justificar sua presença nos genomas. Esta hipótese ficou conhecida com sendo a

do Gene Egoísta, onde o elemento é tratado como um parasita, cuja única função é

manter a sua própria sobrevivência (Doolittle & Sapienza, 1980; Orgel & Crick,

1980). Algumas outras especulações propõem que os elementos transponíveis, ao

causar rearranjos gênicos, promovem aumento da variabilidade genética
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Introdução — 10

consequentemente geram maior versatilidade adaptativa para as populações

(Bingham et a/., 1982).

Os elementos transponíveis são agrupados em duas principais classes, de

acordo com os mecanismos por eles utilizados para a transposição (Finnegan, 1989).

A Classe [ é caracterizada por elementos cuja transposição se dá por duplicação, via

transcrição reversa de um RNA intermediário. Isto ocorre em várias etapas:

primeiramente há a transcrição da sequência inserida, originando um RNA. Em

seguida é sintetizada uma fita de DNA complementar a este RNA, através da

atuação da transcriptase reversa (codificada pelo próprio transposon) e, por último,

há a inserção deste DNA em um novo locus, por intermédio da enzima integrase,

também codificada pelo transposon (Bingham & Zachar, 1989). Dentro desta classe

podem ser designadas duas subclasses, baseando­se no tamanho de suas repetições

terminais. A subclasse I contém elementos semelhantes aos retrovírus, com longas

repetições terminais, denominadas LTRs (do inglês: Long Terminal Repeats), sendo

divididos em 3 superfamílias: Ty­copia, gypsy­Ty3 e Tfl, de acordo com suas

sequências codificadoras. São encontrados em fungos, plantas e animais.

Na subclasse II são encontrados elementos que não se assemelham aos

retrovírus e não possuem LTRs, subdivididos em duas superfamílias de acordo com

o comprimento dos elementos: SINE (do inglês: Short Interspersed Nuclear

Element) e LINE (do inglês: Long Interspersed Nuclear Element). Elementos da
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Introdução — 11

superfamília SINE já foram encontrados em tartarugas, tabaco, salmões e

mamíferos. Aqueles da superfamília LINE foram observados em fungos, plantas,

Drosophila e mamíferos.

A Classe II é caracterizada por sequências que se movem através de um

mecanismo denominado “cut and paste”, que é conservativo, uma vez que há a

saída do elemento de um lugar do genoma e sua inserção em outro loco. Tais

transposons possuem repetições terminais invertidas variando entre 10 a 500 pb e

codificam uma enzima chamada transposase, responsável pelo mecanismo de

transposição (Engels er al., 1990).

De acordo com as suas seqiências, seus comprimentos e a composição de

suas repetições terminais invertidas, foram descritas duas subclasses para estes

elementos (Capy er al., 1998). A subclasse I é dividida em duas superfamílias:

mariner­Tcl], frequente em fungos, invertebrados e vertebrados; e /Sa, típica de

procariotos. Na subclasse II os elementos são subdivididos em seis superfamílias, a

saber: ISh, MuDr, CACTA, Tx, hAT e P. A distribuição destes elementos é muito

ampla, sendo encontrados em bactérias, milho, rãs, e outras gramíneas.

Capy er al/.(1998) ainda consideram uma terceira classe, onde estão elementos

transponíveis cujos mecanismos de transposição não foram totalmente elucidados.

Incluem­se nesta classe as superfamílias MITE (do inglês: Miniature Inverted

Repeat Transposable Elements), com curtas repetições terminais, observados em

FS
AVAVAV

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Introdução — 12

arroz e milho; e FB (do inglês: Foldback), com longas repetições terminais,

encontrados em Drosophila.

Espécies do gênero Drosophila são consideradas sistemas modelo para o

estudo de elementos transponíveis. Em Drosophila melanogaster já foram descritos

vários elementos transponíveis de classe I e II. Dentre aqueles pertencentes à classe

II destacam­se os elementos P e hobo entre outros, largamente estudados quanto às

suas ocorrências, distribuições e aspectos evolutivos.

Em 1993, Caizzi et al. descreveram um novo elemento transponível em

Drosophila melanogaster, denominado Bari­l. Este elemento pertence à classe II e

tem uma seqiiência de leitura (ORF, do inglês, open readingframe) com capacidade

de codificar um polipeptídeo com 339 aminoácidos. A sequência de aminoácidos da

proteína putativa do Bari­l é similar à transposase do elemento Tc­l1 de

Caenorhabditis elegans (Rosenzweig et al., 1983).

O elemento Bari­l, apesar de ser encontrado na eucromatina e na

heterocromatina como tantos outros elementos, é incomum em muitos aspectos.

Primeiro, a organização das cópias heterocromáticas do Bari­! são muito diferentes

de transposons de outras famílias localizados na heterocromatina. As cópias
heterocromáticas dessas famílias estão geralmente rearranjadas e inativas, inseridas

dentro da B­heterocromatina. A B­heterocromatina é uma região na junção hetero­

eucromática que permanece visível nos cromossomos politênicos. Contrariamente,
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Introdução — 13

as cópias heterocromáticas do Bari­! constituem um arranjo repetido único na o­

heterocromatina. A a­heterocromatina forma a parte central do cromocentro nos

cromossomos politênicos e é quase exclusivamente composta de DNA satélite

(Appels & Peacock, 1978). Segundo, enquanto muitos outros elementos

heterocromáticos exibem rearranjos que levam à uma perda da capacidade de

codificação (Di Nocera et al., 1986; Vaury er al., 1989), as cópias heterocromáticas

do Bari­I partilham com os elementos eucromáticos uma ORF idêntica, tanto na

estrutura quanto na sequência. Terceiro, enquanto elementos rearranjados e

defectivos são comumente encontrados em outros sistemas (O*Hare & Rubin, 1983;

Crozatier er al., 1988; Streck er al., 1986), todas as cópias eucromáticas do Bari­l1

são homogêneas tanto no tamanho quanto no mapa de restrição.

Posteriormente, Caggese er al.(1995) estudaram a variabilidade intra e

interespecífica na distribuição dos elementos Bari­l, em várias populações de

Drosophila melanogaster e Drosophila simulans. Tais estudos mostraram que este

elemento é comum à ambas as espécies. Entretanto algumas diferenças quanto o

padrão de distribuição foram observadas. Em D. melanogaster os elementos Bari­!

podem ser detectados por hibridização in sifu somente no centrômero e nas regiões

SSF e 91F do cromossomo 2. A região 55F é muito marcada em muitas linhagens

desta espécie e deve representar um “ponto quente” para inserção, ou um sítio em
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Introdução — 14

que o elemento Bari­l ficou imobilizado antes da separação da maioria das

linhagens de D. melanogaster. Por outro lado, o sítio 91F representa uma situação

um pouco mais extrema: o elemento Bari­] foi encontrado em todas as linhagens

nessa região. Estes resultados representam bem a história da difusão do elemento

Bari­] no genoma de D. melanogaster, uma vez que é uma espécie generalista e da

qual se espera um alto grau de polimorfismo, que é de fato observado para muitos

outros sítios de localização cromossômica deste elemento.

