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Introdugado

I. INTRODUCAO

Elementos transponiveis sdo segmentos de DNA capazes de se movimentarem de
uma posi¢do a outra no genoma de seus hospedeiros. Apesar de constituirem um grupo
bem amplo e heterogéneo, os elementos transponiveis apresentam algumas caracteristicas
basicas que permitem sua identificagdo: possuem seqiiéncias nucleotidicas muito similares
em ambas as extremidades, denominadas repetigdes terminais; contém genes que
codificam uma enzima responsavel pela sua transposigdo; criam, ao se inserirem no DNA,
pequenas duplicagdes no sitio alvo de insergdo chamadas repetigdes diretas do DNA alvo e
existem em multiplas cOpias no genoma (Capy et al., 1998).

A relagdo entre os elementos transponiveis € o genoma de seus hospedeiros €
altamente complexa e pouco entendida. Porém, é de concordancia geral que sua presenga
pode gerar mutagdes ou rearranjos cromossomicos €, ainda, afetar a expressdo génica.

A propriedade especial de transposigdo tem propiciado muitas especulagdes sobre a
possivel fungdo dos elementos transponiveis na evolugdo; fala-se tanto em parasitas
gendmicos (Hickey, 1982), como em agentes de reorganizagdo génica (Capy et al., 1998),
para designar o seu papel evolutivo. Devido a4 sua natureza invasiva, pela aparente
auséncia de manifestagdes fenotipicas benéficas relacionadas a sua presenga, e
considerando também que algumas das conseqiiéncias da transposi¢do sdo fracamente
destrutivas, alguns pesquisadores passaram a propor que os elementos de transposi¢do ndo
precisam prover vantagens adaptativas aos organismos hospedeiros para justificar sua
presenga nos genomas. Esta hipotese ficou conhecida como hipétese do Gene Egoista,
onde o elemento é tratado como um parasita, cuja unica fungdo é sua propria
sobrevivéncia (Doolittle & Sapienza, 1980; Orgel & Crick, 1980). A outra hipétese propde
que estes elementos sdo fonte geradora inesgotavel de variabilidade genética, pois causam
mutagdes e rearranjos génicos, fornecendo variantes genéticas para as populagdes, que
servem como alternativas adaptativas sobre as quais a sele¢do pode atuar (Bingham et al.,
1982).

Elementos transponiveis podem afetar a expressdo dos genes de seu hospedeiro
dependendo do local de sua insergdo. Eles podem se inserir dentro de seqiiéncias

codificadoras (exons), dentro de seqii€ncias ndo-codificadoras (introns) ou, ainda, dentro
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Introdugdo

das sequéncias regulatorias dos genes (Capy et al., 1998). Além disso, quando existem
duas ou mais copias em um mesmo cromossomo, a recombinagdo entre os dois elementos
pode causar uma delegdo ou inversdo da regido intermedidria. Ainda, uma seqiiéncia
eliminada por meio deste mecanismo pode vir a ser inserida, junto com o elemento que a
carrega, em outra parte do genoma (Lewin, 1994).

As inversdes geradas pela recombinagdo entre dois elementos transponiveis podem
ter conseqiéncias distintas, tais como a alteragdo da seqiiéncia localizada no ponto de
quebra, a segregagdo dos genes dentro da seqiiéncia invertida e a modificagdo da expressdo
dos genes devido a alteragdo de suas posigdes nos cromossomos. Recentemente, tem sido
ainda demonstrado que os elementos transponiveis podem ser recrutados pelo genoma de

seus hospedeiros originando novos padrdes de expressdo génica; este processo €

denominado de domesticagdo (Capy et al., 1998).

Os elementos transponiveis sdo agrupados em duas principais classes, de acordo
com 0 mecanismo por eles utilizados para a transposi¢do (Finnegan, 1989). Elementos da
Classe I sdo aqueles que se transpdem por duplicagdo, via transcrigdo reversa de um RNA
intermediario. As principais etapas do processo sdo: 1. a transcrigdo do elemento
integrado, dando origem a um RNA, 2. a conversdo do RNA em DNA de fita dupla, pela
transcriptase reversa codificada pelo proprio transposon € 3. a integragdo desse cDNA em
um novo sitio gendmico pela agdo da integrase, também codificada pelo proprio
transposon. Este processo leva a uma pequena duplicagdo do sitio alvo da insergdo
(Bingham & Zachar, 1989).

Os elementos da Classe II movem-se principalmente por um mecanismo
conservativo denominado cut and paste onde a excisdo do elemento é seguida pela sua
reinsergdo em outro lugar do genoma. Estes elementos possuem repetigdes terminais
invertidas de 10 a 500 pb e, quando autdonomos, codificam uma enzima denominada
transposase, responsavel pela transposi¢do (Engels et al., 1990).

De acordo com Capy et al. (1998), os elementos da Classe I sdo denominados de
retrotransposons € incluem duas subclasses. A subclasse I contém elementos
estruturalmente semelhantes aos retrovirus, com 5 a 9 Kb de comprimento e longas
repetigdes terminais (do inglés: Long Terminal Repeats). Esta subclasse é subdividida nas
superfamilias 7y-copia e gypsy-Ty3, com base no arranjo de seus dominios codificadores

de proteinas. Ambas s3o amplamente distribuidas em fungos, plantas e animais, fato que
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sugere terem estes retrotransposons uma origem muito antiga. Uma terceira superfamilia,
denominada 777, que foi encontrada Saccharomyces cerevisae, assemelha-se a superfamilia
gypsy-Ty3 quanto aos dominios codificadores de proteinas, mas se diferencia desta por ndo
possuir um RNA transportador iniciador. A subclasse II contém os elementos que ndo se
assemelham aos retrovirus e ndo possuem LTRs. Esta subclasse € subdividida, de acordo
com o comprimento dos elementos, nas superfamilias SINE (do inglés: Short Interspersed
Nuclear Element), com aproximadamente 500 pb de comprimento, e LINE (do inglés:
Long Interspersed Nuclear Element), com comprimento variando entre 5 a 8 Kb. Os SINEs
Jja foram encontrados em tartarugas, tabaco, salmdes e mamiferos e os LINEs em fungos,
plantas, Drosophila e também mamiferos. Elementos dessas duas subfamilias tém
recentemente sido relacionados a origem de doengas humanas (Miki, 1998) como por
exemplo os elementos Alu (SINE) e L1 (LINE).