Por outro lado, em Drosophila simulans, não houve nenhuma marcação da

região 91F. A principal diferença encontrada entre essas duas espécies é a presença

marcante de grupos heterocromáticos do elemento Bari­l em D. melanogaster, mas

não em D. simulans. Estudos realizados com outras duas espécies crípticas do

complexo simulans, D. mauritiana e D. sechellia, e com duas espécies

filogeneticamente distantes do grupo melanogaster, D. diplacantha e D. erecta,

sugerem uma origem evolucionária comum e rápida diversificação dos elementos

Bari­1 no gênero Drosophila (Moschetti et al., 1998).

Drosophila melanogaster e D. simulans são espécies crípticas que diferem

em apenas algumas inversões cromossômicas e que apresentam seqiiências idênticas
do DNA em mais de 90% do genoma. A hibridização entre essas duas espécies

talvez seja o sistema melhor estudado no gênero Drosophila, principalmente em

relação à determinação das causas da inviabilidade e esterilidade observada nos
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Introdução — 15

híbridos, que impede o fluxo gênico. A hibridização entre Drosophila melanogaster

e D. simulans ocorre com relativa facilidade em laboratório (Sturtevant, 1920;

Carracedo er al, 1998) e na natureza (Sperlich, 1962; Tracey et al, 1973; Mensua &

Perez, 1977; Kamping & Van Delden, 1988). Muitos estudos têm demonstrado que

a inviabilidade dos híbridos é sexo­específica e depende da direção do cruzamento:

em cruzamentos envolvendo fêmeas D. melanogaster, os machos híbridos morrem

no estágio de larva ou pupa, sendo a progênie constituída apenas por fêmeas estéreis

(Hutter et al., 1990; Hutter, 1997). Em cruzamento no sentido recíproco, geralmente,

as fêmeas morrem ainda no estágio embrionário, obtendo­se, então, somente machos

híbridos estéreis. Entretanto, em pelo menos um caso, já foi observada uma boa

produção de fêmeas híbridas nesta direção de cruzamento, embora essas fêmeas

sejam estéreis (Orr, 1996).

Outros estudos têm demonstrado que cruzamentos entre fêmeas D. simulans

e machos D. melanogaster podem produzir, em algumas situações, descendentes

férteis. Por exemplo, em cruzamentos envolvendo fêmeas D. simulans das

linhagens C167.4, Oxnard e vermilion, cruzadas com machos D. melanogaster das

linhagens IN(UJAB ou IN(I)AB,f. foram observadas fêmeas híbridas férteis,

especialmente naqueles cruzamentos entre as fêmeas D. simulans da linhagem

C167.4 e machos D. melanogaster da linhagem IN(1)AB (Davis et al., 1996).
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Introdução — 16

Esses resultados abrem a perspectiva de se verificar a transferência de

sequências de DNA entre essas duas espécies. De fato, várias linhagens híbridas

derivadas de cruzamentos iniciais entre fêmeas D. simulans e machos D.

melanogaster das linhagens acima citadas já foram obtidas seguindo­se o protocolo

de Davis et al. (1996) e vêm sendo mantidas no laboratório há várias gerações. Essas

linhagens contém seqiilências do retroelemento "copia" de D. melanogaster

introgredidas no genoma de D. simulans (Ceron, Lisch e Kidwell, em preparação).

Embora a transferência horizontal de elementos transponíveis, entre espécies

sexualmente isoladas, venha sendo amplamente estudada, talvez ocorram muitos

mecanismos que ainda não foram elucidados. Entretanto, pelo menos dois

mecanismos com certeza atuam na transferência horizontal: a ação de vetores, como

por exemplo do ácaro Proctolaelaps regalis, identificado como o responsável pela

transferência recente do elemento P de D. willistoni para D. melanogaster (Houck et

al., 1991); ou através da produção de linhagens híbridas férteis que eventualmente

venham se retrocruzar com um dos parentais, levando à introgressão de sequências

que contenham elementos transponíveis.

Com base nessas considerações, o presente estudo foi realizado com os
seguintes objetivos: ­

PV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



Introdução — 17

1) Verificar a presença e a distribuição genômica do elemento Bari­l nas

linhagens IN(1) AB de Drosophila melanogaster e C167.4 de Drosophila

simulans;

Verificar a distribuição deste elemento em linhagens híbridas estáveis

originadas de cruzamentos entre fêmeas D. simulans (linhagem C167.4) e

machos D. melanogaster (linhagem IN(1)AB). Essas observações

poderiam esclarecer qual a contribuição de cada uma das espécies

parentais na distribuição do elemento Bari­!] nessas linhagens híbridas.

Verificar a distribuição deste elemento em linhagens brasileiras de D.

melanogaster e D. simulans, provenientes de diversas regiões geográficas,

com as seguintes finalidades:

3.1) Comparar as linhagens brasileiras entre si quanto à distribuição do

elemento Bari­] em seus genomas.

3.2) Comparar a distribuição do elemento Bari­] nessas linhagens com

aquelas obtidas para as linhagens C167.4 de D. simulans e INCI)AB de

D. melanogaster;
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Material e Métodos I8

1I. MATERIAL E MÉTODOS

IL.1. Linhagens

Utilizamos as linhagens INÍDAB de D. melanogaster e CI167.4 de D.

simulans cedidas dos estoques mantidos no laboratório da Profa. Dra. Margaret G.

Kidwell da Universidade do Arizona, em Tucson, Estados Unidos. Também foram

utilizadas oito linhagens híbridas estáveis obtidas de cruzamentos entre fêmeas D.

simulans e machos D. melanogaster das linhagens acima citadas (Ceron, Lisch &

Kidwell, em preparação). Essas linhagens vêm sendo mantidas no laboratório de

populações do Departamento de Biologia do IBILCE — UNESP de São José do Rio

Preto.

As linhagens brasileiras de D. melanogaster e D. simulans utilizadas nesse

estudo foram provenientes de diversas regiões geográficas e estão especificadas nas

Tabelas | e 2, respectivamente.

Todas as linhagens de D. melanogaster, de D. simulans e linhagens híbridas

foram mantidas em meio de fubá­trigo­araruta a 20ºC + 1ºC, com repiques em

intervalos de aproximadamente 20 dias.
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Material e Métodos 19

Tabela 1. Linhagens brasileiras de Drosophila melanogaster.

Ano de Origem Código Coletor
Coleta

1996 Teresina, PI TE Profa. Zeneide Martins da Silva (UEPI)

1995 São Luís, MA SL Profa Dra. Silma Regina Pereira Martins (UFMA)

1995 Santana do Riacho, MG SR Prof. Dr. Carlos Ribeiro Vilela (USP)

1999 Novo Horizonte, SP Felipe Rafael Torres (IBILCE/UNESP)

1996 Maringá, PR Profa. Dra. Ana Silvia Lapenta (UE Maringá)

1995 Santa Maria, RS Profa. Dra. Vera Lúcia S. Valente Gaiesky(UFRS)

Tabela 2. Linhagens brasileiras de Drosophila simulans.

Ano de Origem Código Coletor
Coleta

1997 Manaus, AM MN Profa. Dra. Isabel Rosa Cabral (UFPA)

1988 Goiânia, GO GO  Dinocésar Cáris Rigue

1999 Novo Horizonte, SP NH Felipe Rafael Torres (IBILCE/UNESP)

1996 Maringá, PR MA Profa. Dra. Ana Silvia Lapenta (UE Maringá)

1995 Bento Gonçalves, RS BG Profa. Dra. Vera Lúcia S. Valente Galesky (UFRS)
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Material e Métodos 20

IL.2. Extração do DNA

O protocolo utilizado neste trabalho visando a análise de Southern é o de Jowett

(1996), com algumas modificações. Cerca de 20 indivíduos (machos e fêmeas)

foram macerados em tubos eppendorf após terem sidos brevemente mergulhados em

nitrogênio líquido. Ao macerado foram adicionados 700 uL de Tampão de Lise

(NaCl 0,6 M; Tris 2M; EDTA IM; SDS à 10%) e 4uL de proteinase K (10Omg/mL).

A seguir, os tubos foram incubados a 65ºC, durante 2 horas, sendo adicionados

700uL de Tampão de Extração (Fenol / Tris, pH 7,8). Após 10 minutos de agitação

cuidadosa, os tubos eram centrifugados (13000 rpm, durante 10 minutos) e os

sobrenadantes, retirados e transferidos para novos tubos.

O procedimento acima descrito foi repetido três vezes, adicionando­se na

primeira vez um volume de Tampão de Extração igual ao do sobrenadante. Nas duas

vezes seguintes adicionou­se volumes iguais de solução fenol: clorofórmio (1:1) e

clorofórmio : álcool isoamílico (24:1), respectivamente. Após a última

centrifugação, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos adicionando­se

em seguida 0,2 volumes de acetato de sódio 3M, pH 5,2 e dois volumes de álcool!

etílico (PA) gelado, agitando­se levemente. Após a precipitação do DNA, os tubos

foram centrifugados (13000 rpm, durante 15 minutos), e o precipitado de DNA
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desidratado com três banhos de álcool 70%, cada um, com duração de trinta

minutos, sendo o pellet final seco em estufa, a 37ºC, por aproximadamente 2 horas.

A seguir, foram adicionados 30 uL de água bi­destilada esterelizada, aguardando­se

cerca de 12 horas para que ocorresse a completa solubilização do DNA. O DNA era

então estocado a —20ºC até o seu uso.

II.3. PCR

A existência de elementos Bari­l no nas linhagens de D. melanogaster, D.

simulans e das linhagens híbridas foi investigada através da reação em cadeia da

polimerase, utilizando­se 2 conjuntos de oligonucleotídeos.

Primeiramente, foram utilizados os seguintes  oligonucleotídeos:

S'TIGTIGAAAATACTTTTGCACACCTCTGT3* (sense), e.

S'ACAGAGGTGGTCAAAAGTATTTTCACAAS3* (antisense), os quais

amplificam uma seqiência de 1,7 kb que corresponde à sequência completa do

elemento Bari­l]. Numa segunda fase, utilizamos os oligonucleotídeos Br, (sense) e

Br7? (antisense) os quais foram desenhados com o auxílio do software Primer­3,
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desenvolvido pelo Massachusetts Institute of Technology­MIT (1997), disponível no

site da Internet: Attp://www­genome.wi.mit.edu/cgi­bin/primer/primer3.cgi. As

sequências desses oligonucleotídeos são: S'ATTICGTCGCAGGCTAAAAGA3'

sense e "TIGEFAACACCACCTTTGGCAS3' antisense, que são complementares à

sequência interna do elemento Bari­! nas posições dos nucleotídeos 453 a 1196,

levando à amplificação de um fragmento de 703 pb. Esse amplificado foi

posteriormente utilizado como sonda para seqiências do Bari­l nos experimentos de

hibridização em membranas como será descrito no ítem seguinte.

Para os 2 conjuntos de oligonucleotídeos as condições da reação de PCR

foram as seguintes: 13,4uL de água deionizada, 2,5 uL de Tampão 10X; 2 uL de

dNTPs 10 mM; 2,5 uL de MgCl; 50 mM; 1,25 uL dos oligonucleotídeos sense e

antisense S pmol/uL; SOng do DNA genômico e 1 unidade de Tag DNA polimerase.

A mistura era coberta com uma gota de óleo mineral e submetida a 35 ciclos da

reação, consistindo cada um de 1 minuto de desnaturação a 95ºC, 1 minuto de

anelamento dos primers a 60 ºC e 5 minutos de extensão final a 72ºC (Moschetti er

al., 1998).

Os segmentos amplificados foram separados em gel de agarose a 1% e

visualisados sob transiluminação UV.
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II.4. Sonda para o elemento Bari­]1

Uma sonda para análise de Southern foi obtida através da amplificação de um

fragmento interno de 703 pares de bases do elemento transponível Bari­l, inserido

no plasmídeo pUC8. O plasmídeo pUC8, que contém a sequência completa do

elemento Bari­l nos foi cedido pelo Dr. Ruggiero Caizzi da Universidade de Bari,

Itália.

A amplificação do fragmento­sonda foi feita através de reação em cadeia da

polimerase, já descrita no ítem anterior.

Em seguida, a sonda foi purificada através do Kit Concert'* Rapid PCR

Purification System da Gibco BRL, de acordo com as recomendações do fabricante,

e estocado a ­20ºC.

A região de homologia da sonda com o elemento Bari­!l está esquematizada

na figura 1 abaixo.

4— Bari­1

sonda 703 pb

Figura 1. Representação esquemática da região de homologia da sonda de 703 pb com o

elemento transponível Bari­l.
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ILS. Digestão enzimática do DNA genômico das linhagens

O DNA genômico extraído das linhagens de D. melanogaster, D. simulans e

linhagens híbridas foi digerido overnight , com a endonuclease de restrição Hind III,

a qual reconhece um único sítio de clivagem no elemento transponível Bari­l. Este e

outros sítios de restrição presentes no elemento Bari­! podem ser visualizados na

Figura 2 abaixo.

Kpnl
À.

Bari­1 : 1,7 kb
| | | |

194º 412 997 1550

Figura 2. Representação esquemática da localização dos sítios de clivagem das

endonucleases de restrição Hind III, Bgl Il, Smal e Kpn Ino elemento

transponível Bari­l].
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IL.6. Hibridizacão em membrana

A detecção dos elementos transponíveis Bari­I nos genomas das linhagens de

Drosophila melanogaster, D. simulans e das linhagens híbridas foi realizada através

do método de Southern. Para a realização do método foi utilizado o ECL'Y Direct

Nucleic Acid Labelling and Detection Systems (Amersham LIFE SCIENCE),

sistema de hibridação quimioluminescente que utiliza a peroxidase como base da

reação de marcação.