Os elementos da Classe II sdo mais heterogéneos que os da Classe I e também sdo
subdivididos em duas subclasses, usando como critérios, principalmente, a seqiiéncia, o
comprimento € a composigdo das repeti¢des terminais invertidas. Segundo Capy et al.
(1998), os elementos da subclasse I sdo agrupados nas superfamilias mariner-Tcl,

amplamente distribuida nos fungos, invertebrados e vertebrados, e /Sa, freqiiente em

procariotos. Os elementos da subclasse II sdo agrupadds em seis superfamilias: ZSb, MuDr,

CACTA, Tx, hAT e P. Os elementos pertencentes as quatro primeiras superfamilias ja
foram encontrados em bactérias (/Sb), em milho (MuDr e CACTA) e na rd Xenopus laevis
(Tx). Ja os elementos da superfamilia 44T, que subdivide-se nas familias hobo, Ac € Tam-
3, ja foram encontrados em Drosophila melanogaster (hobo), milho, grama e arroz (Ac) e
na dicotiledonea Antirrhinum majus (Tam-3).

% A superfamilia P é caracteristica de espécies de Drosophila do subgénero
Sophophora, mas seus elementos ja foram também encontrados em espécies dos
subgéneros Drosophila (Loreto et al., 1998), Dorsilopha e Scaptodrosophila (Daniels et
al., 1990). Também foram encontradas em espécies relacionadas ao género Drosophila,
como € o caso de Scaptomyza pallida (Simonelig & Anxolabéhere, 1991) e Liodrosophila
aerea (Daniels et al., op. cit.), e na mosca varejeira Lucillia cuprina (Perkins & Howells,
1992).

Capy et al. (op. cit) consideram ainda uma terceira classe de elementos

transponiveis, onde estdo agrupados todos aqueles que possuem caracteristicas ndo-usuais
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e mecanismos de transposi¢do ainda incertos. A Classe III inclui as superfamilias MITE
(do inglés: Miniature Inverted Repeat Transposable Elements) € B (do inglés: Foldback),
que podem ser diferenciadas pelo comprimento de seus invertidos terminais, os quais s&o
curtos para M/TE e longos para F'B. Estes elementos ocorrem em Oryza sativa e Zea mays,
e Drosophila, respectivamente.

De acordo com Lewin (1990), foram propostos dois modelos, o de transposigdo
conservativa e o de transposigdo replicativa, que diferem quanto aos seus produtos finais,
para explicar o processo de transposi¢do via DNA. O primeiro € o mecanismo através do
qual o elemento transponivel é simplesmente removido de um dado local e inserido em
outro. Por isso, 0 nome conservativa, pois conserva o mesmo elemento individual e ndo
implica no aumento do nimero de copias. O segundo € o mecanismo através do qual um
elemento € duplicado antes de ser transportado para um novo local. Assim, uma cépia do
mesmo permanece no local e outra é inserida em um novo sitio. Esse processo envolve a
duplicagdo do elemento transponivel e resulta em aumento do seu nimero de copias no
genoma.

Segundo Daniels et al. (1990), existem duas maneiras pelas quais os elementos
transponiveis podem se originar em uma espécie: origem “de novo”, por mutagdes, ou
eventos de recombinagdo, que alteram ou reorganizam as seqiiéncias presentes no genoma,
ou através de uma transferéncia interespecifica muito rara, denominada transmissdo
horizontal, que se realiza através de vetores, como os virus, por exemplo. Esta origem ¢
também possivel através de hibridagdo interespecifica (Montchamp-Moreau et al., 1993).

A partir da integragdo de elementos transponiveis no novo genoma, o modelo

degenerativo de Kaplan er al. (1985) descreve a evolugdo de uma unica populagéo finita,

onde os elementos completos e ativos invadem uma populagdio que ndo os contém

aumentam rapidamente em frequiéncia até seu numero auto-regulado. Concomitantemente,
inicia-se o processo degenerativo, convertendo os elementos completos em defectivos,
atingindo um estado de quase-equilibrio. Eventualmente, o processo degenerativo leva a
perda dos elementos completos da populagdo e a sua eliminagdo através de deriva
genética.

A regulagdo dos elementos transponiveis € variavel entre as diferentes espécies,
mas pode também variar entre individuos da mesma espécie, devido a efeitos maternos € a

diferengas gendmicas especificas da linhagem (Engels, 1989). Ha evidéncias de que a
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manuten¢do destes elementos nas populagdes € resultante de um equilibrio entre o
aumento transposicional em nimero de copias e algumas forgas opostas, tais como a auto-
regulacdo, sele¢do contra inser¢des mutacionais e indugdo de rearranjos cromossomicos
deletérios por recombinagdo desigual (Charlesworth & Charlesworth, 1983; Kaplan &
Brookfield, 1983; Kaplan et al., 1985; Langley et al., 1988). Assim, a mobilizagdo dos
elementos transponiveis € regulada por mecanismos que controlam a sua mobilizagdo
indiscriminada a conseqliente interrupgdo do funcionamento de um numero cada vez
maior de genes, que sdo necessarios a atividade celular.

Depois de sua descoberta no milho por Barbara MacClintock, durante a década de
40, os elementos transponiveis tém sido encontrados em uma grande variedade de
organismos, desde bactérias até o mais complexo eucarioto, sendo o principal constituinte
do DNA moderadamente repetido do genoma de seus hospedeiros (Capy et al., 1998). Por
exemplo, dois tergos da fragdo do DNA moderadamente repetido ou 10% do genoma total
de Drosophila melanogaster € constituido por estes elementos. Nesta espécie,
diferenciam-se as seguintes familias de elementos transponiveis: /, copia, gypsy, Het-A,
TART, P, hobo, mariner, foldback, pogo e jockey (Capy et al., op. cit.).