As análises envolveram várias etapas: digestão enzimática do DNA das

linhagens com a enzima Hind III, preparação da sonda, eletroforese em gel de

agarose, transferência do DNA para a membrana, hibridação e observação em luz

ultravioleta do padrão de corrida obtido no gel.

Cerca de 10ug do DNA genômico das linhagens parentais e híbridas foram,

digeridos overnight com a enzima Hind III e posteriormente separados em gel de

agarose 1,5% com tampão TAE (Tris base 2M; ácido acético glacial 0,05 M e

EDTA 0,5 M pH 8,0), com um tempo de corrida de aproximadamente 6 horas. O gel

era então depurinado (HCl 250mM), desnaturado (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5M) e

neutralizado (NaCl 1,5 M e Tris HCI 0,5 M, pH 7,5) à temperatura ambiente, de

acordo com as instruções do fabricante do sistema ECL.
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A transferência do DNA do gel para a membrana de nylon (Hybond Nº

Amersham) foi feita em um pirex de vidro com 20XSSC (citrato trissódico 0,3M e

NaCl 3M), durante aproximadamente 15 horas. Em seguida a membrana era lavada

e fixada sob luz ultravioleta, e submetida ao processo de hibridização overnight à

42º C com a sonda de 703 pb, que apresenta homologia com parte da sequência

interna do elemento Bari­l.

Após a hibridização a membrana era submetida à lavagem com tampão

primário (uréia 6M, SDS 4% e 0,5x SSC) por 20 minutos, duas vezes consecutivas,

à 42º C. Ao término da segunda lavagem a membrana era então banhada em tampão

secundário (2x SSC) por 5 minutos, à temperatura ambiente.

Para a detecção da hibridação, a membrana foi banhada em volumes iguais

dos reagentes ECL 1 e 2 e, em seguida, exposta a um filme autorradiográfico

(Hyperfilm­ECL), durante 40 minutos. À revelação e fixação do filme foram

realizadas com o revelador Kodak KGBX Developer and Replenisher e o fixador

Kodak KGBX Fixer and Replenisher, de acordo com o procedimento padrão.
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111 ­ RESULTADOS

IIL.1. Identificação do elemento transponível Bari­1

As análises iniciais por PCR tiveram como objetivo verificar a presença do

elemento Bari­! nas linhagens IN(I)AB de Drosophila melanogaster, C167.4 de D.

simulans, nas linhagens híbridas obtidas de cruzamentos interespecíficos entre as

linhagens acima citadas, e nas linhagens brasileiras de D. melanogaster e de D.

simulans, provenientes de diversas localidades.

A presença deste elemento nas linhagens IN(I)AB de Drosophila

melanogaster e C167.4 de D. simulans foi verificada utilizando­se primers que

permitem a amplificação de um fragmento de 1,7kb correspondente à sequência

completa do elemento Bari­/. Esses resultados são apresentados na figura 3.

O uso desses primers nas linhagens brasileiras e nas linhagens híbridas

originou fragmentos fracamente amplificados. Por outro lado, a utilização de um

outro conjunto de primers (BR, e BR,), que amplificam um fragmento interno de

703 pb, originou bandas bem definidas quando o produto da reação de PCR foi

analisado em gel de agarose a 1,5%. As figuras 4 e 5 apresentam esses dados para as

linhagens híbridas e linhagens brasileiras, respectivamente.
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Figura 3. Resultado da reação de PCR para a amplificação da sequência completa do

elemento transponível Bari­l após eletroforese em gel de agarose à 1,5%. À

esquerda (L): marcadores de tamanho (1 kb Ladder ­ Gibco); coluna 1: o

controle negativo com água; 2: refere­se ao amplificado de 1,7 kb na linhagem

C167.4 de D. simulans e 3: ao amplificado de 1,7kb na linhagem IN(1)AB de D.

melanogaster.
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Figura 4. Resultado da reação de PCR para a amplificação do fragmento interno de 703 pb

do elemento Bari­] após eletroforese em gel de agarose à 1,5%, utilizando­se os

primers Br, e Bro. Colunas 1 — 8: linhagens híbridas SM, à SM, respectivamente.

À direita(L): marcadores de tamanho molecular (1kb Ladder ­ Gibco)
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Figura 5. Resultado da reação de PCR para a amplificação do fragmento interno de 703bp,

obtida nas linhagens brasileiras de D. melanogaster e D. simulans, após

eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando­se os primers Br, e Bro. Coluna

1àâ6,D. melanogaster: 1:TE, Teresina (PI); 2, São Luís (MA); 3: SR, Santana do

Riacho (MG); 4: MA, Maringá (PR); 5: SM, Santa Maria (RS); e 6: NH, Novo

Horizonte (SP). Colunas de 7 à 11, D. simulans: 7: BG, Bento Gonçalves (RS); 8:

MA, Maringá (PR); 9: NH, Novo Horizonte (SP); 10: GO, Goiânia (GO); 11:

MN, Manaus (AM). À direita(L): marcadores de tamanho molecular (1kbLadder

­ Gibco)
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111.2. Análises do número de cópias do elemento Bari­1

As análises do número de cópias do elemento Bari­! nas linhagens IN(U)AB

de D. melanogaster, C1I67.4 de D. simulans, nas linhagens híbridas e linhagens

brasileiras foram realizadas clivando­se seus DNA genômicos com a enzima Hind

III, seguida da separação em gel de agarose, transferência para membranas de nylon

de acordo com a técnica de Southern, e posterior hibridização dessas membranas,

utilizando­se como sonda o amplificado de 703 pb. Como já salientado, esta sonda

hibridiza com parte da região interna do elemento Bari­l, como mostrado na figura

2 (ítem 11.4 de material e métodos).

Esses experimentos tiveram a finalidade de comparar as linhagens parentais

IN(1)AB de D. melanogaster e C167.4 de D. simulans com as linhagens híbridas,

bem como determinar o número de cópias do Bari­! em linhagens brasileiras dessas

espécies.
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IILI.2.1. Análise das linhagens híbridas

A figura 6 apresenta o resultado de um blotting onde é possível comparar o

número de cópias do Bari­I nas linhagens INÍDAB de Drosophila melanogaster,

C167.4 de D. simulans e nas 8 linhagens híbridas. Na linhagem IN(1)AB de D.
melanogaster, em particular, é observada uma ampla distribuição genômica do

elemento Bari­l, destacando­se um singular arranjo em tandem, indicado pela banda

mais espessa de 1,7kb (figura 6, coluna 1). Já para a linhagem C167.4 de D.

simulans, observa­se um número menor de cópias e a ausência da banda de 1,7 kb

(Figura 6, coluna S). Esses resultados estão em concordância com aqueles obtidos

por Caggese et al.(1995) quanto à distribuição do elemento Bari­l, abrangendo um

grande número de linhagens de D. melanogaster e de D. simulans.