A familia de elementos transponiveis P foi a primeira a ser caracterizada em D.
melanogaster € vem sendo extensivamente estudada tanto no nivel genético como
molecular. Esta familia € particularmente importante porque pode produzir, quando em
seu estado ativo, um grupo de tragos genéticos ndo-usuais, conhecidos como disgenesia
hibrida (Kidwell et al., 1977).

A disgenesia hibrida P-M é o nome dado ao grupo de tragos genéticos
correlacionados que sdo observados na progénie F1 de cruzamentos entre machos de um
tipo de linhagem de D. melanogaster, chamada P (contribuinte paterno, que possui
seqiiéncias P ativas), e fémeas de um segundo tipo chamado A (contribuinte materno, que

ndo possui seqiiéncias P, ou possui apenas seqiiéncias P incompletas €, portanto, inativas).

Os descendentes deste tipo de cruzamento que apresentam estes tragos genéticos sdo

referidos como hibridos disgénicos.

Os tragos genéticos produzidos pela disgenesia P-M incluem varios tipos de
mutagdes que freqilentemente sdo instaveis, esterilidade, recombinagdo em machos e
rearranjos cromossdmicos. Estes tragos parecem ser restritos a linhagem germinativa de

ambos os sexos (Kidwell et al., op. cit.). Em um dos trabalhos classicos sobre este assunto,
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Schaefer et al. (1979), estudando os efeitos genotipicos da disgenesia em hibridos de D.
melanogaster, produzidos através do cruzamento de uma linhagem P forte (Harwich) e
fémeas de uma linhagem M (Canton S), observaram que a temperatura de 27°C a 29°C
todos os descendentes apresentavam ovarios disgénicos, ou seja, com dimensdes reduzidas
a cerca de 25% do tamanho normal. A produtividade foi também bastante reduzida.

No sistema P-M, o potencial de atividade P refere-se a habilidade de mobilizagdo
do elemento P que estd no seu estado regulado, enquanto que a capacidade de uma
linhagem regular ou suprimir a atividade do elemento P € denominada como
susceptibilidade ao fator P. Estas duas propriedades, que compreendem o conjunto de
agdes de todos os mecanismos que afetam a regulagio do elemento P (Kidwell & Novy,
1983), podem ser avaliadas através de cruzamentos diagnosticos. O grau de atividade do
fator P pode ser avaliado pela frequéncia de disgenesia gonadal em descendentes do
cruzamento entre fémeas de uma linhagem M e machos de uma linhagem que se queira
classificar quanto ao sistema P-M (cruzamento diagnéstico A). A susceptibilidade ao
elemento P que é introduzido em uma linhagem pode ser avaliada nos descendentes do
cruzamento entre fémeas da linhagem em estudo com machos de uma linhagem P forte
(cruzamento diagnostico A*).

De acordo com as propriedades definidas acima, as linhagens podem ser

classificadas em quatro tipos. Linhagens P tém de baixos a altos niveis de potencial de

atividade P e também apresentam baixos niveis de susceptibilidade ao fator P. Linhagens
Q tém niveis extremamente baixos de atividade potencial e de susceptibilidade ao P.
Individuos das linhagens P ou Q apresentam geralmente entre 25 a 60 copias de seqiiéncias
P em seu genoma hapléide (Bingham et al., 1982; Rubin et al., 1983). Linhagens M e M’,
raramente tém algum nivel de atividade potencial P. Enquanto que as linhagens M sdo
desprovidas de elementos P e tém um nivel extremamente alto de susceptibilidade a este
elemento, as linhagens M’ tém a susceptibilidade ao P  varidvel entre niveis
extremamente altos ¢ moderadamente baixos (Anxolabéhere et al., 1985). Linhagens M’
apresentam de poucas a cerca de 50 copias P em seus genomas, sendo muitas, se ndo
todas, copias defectivas (Bingham ef al., 1982; Black et al., 1987).

A analise molecular de seqiiéncias P permitiu a identificagdo de dois tipos
estruturais distintos destes elementos, os completos e os defectivos, ou incompletos

(O’Hare & Rubin, 1983). O elemento P completo possui 2,9 kb em seu comprimento e €
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estruturalmente composto por quatro exons, flanqueados por seqiiéncias invertidas
terminais de 31 pb, e trés introns. Dependendo do padrdo de processamento do pré-RNA
mensageiro do elemento completo, dois polipeptidios conhecidos podem ser formados: um
resultante da completa eliminagdo dos introns, produzindo uma transposase funcional de
87 KDa, e outro originado pela ndo eliminagdo do ltimo intron (IVS3) produzindo um
proteina menor, com aproximadamente 66 KDa, e que apresenta atividade repressora da
transposigdo (Laski er al., 1986). Este padrio de processamento diferencial do RNA
mensageiro € tecido-especifico e deve-se a fatores somaticos que inibem a retirada do
terceiro intron (Siebel et al., 1992). Sendo assim, a transposase € produzida apenas no
tecido germinativo e a proteina repressora da transposigdo € produzida no tecido somatico.

Elementos defectivos s3o derivados deletados de elementos completos, que
perderam a capacidade de codificar a transposase por si proprios, mas podem se mobilizar
se a transposase lhes for fornecida in trans (Spradling & Rubin, 1982).

A taxa de transposigdo do elemento P é controlada por uma série de mecanismos
relacionados tanto com a estrutura do elemento como com sua interagfo com 0 genoma
hospedeiro. Segundo Capy et al. (1998) foram descritos pelo menos seis tipos de regulagdo
em Drosophila. O primeiro tipo, como qualquer seqiiéncia codificadora, é a regulagdo
devida a propria seqiiéncia cis-regulatoria do elemento transponivel. O segundo € a auto-
regulagdo através da titulagdo da transposase, que pode se ligar a regido promotora de
elementos, tanto completos, como incompletos, que passsam a competir pela enzima. O
terceiro tipo, citado anteriormente, € a regulagdo tecido-especifica dependente da produgio
de uma proteina de 66 KDa em tecidos somaticos, que compete com a transposase pelo
sitio promotor do elemento.

Um quarto tipo de regulagdo da transposase ¢ devido a efeitos maternos, ou
também chamada regulagdo pelo citotipo P. O acimulo de uma pequena quantidade da
proteina repressora de 66 KDa, maternalmente herdada durante a oogénese, pode ser
suficiente para especificar e transmitir o citotipo P. Este repressor tem um feedback
positivo interagindo em sua propria sintese, resultando em maior ou menor eficiéncia do
retirada do IVS3, de acordo com a concentragdio do pré-RNA mensageiro P. Assim,
quando a concentragdo do pré-RNA mensageiro P ¢ baixa, a eficiéncia do seu

processamento € baixa, € isto leva a produg@o da proteina repressora de 66 KDa e pouca

ou nenhuma produgéo da transposase. Em contraste, quando a concentragio do pré-RNA
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mensageiro P ¢ alta, o seu processamento € eficiente e produz a transposase ativa com 87
KDa, que permite a transposi¢io dos elementos P herdados paternalmente.

Outro tipo de regulagdo ¢ devido a presenga de elementos P deletados
internamente, da posigdo 807 a 2561, formando uma seqii€éncia de 1154 pb de
comprimento. Estes elementos, denominados KP, competem, bloqueiam e em alguns
casos, impedem a atividade da transposase produzida pelo elemento completo.

Finalmente, a regulagdo controlada por fatores produzidos pelos hospedeiros, como
€ o caso das proteinas IRBP (/nverted Reapt Binding Protein) e as PSI (P element Somatic
Inhibitor), que interagem com 16 dos 31 pb das repetigdes terminais invertidas regulando a
transposi¢do do elemento P.

A variagdo geografica e temporal das seqiiéncias P em populagdes naturais de D.
melanogaster tem sido amplamente investigada. Anxolabéhere ef al. (1989), estudando
amostras de 200 populagdes provenientes dos cinco continentes, coletadas até 1980,
relataram uma profunda diferenciagdo na estrutura e na atividade das seqiiéncias P, de
acordo com a localizagdo geografica. Na América do Norte as populagdes eram
praticamente todas P ou Q, havendo nos Estados Unidos uma variagdo gradual de uma

para outra, sendo as populagdes da regido sul P fortes. Na Africa Central também foram

encontrados os tipos P e Q, e no sul da Africa foram encontradas linhagens M'. Na Africa

do Norte, Europa e Asia, a distribuigdo mudou consideravelmente: os tipos P e Q foram
encontrados apenas nas extremidades do continente eurasiano (Franga, Japdo e litoral
chinés) e o restante das populagdes eram M'.

Varios estudos moleculares mostraram também a existéncia de um gradiente
longitudinal de distribui¢do do namero de copias das seqiiéncias P. O numero de cdpias
decresceu da Franga até a Asia Central e também da regidio de Pequim para o interior da
China. Na Oceania, os tipos P e Q foram encontrados nas ilhas e uma variagdo latitudinal
foi encontrada na Australia, com populagdes P e Q ao norte ¢ M' ao sul (Anxolabehére et
al., 1990, Boussy, 1988; Boussy & Kidwell, 1987; Boussy et al., 1998).

Os dados de distribuigdo geografica sdo compativeis com a hipétese formulada por
Kidwell et al. (1979) de uma invasdo recente dos elementos P na espécie D.
melanogaster. Esta invasdo teria ocorrido na América do Norte antes de 1950, sendo os
epicentros possiveis o sul dos Estados Unidos ou América Central. Segundo Anxolabéhére

et al. (1989), a invasdo das populagdes da Europa, e dos outros continentes, pelos
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elementos P, ocorreu apdés 1950 e foi decorrente do cruzamento de individuos
provenientes do continente americano por um processo de invasdo em cascata que ainda
ndo estaria totalmente concluido.

Anxolabéhere et al. (op. cit.) propuseram que durante a fase inicial de invasdo das
populagdes americanas produziram-se elementos defectivos, cuja presenga limita o
potencial disgénico dos individuos. A invasdo das populagdes francesas (tipo M') por
fontes contendo uma mistura de elementos completos e incompletos conduziu, pelo
mesmo fendmeno de delegdes internas, ao aumento da freqiiéncia relativa de elementos
defectivos e a formag@o de populagdes com potencial disgénico P baixo. Estas novas
populagdes passaram a propagar estes elementos P essencialmente defectivos € deram
origem as fontes eurasianas que s3o atualmente M'. Este modelo também se sustenta ao
nivel molecular, devido a existéncia de um decréscimo gradual do nimero de copias dos
Estados Unidos para a Europa, e da existéncia do elemento deletado KP, freqiiente na
Europa e raro nos Estados Unidos.

O modelo de Kaplan (1985) pode ser tomado como uma descri¢do razoavel da
dindmica da invasdo de populagdes dos diferentes continentes pelos elementos P, nas
quais, de acordo com o modelo, ocorre a progressdo do estado M para P, P para Q e Q para
M’, em populagdes que estdo evoluindo quanto ao sistema P-M.

O género Drosophila surgiu durante o Eoceno (Cenozoico, Terciario), ha
aproximadamente 60 milhdes de anos, a partir de varias radiagdes dentro da familia
Drosophilidae. De acordo com Throckmorton (1975), ao longo do tempo este grupo sofreu
extensiva diversificagdo originando cinco grandes radiagdes, a mais precoce produziu o
subgénero Scaptodrosophila, sendo seguida pelas radiagdes Sophophora e Drosophila, esta
com trés ramos: radiagdes virilis-repleta, immigrans e hirtodrosophila.