Ainda na figura 6, pode­se verificar que nenhuma das linhagens híbridas

analisadas apresentou a banda mais espessa, a qual representa o arranjo em tandem

de muitas repetições do elemento Bari­l, característico de D. melanogaster.

Entretanto, algumas linhagens híbridas apresentaram outras bandas provenientes de

D. melanogaster. Assim, além das bandas que foram herdadas do parental D.

simulans, as linhagens híbridas SM; e SM; (figura 6, colunas 5 e 6) apresentaram

uma banda e as linhagens SM, e SM; (figura 6, colunas 2 e 3) apresentaram,
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respectivamente, duas bandas que correspondem a cópias do elemento Bari­l

originalmente presentes em D. melanogaster. Por outro lado, as linhagens SM, e

SM; (figura 6, colunas 4 e 8) apresentaram quatro bandas que correspondem a

cópias do elemento Bari­] originalmente presentes em D. simulans. Essas linhagens

perderam uma das cópias do Bari­I desta espécie. Nas linhagens SM, e SM; figura

6, colunas | e 7), observa­se três cópias para o elemento Bari­l, todas oriundas de

D. simulans. Nesse caso houve a deleção de duas cópias do Bari­]I de D. simulans.

A figura 7 refere­se a uma representação esquemática do padrão de

bandamento das linhagens IN(DAB de D. melanogaster, C167.4 de D. simulans e

das 8 linhagens híbridas, obtida a partir da figura 6.
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Figura 6. Southem blot do DNA genômico, digeridos com a endonuclease de restrição

Hind III e hibridizados com o amplificado de 703 pb da sequência Bari­1 em

Drosophila melanogaster, D. simulans e linhagens interespecíficas. M: D.

melanogaster IN(VAB; S: D.simulans C167.4. De 1 a 8 são as linhagens

híbridas SM, à SM, respectivamente.
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Figura 7. Representação esquemática do padrão de bandamento para o elemento Bari­I] das

linhagens parentais de D. melanogaster, D. simulans e das linhagens híbridas

após a digestão do DNA genômico com a endonuclease de restrição Hind III e

hibridização com a sonda de 703 pb. MEL: D. melanogaster IN(I)AB; SIM:

D.simulans C167.4; de 1 a 8 linhagens híbridas SM, à SM,, respectivamente.
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A tabela 3 descreve o número de cópias para o elemento Bari­l, das

linhagens parentais e das 8 linhagens híbridas, inferido a partir dos dados das figuras

6 e 7. Nessa tabela pode­se observar que algumas linhagens apresentam cópias do

elemento Bari­l provenientes de ambas as espécies parentais (SM>, SM;3, SM; e

SM;«), ao passo que em outras não ocorreu nenhuma introgressão de material

genético e, além disso, houve uma diminuição do número de cópias para este

elemento quando comparado a D. simulans. Nessa tabela também é apresentado

(entre colchetes) o número de sequências do elemento copia de D. melanogaster

detectado em cada linhagem (Ceron, Lisch & Kidwell, resultados não publicados).

Observa­se que em algumas linhagens híbridas ocorreu uma introgressão

concomitante de elementos copia e Bari­l originalmente presentes em D.

melanogaster. Em outras linhagens houve a introgressão do elemento copia de D.

melanogaster mas, em contrapartida, ocorreu deleção de cópias do elemento Bari­!

de D. simulans. Pode­se observar também que uma das linhagens híbridas não

apresenta seqilências do elemento copia de D. melanogaster, tendo inclusive

ocorrido deleção da sequência do elemento Bari­] de D. simulans (linhagem SM;).
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Tabela 3. Linhagens parentais de D. malanogaster e D. simulans e linhagens híbridas com

respectivos números de cópias do elemento copia introgredidas de D. melanogaster e

número de cópias do elemento Bari­l.

Linhagens Número de Cópias*( )

IN(V)AB de D. melanogaster

C167.4 de D. simulans

SM, [6 copia (mel)]

SM, [6 copia (mel)]

SM; [1 copia (mel)]

SM, [1 copia (mel)]

SM; [6 copia (mel)]

SM; [6 copia (mel)]

SM; [0 copia (mel)]

SM; [6 copia (mel)]

13 + arranjo em tandem

5

3 (sim)*

5 [3(sim) e 2(mel)]

6 [4(sim) e 2 (mel)]

4 (sim)

4 [3(sim) e 1(mel)]

4 [3(sim) e 1(mel)]

3 (sim)

4 (sim)

*(sim) = banda proveniente da espécie parental D. simulans

*(mel) = banda proveniente da espécie parental D. melanogaster

3 4 5 6 7
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Com relação a análise realizada nas linhagens brasileiras pode­se verificar

que o padrão e a distribuição do elemento Bari­! se deu de forma distinta, tanto nas

linhagens de D. melanogaster como nas de D. simulans. De modo geral o elemento

transponível Bari­l apresentou um maior número de cópias nas linhagens de D.

melanogaster do que nas linhagens de D. simulans, em concordância com dados

obtidos anteriormente por outros autores para essas espécies.

Nas figuras 8 e 9 pode ser observado que todas as linhagens brasileiras de D.

melanogaster analisadas neste trabalho apresentam uma banda de 1,7kb fortemente

hibridizada, correspondente ao arranjo em tandem deste elemento, já mencionado.

Além disso, observa­se que há uma variação no número de cópias do Bari­l

comparando­se as linhagens brasileiras de D. melanogaster. Esse número variou de

3 para a linhagem de Santa Maria (RS) até 9 na linhagem de Novo Horizonte (SP),

não considerando­se a banda de tamanho menor do que 1,7 kb, observada na

primeira linhagem, provavelmente uma sequência deletada do elemento Bari­/.

Ainda nas figuras 8 e 9, podemos observar que as linhagens de D. simulans
diferem daquelas de D. melanogaster quanto ao arranjo em tandem das sequências

do Bari­l e quanto ao número de cópias. Para D. simulans foram observados valores
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nos números de cópias do Bari­! entre 1 nas linhagens de Bento Gonçalves (RS) e

Novo Horizonte (SP); até 7 para a linhagem de Manaus (AM).

PV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



Resultados 40

Figura 8. Southern blot do DNA genômico, digeridos com a endonuclease de restrição

Hind III e hibridizados com o amplificado de 703 pb da sequência Bari­l em

linhagens brasileiras de Drosophila melanogaster e D. simulans. Colunas 1 à 7:

D. melanogaster; 1: IN(IJAB, 2: TE (Teresina, PI); 3: SL (São Luís, MA); 4:

SR (Santana do Riacho, MG); 5: NH (Novo Horizonte, SP); 6: MA (Maringá,

PR) e 7: SM (Santa Maria, RS). Colunas 8 à 13: D. simulans; 8: C167.4; 9: BG

(Bento Gonçalves, RS); 10: MA (Maringá, PR); 11: NH (Novo Horizonte, SP);

12:GO (Goiânia, GO); 13: MN (Manaus, AM).
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MELANOGASTER SIMULANS

TE se SR NH SM GE BS Ma NH So Mn

Figura 9, Representação esquemática do padrão de bandamento obtido no Southern blot do

DNA genômico das linhagens brasileiras de D. melangaster e D. simulans,

digeridos com a endonuclease de restrição Hind III e hibridizados com o

amplificado de 703 pb da sequência Bari­l. D. melanogaster. GE: linhagem

IN(1)AB; TE (Teresina, PI); SL (São Luís, MA); SR (Santana do Riacho, MG);

MA (Maringá, PR); SM (Santa Maria, RS) e NH (Novo Horizonte, SP).D.

simulans: GE: linhagem C167.4; BG (Bento Gonçalves, RS); MA (Maringá,

PR); NH (Novo Horizonte, SP); GO (Goiânia, GO) e MN (Manaus, AM).