Elementos P parecem estar presentes no genoma de drosofilideos ha muito tempo

(Simonelig & Anxolabéhére, 1994). Comparagdes de todos os tipos de elementos P

sugerem que existam diversas subfamilias que divergem em cerca de 30% em suas

seqiiéncias de DNA. Estas subfamilias sdo chamadas M, O e T. A subfamilia M foi
primeiramente descrita nas espécies, D. bifasciata e D. imaii do grupo obscura (Haring et
al., 1995), mas também inclui os elementos P de D. melanogaster e aqueles dos grupos
saltans e willistoni. A subfamilia O, além de ser encontrada em D. bifasciata € em D. imaii

foi também identificada em Scaptomyza pallida (Haring et al., op. cit.; Hagemann et al.,
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1996) e a subfamilia T em D. tritis, D. ambigua e D. obscura, também espécies do grupo
obscura (Hagemann et al., 1996).

Mais de uma das trés subfamilias de P podem ser encontradas em uma mesma
espécie, como € o caso dos elementos dos tipos O e M encontrados em D. bifasciata e S.
pallida. Em alguns casos, a divergéncia da seqiiéncia observada ¢ compativel com a
filogenia que envolve a espécie, e apoia a teoria de transmissdo vertical do elemento.
Entretanto, em outros casos, a divergéncia € incompativel com a filogenia, sendo melhor
explicada por transmissdo horizontal. Clark & Kidwell (1997), propuseram o mecanismo
de transmissdo horizontal como o mais plausivel para explicar as quatro incongruéncias
detectadas no subgénero Sophophora entre a filogenia da familia P e a filogenia de seus
hospedeiros.

Uma das incongruéncias filogenéticas foi observada nos grupos saltans e willistoni
e na espécie D. melanogaster, do grupo melanogaster. Clark et al. (1995), consideraram
ser obvio, pelo grau de similaridade, que estes elementos sejam descendentes de um tnico
elemento P ancestral e relataram quatro evidéncias a favor da proposig¢do de transferéncia
horizontal do elemento P de D. willistoni para D. melanogaster: 1*) as linhagens antigas
de D. melanogaster que foram coletadas antes de 1950 e mantidas em laboratdrio sdo M;
2%) as seqiéncias de P de D. willistoni € D. melanogaster diferem em apenas um
nucleotideo; 3%) todas as espécies do grupo melanogaster ndo possuem o elemento P
candnico, exceto da propria D. melanogaster, 4*) foram amplificadas seqiéncias P no
acaro Proctolaelaps regalis (Houck et al., 1991), considerado como o vetor mais provavel
da transferéncia horizontal entre as espécies D. willistoni € D. melanogaster.

Em um estudo posterior, Clark & Kidwell (1997), propuseram trés ocorréncias

adicionais de transferéncia horizontal do elemento P. A grande similaridade das

sequéncias (apenas 7,8% de divergéncia) do elemento P do tipo M de D. bifasciata, do

grupo obscura, com o elemento P de Scaptomyza pallida, sugere a transferéncia horizontal
desta espécie para aquela. Também, a baixa divergéncia (cerca de 8,1%) das sequiéncias P
dos elementos do tipo O de D. bifasciata e de algumas espécies dos grupos saltans e
willistoni sugerem a ocorréncia de transferéncia horizontal. Finalmente, a transferéncia de
seqiiéncias P de D. sucinea, do grupo willistoni, para espécies do grupo obscura do Novo
Mundo, € sugerida pela taxa de divergéncia menor que 10,5%. Segundos os autores,

explicagdes alternativas para estas incongruéncias da filogenia do elemento P e seus
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hospedeiros podem ser consideradas, mas elas certamente ndo sugerirdo explicagdes mais
plausiveis que a de transferéncia horizontal.

Os autores acima citados discutiram ainda que existem evidéncias de que algumas
subfamilias de P possam ter sido envolvidas em mais de um caso de transferéncia
horizontal. Por exemplo, o elemento P candnico pode ter sido envolvido em pelo menos
dois casos distintos de transferéncia, um seria de um doador nio conhecido para as
linhagens do grupo saltans-willistoni e outro seria de D. willistoni para D. melanogaster.

Em relagdo a possibilidade de ocorréncia de multiplas transferéncias horizontais, a

que envolve o elemento P do tipo O de D. bifasciata é particularmente interessante.

Enquanto a seqiiéncia P desta espécie difere em mais de 8% da seqiiéncia das espécies do
grupo saltans e willistoni, difere em apenas cerca de 1% da sequéncia P de S. pallida.
Clark & Kidwell (1997) sugeriram que este elemento tenha se envolvido em-trés casos
distintos de transferéncia horizontal: de um doador ndo conhecido para as linhagens do
grupo saltans e willistoni, destas linhagens para S. pallida e, posteriormente, de S. pallida
para D. bifasciata. Esta hipOtese parece ser mais plausivel que a da transferéncia do
elemento P do grupo saltans e willistoni para D. bifasciata ¢ desta para S. pallida, isto
porque, sendo S. pallida uma espécie cosmopolita, poderia transferir estas seqii€ncias dos
grupos saltans e willistoni, no Novo Mundo, para D. bifasciata, no Velho Mundo.

Viarias propriedades da biologia e da atividade dos elementos P sdo consistentes
com a hipétese de transferéncia horizontal. Primeiro, eles possuem todas as propriedades
necessarias para sua movimentag@o nos genomas apropriados. Segundo, estudos tedricos e
laboratoriais demonstram a alta eficacia da transposi¢do do elemento P nos genomas,
superando qualquer efeito deletério associado com a transposi¢do. Terceiro, durante a
transposi¢do, o elemento P geralmente, mas ndo sempre, duplica-se. Esta duplicagdo leva
ao aumento do nimero de cOpias no genoma ao longo do tempo. Devido a estas
caracteristicas, se o elemento P for introduzido em um genoma, que suporte a
transposi¢do, ele provavelmente ira se dispersar para toda a populagdo. Embora o
mecanismo exato da transferéncia horizontal seja desconhecido, o minimo requerido para
sua ocorréncia € a concordancia geologica, temporal e ecolégica da espécie doadora € da
receptora.

Além da diferenciagio na seqiiéncia de nucleotideos, ha também variagdo do

nimero de copias de cada tipo de elemento de transposigdo entre as espécies. Mackay
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(1989), ao analisar o numero de copias de seis familias de elementos transponiveis (cdpia,
297, 412, roo, I, P), em populagdes naturais de D. melanogaster, observou que ha variagdo
entre os individuos da mesma populagdo, como também, entre diferentes familias mas, a
média de copias por familia em uma populagdo é constante.

O conhecimento do polimorfismo de inser¢do e da mobilidade dos elementos
transponiveis € de grande importancia para o estudo da plasticidade e adaptabilidade do
genoma. Em relagdo a D. melanogaster, o nimero de cdpias do elemento P candnico pode
variar de 30 a 50, sendo que as linhagens P possuem em média 41 copias, as linhagens Q
34,8 e as linhagens M’ 21,8 (Ronsseray et al., 1989).

Ao contrario de D. melanogaster, estudos relacionados com a ocorréncia de
elementos transponiveis em outras espécies e grupos do género Drosophila sio menos
freqiientes. Nos grupos saltans e willistoni, destacam-se os trabalhos de Kidwell e
colaboradores (Daniels & Strausbaugh.,1986; Daniels et al., 1990; Clark et al., 1995,
Clark & Kidwell, 1997; Clark er al., 1998) e os de Valente-Gaiesky e colaboradores
(Loreto et al., 1998; Regner et al., 1998; Regner et al., 1999). Os estudos sobre as
espécies do grupo saltans foram todos realizados com antigas linhagens de laboratdrio.

Sena & Carareto (1997), ao iniciarem um estudo sobre a distribuigdo de elementos
P em populagdes naturais de D. sturtevanti, uma das espécies do grupo saltans,
observaram a ocorréncia de disgenesia gonadal em descendentes de intercruzamentos entre
linhagens recém-coletadas e uma linhagem procedente da Colombia. Esta linhagem,
derivada dos estoques da Genetics Foundation (Universidade do Texas, Austin, EUA), tem
sido mantida em laboratoério por mais de 40 anos. Visto que os relatos da literatura indicam
que os elementos P sdo residentes antigos do genoma das espécies do grupo saltans, ndo se
esperaria encontrar elementos completos e ativos, capazes de induzirem tragos disgénicos
em descendentes de intercruzamentos, exceto se tivessem ocorrido alteragdes na
composi¢do genética das populagdes, como também, nos elementos P nelas residentes.

Dois tipos de modificagdes genéticas, decorrentes da dindmica populacional do
elemento P, discutidas em Daniels & Strausbaugh (1986), justificariam os resultados
obtidos em D. sturtevanti. Na natureza, eventos de recombinagdo entre duas copias
incompletas poderiam ter regenerado elementos completos e funcionais, em algumas

populagdes. Por outro lado, a linhagem COL, mantida durante longo tempo em laboratorio,

poderia ter perdido por deriva genética todas ou a maior parte de suas seqiiéncias P, e se
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tornado susceptivel a mobilizagdo de elementos ativos. Estas possibilidades incentivaram
uma investigagdo mais detalhada sobre a estrutura e o grau de atividade dos elementos P

existentes no genoma de D. sturtevanti.

II. OBJETIVOS

Neste trabalho foram estudadas nove linhagens de Drosophila sturtevanti,
provenientes de diferentes regides geograficas, do Brasil e de outros paises, com os
seguintes objetivos:

1. averiguar a ocorréncia de elementos P no genoma das linhagens;
2. investigar a existéncia de elementos ativos através da indugdo de disgenesia hibrida;

3. avaliar o nimero de copias e a integridade das seqiiéncias P encontradas e

4. comparar 0 numero de copias de linhagens recém-coletadas e de antigas linhagens de

laboratorio.
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I1. MATERIAL E METODOS

A. Linhagens

Neste trabalho foram estudadas nove linhagens de Drosophila sturtevanti

procedentes de diferentes regides geograficas. A representagdo grafica de cada linhagem,

procedéncia, ano de coleta e respectivos coletores estio indicados no Quadro 1.

Quadro 1. Linhagens de Drosophila sturtevanti utilizadas para analises fenotipicas e

moleculares.

Procedéncias

Coletores/ Instituigdes

Vilavicéncio (Colémbia)
Apazapan (Veracruz, México)
Matlapa (San Luis Potosi, México)
Santana do Riacho (MG, Brasil)
Mirassol (SP, Brasil)

Sédo José do Rio Preto (SP, Brasil)
Novo Horizonte (SP, Brasil)

Sdo José do Rio Preto (SP, Brasil)

Maquiné (RS, Brasil)

50
1998
1998
1995
1971
1997
1998
1998
1995

Universidade do Texas, Austin, EUA

J.C. Silva (Universidade do Arizona, Tucson, EUA)

J.C. Silva (Universidade do Arizona, Tucson, EUA)

C.R. Vilela (USP, Sio Paulo, SP)

W.J. Tadei (UNESP, Sio José do Rio Preto, SP)

L.M. Almeida (UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP)

F.R. Torres (UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP)
F.R. Torres (UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP)

V.L.V. Gaiesky (UFRGS, Porto Alegre, RS)

A linhagem Harwich-w de Drosophila melanogaster, que possui cerca de 60

inser¢des da seqii€ncia do elemento P em seu genoma, foi utilizada como controle

positivo para analises moleculares. Esta linhagem foi cedida pela Dra. Margaret G.