5 6 7
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As tabelas 4 e 5 relacionam as linhagens brasileiras de D. melanogaster e D.

simulans, as respectivas latitudes dos locais de coleta e o número de cópias do Bari­

1]. Numa análise geral observa­se o menor número de cópias para o elemento Bari­!

nas linhagens SM de D. melanogaster e BG, MA e NH de D. simulans, linhagens

provenientes do sudeste e do sul do Brasil. Entretanto, os dados da tabela 4 não

sugerem uma diferença gradual no número de cópias do elemento Bari­l,

correlacionada com a latitude da origem das linhagens. A relação entre o número de

cópias do elemento Bari­! das linhagens brasileiras de D. simulans e a latitude de

seus locais de origem pode ser observada na tabela 5. Pode­se constatar uma

tendência para a diminuição do número de cópias do elemento Bari­! à medida em

que essas linhagens são provenientes de regiões mais ao sul do País.
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Tabcla 4 . Latitude dos locais de coleta das linhagens brasileiras de Drosophila

melanogaster e respectivos números de cópias do elemento

transponível Bari­l.

Linhagem Latitude

SL 2º32”

TE 5º09”

SR 18º20”

NH 21º29”

MA 2325”

SM 30º02”

Tabela 5 . Latitude dos locais de coleta das linhagens brasileiras de Drosophila

simulans e respectivos números de cópias do elemento transponível

Bari­l.

Linhagem Latitude

MN 3º07”

GO 16º40”

NH 21º29”

MA 2325”

BG 29º 10”
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As figuras 10 e 11 apresentam as relações de similaridade entre as linhagens

brasileiras de D. melanogaster e D. simulans, respectivamente, baseadas na análise

da distribuição das cópias do elemento Bari­l. Essas relações foram obtidas através

da utilização do software PAUP versão 4.0 para Windows (Saitou & Nei, 1987).

Na figura 10 pode­se observar que as linhagens oriundas de localidades mais

ao sul formam um grupo (linhagens de Maringá (MA) e Santa Maria (SM)),com

exceção da linhagem proveniente de Novo Horizonte (NH) que, nessa análise,

posicionou­se como um clado em separado. Nessa análise também, pode­se verificar

que a linhagem SR, proveniente da região sudeste, mostrou maior grau de

similaridade com a linhagem SL, originada do nordeste do país.

Na figura 11 está demonstrada uma outra análise de similaridade para as

linhagens brasileiras de D. simulans. Nesse caso, podemos observar um

agrupamento entre as linhagens oriundas de localidades mais ao sul e sudeste,

correspondendo àquelas de Bento Gonçalves (BG), Maringá (MA) e Novo

Horizonte (NH); e um segundo agrupamento, englobando aquelas de regiões do

centro­oeste e norte, as linhagens de Goiânia (GO) e Manaus (MN).
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INÇIDAB

NH.

Figura 10. Análise de "neighbor­joining", baseada no número de cópias do Bari­l, obtida

entre as linhagens brasileiras de Drosophila melanogaster. Nos "ramos" estão

descritos os valores de distância genética e nos "nós" encontram­se os valores de

"bootstrap". IN(1)AB: grupo externo, TE (Teresina, PI); SL (São Luís, MA); SR

(Santana do Riacho, MG); MA (Maringá, PR); SM (Santa Maria, RS) e NH

(Novo Horizonte, SP).
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Mn

Figura 11. Análise de "neighbor­joining", baseada no número de cópias do Bari­l, obtida

entre as linhagens brasileiras de Drosophila simulans. Nos "ramos" estão

descritos os valores de distância genética e nos "nós" encontram­se os valores

de "boorstrap". C167.4: grupo externo, BG (Bento Gonçalves, RS); MA

(Maringá, PR); NH (Novo Horizonte, SP); GO (Goiânia, GO) e MN (Manaus,

AM).
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IV — DISCUSSÃO

Neste estudo realizamos uma análise da distribuição do elemento transponível

Bari­l nos genomas das linhagens IN(L)AB de Drosophila melanogaster, C167.4 de

D. simulans, de várias linhagens híbridas originadas das linhagens acima e de

linhagens brasileiras dessas espécies.

Um dos objetivos deste trabalho consistiu em investigar a possível

transferência de sequências contendo o elemento Bari­I de D. melanogaster para o

genoma de D. simulans, que poderia ter ocorrido durante o estabelecimento das

linhagens híbridas. Essas linhagens foram obtidas segundo o esquema descrito a

seguir. Inicialmente, foram realizados cruzamentos em massa entre fêmeas da

linhagens Cl167.4 de D. simulans e machos da linhagem IN(V1)AB de D.

melanogaster. Algumas fêmeas parentais produziram larvas viáveis, dando origem a

machos (estéreis) e fêmeas híbridas F,. Estas foram retrocruzadas individualmente

com machos D. simulans (o cruzamento no sentido oposto mostrou­se inviável),

sendo que apenas uma produziu descendentes (novamente os machos eram estéreis).

As fêmeas dessa segunda geração foram novamente retrocruzadas com machos D.

simulans, dando origem, agora, a machos e fêmeas férteis. O cruzamento "entre

irmãos" de uma dessas descendentes fêmea com um desses machos deu origem a

todas as linhagens híbridas utilizadas neste trabalho. Essas linhagens apresentavam
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inicialmente 7 cópias do elemento copia de D. melanogaster. Posteriormente foi

verificado que 6 desses fragmentos permaneciam geneticamente ligados, enquanto

que o sétimo tornara­se independente, indicando que a introgressão do material

genético de D, melanogaster que deu origem às linhagens híbridas incluiu pelo

menos 2 regiões não recombinantes (Ceron, Lisch & Kidwell, resultados não

publicados).

Os resultados das figuras 6 e 7 mostram que as linhagens híbridas SM, SM;,

SM; e SM; apresentam seqiiências do elemento transponível Bari­l que são

originárias de D. melanogaster, indicando que a hibridização e a introgressão de

material genético de fato ocorreu. Recentemente, Sawamura et al. (2000)

demonstraram a introgressão de um complexo de seis genes de esterilidade para o

genoma de D. melanogaster a partir de cruzamentos com determinadas linhagens de

D. simulans. Introgressão de material genético também foi observada entre as

Drosophila buzzatir e D. koepferae, originando linhagens híbridas estáveis,

provavelmente devido ao fato de que fatores que impedem a instabilidade

cromossômica são ocasionalmente introduzidos nos híbridos (Marin & Fontdevila,

1998).