Kidwell, do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (Universidade do Arizona,

Tucson, AZ, EUA).
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B. Metodologia

1. Analises Fenotipicas

Foram feitos testes fenotipicos para avaliar o potencial de atividade P e a
susceptibilidade das linhagens ao elemento P. Para isso, foram realizados cruzamentos a
temperatura de 27°C entre as linhagens acima descritas e a linhagem COL, a mais antiga,
em ambas as dire¢gdes. Cruzamentos intralinhagens, realizados nas mesmas condigdes,
foram utilizados como controle. No Quadro 2 estdo representados os intracruzamentos e

intercruzamentos realizados.

Quadro 2. Cruzamentos realizados entre linhagens de D. sturtevanti a 27°C.

Intracruzamentos Intercruzamentos I Intercruzamentos I1

fémeas machos fémeas machos fémeas machos
COL COL *
APA APA COL APA vs COL
MAT vs MAT COL MAT wvs COL
Iy COL Iy vs COL
BRA COL BRA *ysh0 iCOL
RP, COL RP, vs COL
NHO COL NHO vs COL
RP, COL RP, vs COL

MAQ MAQ COL MAQ MAQ vs COL

Moscas recém-emergidas de cada linhagem, foram coletadas dos estoques,

separadas por sexo € mantidas isoladas em tubos com meio a base de banana-agar durante

sete dias, para que atingissem a maturidade sexual. Decorrido este periodo, 20 casais de

cada tipo de cruzamento foram colocados em garrafas de 250 mL, contendo o mesmo tipo
de meio e mantidos em cdmara de temperatura constante, a 25°C, durante 24 horas. A
seguir, as garrafas foram transferidas para uma incubadora a temperatura constante de
27°C, onde permaneceram durante sete dias. Apds este periodo os casais foram

descartados.
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Ao inicio da emergéncia, os imagos foram transferidos para garrafas com meio de
cultura fresco, que foram mantidas a temperatura de 25°C, durante aproximadamente 72
horas. Apos este periodo, 70 casais de cada cruzamento foram transferidos separadamente
para tubos com meio de cultura, onde permaneceram durante sete dias, tempo necessario
para que completassem o amadurecimento sexual e ocorressem a copula e a ovoposigdo. A
seguir, cada casal foi dissecado para averiguagdo de possiveis anormalidades em suas
gonadas e os tubos foram mantidos a 25°C para posterior andlise da produtividade por
casal.

Com os numeros de gonadas normais e anormais foram calculados os indices de

disgenesia gonadal (Kidwell, 1986), segundo a equagéo

[ON + % (1N)] x 100

DG =
T
onde, 1N representa o nimero de individuos em que uma das gonadas era anormal, ON
representa o nimero de individuos em que ambas as gonadas eram anormais e T indica o
numero total de individuos dissecados.
O meio de cultura utilizado tem a seguinte composigdo: 1L de agua, 10 g de agar,
500 g de banana, 15 g de fermento Fleishmann, 25 g de agucar, 8 mL de solugo alcoélica
nipagin 7%, 2 mL de acido propidnico.

2. Analises moleculares

2.1 Extra¢do do DNA

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados diferentes métodos de
extragdo de DNA para a realizagdo dos testes moleculares. O protocolo que resultou em
um DNA de melhor qualidade para analise de Southern blot foi o de Jowett (1996), com

modificagdes, descrito abaixo:

Cerca de 50 individuos de cada linhagem foram macerados em tubos eppendorf

apos terem sido brevemente mergulhados em nitrogénio liqiido. Ao macerado foram
adicionados 700uL de Tampao de Lise (NaCl 0,6 M; Tris 2M; EDTA 1M; SDS a 10%) e
4pL de proteinase K (10 mg/mL). A seguir, os tubos foram incubados a 65°C, durante 2
horas, sendo entdo adicionados 700 pL de Tampido de Extragdo (Fenol / Tris, pH 7,8).
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Apos 10 minutos de agitagdo cuidadosa, os tubos foram centrifugados (13 rpm, durante 10
minutos) e os sobrenadantes foram retirados e transferidos para novos tubos.

O procedimento acima descrito foi repetido trés vezes, adicionando-se, a cada vez,
um volume igual ao do sobrenadante de Tampdo de Extragdo, na primeira, de solugdo
fenol : cloroformio (1:1), na segunda, e de cloroformio : alcool isoamilico (24:1), na
terceira vez. Apos a ultima centrifugagdo, os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos adicionando-se 1/5 do volume de Acetato de Sédio 3M, pH 5,2 e dois volumes de
alcool etilico (PA) gelado, agitando-se levemente. Apds a precipitagdo do DNA, os tubos
foram mantidos em geladeira. Na manhd seguinte, o DNA foi centrifugado (13 rpm,

durante 15 minutos), desidratado com trés banhos de alcool 70%, cada um com duragédo

de 30 minutos, € o pellet foi seco em estufa, a 37°C, por aproximadamente 1 hora. A
seguir, foram adicionados 30ul de Tampdo de Estabilizagdo (Tris-HCl 10mM, EDTA

1mM, pH 8,0), aguardando-se cerca de 12 horas para que ocorresse a completa eluigio do

DNA. Decorrido este periodo, acrescentou-se 1pl de RNAse (10mg/mL) ao DNA eluido,
mantendo-se o tubo em banho-maria, a 37°C, durante 1 hora. O DNA foi entdo estocado
a -20°C até o seu uso.

A pureza do DNA obtido, necessaria para a analise de Sourthern, foi avaliada
através de um teste enzimatico: 1 uL do DNA das linhagens foi tratado com 0,5 uL da
enzima Eco RI, 1uL do tampdo 10X apropriado ¢ 4gua para completar um volume final de
10 pL, durante 2 horas, a 37°C. Em seguida, este material foi submetido a uma

eletroforese em gel de agarose para avaliar a ocorréncia de digestdo enzimatica.