De acordo com Capy er al. (1998), embora a transferência horizontal seja

freqiientemente invocada, ao menos dois mecanismos operam com certeza na

transferência de material genético entre espécies sexualmente isoladas: através de
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vetores ou via produção de híbridos férteis que se retrocruzem com uma das

espécies parentais. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram esta

hipótese.

Ainda com base nos nossos resultados, poderíamos aventar a possibilidade de

que a origem do elemento transponível Bari­l em Drosophila simulans teria

ocorrido através de transferência horizontal via hibridização introgressiva com D.

melanogaster. Nesse caso, o estabelecimento do Bari­I no genoma de Drosophila

simulans poderia ter acontecido por transposição ou recombinação de seqiiências

iniclalmente presentes no genoma de D. melanogaster. O fato de que essas duas

espécies possuam linhagens que produzem híbridos férteis, tais como IN(1)AB de

D. melanogaster e C167.4 de D. simulans, reforça essas observações. Além disso,

vários estudos têm demonstrado a ocorrência de híbridos naturais entre essas duas

espécies (Sperlich; 1962; Tracey er al., 1973; Ménsua & Pérez, 1977; Kamping &

van Delden, 1988; Carracedo er al., 1998).

Estudos mais recentes têm demonstrado que a hibridização interespecífica

entre Drosophila buzzatii e D. koepferae leva a um aumento na taxa de transposição

do retroelemento Osvaldo, sem contudo causar esterelidade nos híbridos (Labrador

et al., 1999).

Como já mencionado, o elemento Bari­I possui cópias eucromáticas e

heterocromáticas que são idênticas, tanto no tamanho quanto na seqiiência, o que
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sugere que sejam elementos ativos em ambas as porções do genoma nas quais estão

localizados (Caizzi, 1993).

Embora não seja possível determinar se a passagem do elemento transponível

Bari­l para o genoma de D. simulans tenha ocorrido por transposição ou

recombinação pode­se fazer uma análise através de alguns indicativos. Pode­se

sugerir que a transferência do elemento transponível Bari­l que ocorreu nas

linhagens híbridas analisadas teria acontecido por um processo de transposição, pelo

menos para as cópias que se fixaram na heterocromatina.

Segundo Montgomery, Charlesworth & Langley (1987) o acúmulo de

elementos transponíveis na heterocromatina resulta de um efeito combinado da

inércia genética e da pouca habilidade que esta parte do genoma tem de sofrer

recombinação.

Adicionalmente, Brooks & Marks (1986) mostraram que variações na

heterocromatina podem alterar a taxa de recombinação no mesmo e em outros

cromossomos em Drosophila melanogaster diminuindo, dessa maneira, a

possibilidade de crossing­over entre cromossomos homólogos.

Muitos estudos com elementos transponíveis têm apontado para a

mutabilidade de genes heterocromáticos causada por eventos transposicionais. Por

exemplo, um conjunto de treze genes vitais, mapeados na heterocromatina do
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segundo cromossomo de D. melanogaster são altamente mutáveis devido a

transposição do fator / na disgenesia híbrida I­R (Dimitri er al., 1997).

A produção de linhagens híbridas férteis através de cruzamentos entre as

linhagens IN(L)AB de D. melanogaster e C167,4 de D. simulans talvez possa ser

resultante de mutações ou interferências em genes ou regiões genômicas que seriam

responsáveis pela manutenção do isolamento sexual entre essas espécies. Em

Drosophila hydei elementos transponíveis micropia foram descobertos como

constituintes de genes de fertilidade tipo selvagem (Lankenau er al., 1992).

Entretanto, estudos adicionais serão necessários para a elucidação dos

prováveis efeitos transposicionais que poderiam afetar genes ou regiões

cromossômicas relacionadas à viabilidade e/ou fertilidade dessas espécies,

resultantes da localização e do arranjo do elemento transponível Bari­] nos genomas

das linhagens IN(L)AB de Drosophila melanogaster, C1I67.4 de D. simulans e das

linhagens híbridas férteis.

Os resultados das figuras 6 e 7 mostram também que para algumas linhagens

híbridas ocorreu uma deleção de cópias inicialmente presentes no genoma de D.

simulans, como por exemplo, para as linhagens SM'”, SM, SM; e SMgz. Nesses

casos, talvez essas sequências tenham sido deletadas por eventos de recombinação.

Neste aspecto torna­se interessante a análise da linhagem SM,;, a qual não contém

nenhuma seqgiiência do elemento copia de D. melanogaster Esta linhagem é derivada
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da linhagem SM, que apresenta apenas 1 sequência deste retrotransposon, originária

de D. melanogaster. A análise da linhagem SM;, nos indica que também houve

deleção para 2 cópias do elemento Bari­l, presente inicialmente em D. simulans.

Ássim, é possível levantarmos a hipótese de que a deleção das seqiilências dos

elementos copia e Bari­l nessa linhagem tenha ocorrido num único evento de

recombinação.

Outro objetivo deste trabalho foi comparar linhagens brasileiras de D.

melanogaster e D. simulans, quanto à ocorrência e distribuição do elemento

transponível Bari­l.

Os resultados das figuras 8 e 9 para as linhagens brasileiras mostram que o

elemento transponível Bari­l tem uma distribuição peculiar para cada espécie,

destacando­se particularmente a sequência de 1,7 kb presente em todas as linhagens

de D. melanogaster. Esses resultados são consistentes com aqueles obtidos por

Caggese et al. (1995) analisando outras linhagens. Esses autores demonstraram que

a principal diferença entre essas duas espécies crípticas é a presença de um longo

arranjo em tandem do Bari­l na heterocromatina do cromossomo 2 de D.

melanogaster, com aproximadamente 80 cópias, com um comprimento de 1,7 kb por

cópia. Tal arranjo não é observado em D. simulans, onde cópias do elemento Bari­1

estão dispersas pelo genoma.
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Outro aspecto a ser ressaltado ainda nas figuras 8 e 9 é o maior número de

cópias para o Bari­l observado nas linhagens de D. melanogaster. Em nosso

trabalho detectamos nas linhagens brasileiras de D. melanogaster uma variação de 3

até 9 cópias deste elemento, ao passo que, para D. simulans, esses números

correspondem de 1 a 7. Dados de Caggese et al. (1995) indicam de 2 a 29 cópias

para D. melanogaster e de 3 a 11 para D. simulans. Uma possível explicação para o

maior número de cópias do Bari­Il em D. melanogaster pode ser fornecida pelas

observações de Biemont & Cizeron (1999), os quais verificaram que existe um

maior número de sítios de inserção para vários elementos transponíveis no genoma

de D. melanogaster em comparação à D. simulans.

Boussy(1987) e Boussy & Kidwell (1987) observaram uma forte clina

latitudinal de disgenesia gonadal em populações de D. melanogaster do leste da

Austrália em relação ao elemento P. O padrão de clina englobava três regiões, nas

quais as populações eram qualitativamente uniformes: região norte, com populações

P (possuíam elementos P potencialmente ativos e forte habilidade repressora),

região central com populações Q (não possuíam elementos P ativos mas podiam

reprimir tais elementos em determinados cruzamentos), e região sul com populações

predominantemente M (não demonstravam nenhuma atividade P e eram

relativamente fracas na capacidade de reprimir elementos ativos introduzidos). Os

trabalhos acima citados indicaram a existência de
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clinima observaram que, mesmo não ocorrendo uma clina para a distribuição do

elemento P entre as linhagens, algumas diferenças foram constatadas.

Nossos resultados da tabela 4, obtidos para as linhagens brasileiras de D.

melanogaster indicam que não há uma tendência para a diminuição do número de

cópias do Bari­I correlacionada com a latitude dos locais de origem das linhagns,

muito embora a linhagem SM (Santa Maria, RS) tenha apresentado o menor número

de sequências deste elemento. Os dados apresentados na figura 10 mostram

agrupamentos que podem ser relacionados com a distribuição geográfica. Por

exemplo, a linhagem NH, proveniente de Novo Horizonte, SP, apresentou­se como

um grupo externo, muito distante da linhagem SR, proveniente de Santana do

Riacho, MG; embora a latitude dos seus locais de origem sejam próximas.

Já, para as linhagens brasileiras de D. simulans, pode­se verificar que há uma

diminuição do número de cópias do Bari­l, à medida em que essas linhagens são

provenientes de localidades situadas mais ao sul (tabela 5). Pode­se também

verificar na Figura 11 que as linhagens originadas de regiões de clima relativamente

mais frio encontram­se agrupadas (SM, MA e NH); enquanto que aquelas coletadas

em regiões mais quentes apresentam­se como um clado separado (GO e MN).

Daniels et al. (1990) especularam que o fato de ocorrer uma limitação do

número de cópias de elementos P no genoma das linhagens de D. melanogaster

oriundas de regiões de clima mais quente poderia de alguma maneira minimizar os
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efeitos deletérios da disgenesia híbrida, uma vez que esta característica se manifesta

em temperaturas superiores a 25º C. Entretanto, para o elemento Bari­l, ainda não é

possivel se estabelecer uma ligação entre efeitos fenotípicos relacionados ao número

de cópias e atividade deste elemento em função da temperatura ambiente.
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V. CONCLUSÕES

O elemento transponível Bari­l está presente nas linhagens IN(1U)AB de

Drosophila melanogaster, C167.4 de Drosophila simulans, nas linhagens híbridas

derivadas das linhagens acima e em todas linhagens brasileiras analisadas de ambas

as espécies.

A constatação da presença e fixação de sequências do elemento Bari­l

originárias de D. melanogaster nas linhagens híbridas, mostram que ocorreu

introgressão de material genético, de D. melanogaster para o genoma de D.

simulans.

Os resultados mostram que todas as linhagens brasileiras de D. melanogaster

apresentam um maior número de cópias do elemento transponível Bari­! do que as

linhagens de D. simulans.

Não foi possível relacionar número de cópias do elemento transponível Bari­

1 com localidade geográfica para D. melanogaster, entretanto para D. simulans

houve uma gradação do número de cópias em função da origem do local de coleta

da linhagem. Neste gradiente de número de cópias observou­se que as linhagens

provenientes do sul do país apresentam um menor número de cópias do Bari­! em

relação às que são provenientes do norte.
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VI. RESUMO

Neste trabalho realizamos uma análise da ocorrência e distribuição do

elemento transponível Bari­! nas linhagens IN(I)AB de Drosophila melanogaster,

C167.4 de D. simulans e em oito linhagens híbridas originárias de cruzamentos

envolvendo fêmeas D. simulans e machos D. melanogaster das linhagens acima

citadas. Também foram analisadas linhagens de D. melanogaster e D. simulans

provenientes de diversas localidades brasileiras. Análises por PCR mostraram a

presença do elemento Bari­l em todas as linhagens. Hibridização em membranas

usando­se uma sonda de 703 pb, específica para o Bari­l, mostrou que quatro das

linhagens híbridas apresentavam cópias deste elemento de ambas espécies parentais,

indicando a ocorrência de introgressão de material genético de D. melanogaster em

D. simulans. Entretanto, para as outras quatros linhagens híbridas foram observadas

deleções de seqúiências do elemento Bari­l, inicialmente presentes na linhagem

parental D. simulans. O padrão de distribuição do elemento Bari­! nas linhagens

brasileiras de ambas as espécies foi similar ao já descrito na literatura. Em geral, as

linhagens brasileiras de D. melanogaster apresentaram um número maior de cópias

do Bari­l comparadas à D. simulans. As linhagens brasileiras de D. melanogaster

não apresentaram uma gradação do número de cópias do elemento Bari­! em função
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das suas localizações geográficas. As linhagens brasileiras de D. simulans, no

entanto, apresentaram uma gradação do número de cópias do elemento Bari­l,

sendo esse número menor para as linhagens do sul. Para D. simulans foi possível a

construção de uma árvore filogenética baseada na distribuição das seqiências do

Bari­1], na qual as linhagens do norte e centro­oeste do país formaram um grupo e

aquelas do sudeste e sul um outro grupo.

Palavras­chaves: elementos  transponíveis, Bari­l, híbridos, introgressão,

Drosophila melanogaster, Drosophila simulans
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VIL SUMMARY

In this work we analysed the ocurrence and distribution of the Bari­l

transposable element in Drosophila melanogaster (strain IN(I)AB) and its sibling

specie D. simulans (strain C167.4) and in eight hybrid lineages derived from initial

crosses envolving D. simulans females and D. melanogaster males of the above

strains. It was also analysed several Brazilian strains of both species from different

localities. Preliminary PCR data showed that Bari­] element was present among all

strains or hybrid lineages. Membrane hybridization with a 703bp homologous Bari­

1 sequence probe showed that some hybrid lineages presented Bari­l sequences

related to both parental species, suggesting an introgression of D. melanogaster

genetic material in the background of D. simulans. However this was not true for

other lineages which presented deletions of D. simulans Bari­I sequences. The

distribution patterns of Bari­!l element among Brazilian strains of both species

followed the general distribution already found for them. D. melanogaster strains

always presented a higher number of Bari­l element compared to D. simulans

strains. For D. melanogaster Brazilian strains, it was not observed a correlation

between the number of Bari­! sequences and their geographical origins. For D.

simulans strains however there is a decreasing gradient in the number of Bari­l
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copies toward the South. Neighbor­joining analysis for distribution of Bari­!

sequences in D. simulans Brazilian strains allowed a construction of a phylogenetic

tree in which the strains from North and West were grouped, and those from

Southeast and South were joined in another group.

Keywords: transposable elements, Bari­l, hybrids, introgression, Drosophila

melanogaster and Drosophila simulans.
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