2.2 PCR

A existéncia de seqiiéncias P no genoma das nove linhagens de D. sturtevanti foi
inicialmente investigada através da reagdo em cadeia da polimerase, usando-se como
primers oligonucleotideos que amplificam um fragmento de 764 pb. O oligonucleotideo
sense (829: 5’ AACATAAGGTGGTCCCGTCG 3’) ¢ complementar aos nucleotideos 12 a
31 do elemento P candnico e o oligonucleotideo antisense (830: 5’
CGACTGGGCAAAGGAAATCC 3’) é complementar aos nucleotideos 757 a 776.

A mistura da reagdo consistiu de 13,4ul. de agua deionizada, 2,5ul. de tamp@o
10X; 2,0uL de dNTPS 10mM; 2,5uL de MgCl, SOmM; 1,25uL dos primers sense e anti-
sense Spmol/uL; 2,0uL do DNA gendmico 200ng/uL e 1uL de Taq DNA polimerase 5
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unidades/uL. A mistura foi coberta com uma gota de 6leo mineral e submetida a 31 ciclos
de PCR, consistindo cada um de | minuto de desnaturag¢do a 95°C, 1 minuto de anelamento
dos primers a 50°C e 3 minutos de extens3o a 72°C. O fragmento amplificado de 764 pb
foi utilizado para comprovagdo da existéncia de elementos transponiveis P no genoma

destas linhagens e também como sonda.

2.3 Transformag¢do rapida e clonagem da bactéria DHSa para multiplicagio do
plasmideo pr 25.1.

O plasmideo pn 25.1, utilizado para obtengdio de sondas para seqiiéncias P, foi
multiplicado em bactérias da linhagem DHS5a de Escherichia coli. Este plasmideo
recombinante € originado do plasmideo pBR322 que possui 4360 pb e sitios para varias
enzimas de restrigdo; dentre estes, destaca-se o sitio para a enzima Bam HI, na posigdo
375, onde esta inserida a seqiiéncia de 2907pb do elemento P de D. melanogaster.

Para a transformagdo rapida (Sambrook et al., 1989) da linhagem DH5a de E. coli
com o plasmideo prn 25.1, algumas coldnias foram incubadas em 50 mL de meio liquido
SOB (2% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; NaCl 250mM; KCI 250mM; MgCl,
10mM e MgSO4 10mM).

Apdés a multiplicagdo das células e separagdo por centrifugagdo, o pellet foi
ressuspendido em 10 ml de tampdo de transformagdo TFB (KCl 100mM; MnCl,.4 H,0
45mM; CaCl,.2H,0 10mM; HACoCl; 3mM e Mes 10mM, pH 6,3), incubado em gelo
durante 10 minutos, centrifugado e novamente ressuspendido em 1mL de TFB gelado.

Adicionou-se, a seguir, 35pL de DnD? (acetato de potassio 10mM, pH 7,5; DMSO 90%;

DTT IM). Apés 15 minutos, mais 35 puL de DnD? foram adicionados, mantendo-se a

mistura em gelo por mais 10 minutos. A seguir, adicionou-se a esta solugdo cerca de Ing
do plasmideo pn 25.1, deixando-se incubar por 30 minutos, submetendo-se, entdo, as
células ao choque térmico, a 42°C, durante 90 segundos. Na seqiiéncia, foram adicionados
ao tubo 800uL de meio SOC liquido (meio SOB mais glicose 200mM), que foi mantido
durante 1h, a 37°C, sob agitagdo rapida, para a regeneragdo das bactérias.

As bactérias foram, entdo, plaqueadas em meio s6lido seletivo (SOC e ampicilina

100 pg/mL) e, apés o crescimento, as colOnias isoladas foram inoculadas em tubos
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individuais com 1,5 mL de meio liquido seletivo SOB (SOB e ampicilina 100 pg/mL), sob
agitacdo e aerag¢do constantes, a 37°C.

O plasmideo pn 25.1 foi extraido através do Kit Flexi Prep da Pharmacia, segundo
as recomendagdes do fabricante. A comprova¢do da integridade do plasmideo assim
multiplicado, e o sucesso da transformagdo, foi realizada pela analise do padrio de

fragmentos produzidos pela digestdo com a enzima de restrigdo Bam H1.

2.4 Hibrida¢ao em membrana
A detecgdo de seqiiéncias P no genoma D. sturtevanti foi realizada através de
analise de dor blot. A averiguag@o do nimero de cdpias e a integridade das seqiiéncias foi

realizada através do método de Southern (Sambrook et al., 1989). Para ambos os métodos

foi utilizado o ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems (Amersham

LIFE SCIENCE), sistema de hibridagdo quimioluminescente que utiliza a peroxidase
como base da reagdo de marcagao.

As analises envolveram varias etapas: digestdo enzimatica do DNA das linhagens,
preparagdo da sonda, eletroforese em gel de agarose, transferéncia do DNA para a
membrana, hibridagdo, detec¢do e revelagdo do filme autorradiografico. Os protocolos
utilizados foram seguidos conforme as recomendagdes do fabricante e encontram-se
abaixo resumidos:

a. Digestdo enzimatica do DNA das linhagens

O DNA extraido das linhagens foi digerido durante aproximadamente 15 horas,
com enzimas de restrigdo que reconhecem sitios no elemento P candnico (Figura 1), com
0s seguintes objetivos:

al. Analise do nimero de copias: utilizou-se a enzima Sal I/, que reconhece um
unico sitio na seqiiéncia P, produzindo fragmentos de comprimentos variaveis, definidos, a
direita, pelo sitio Sa/ I (posigdo 2410) e, a esquerda, pelo primeiro sitio Sa/ / no DNA
gendmico.

a2. Analise da integridade: utilizaram-se as enzimas Ava Il € Acc I. A enzima Ava
II reconhece quatro sitios de restrigdo ao longo da seqiiéncia P (posigdes 23 pb, 500 pb,
1136 pb e 2883 pb), gerando fragmentos internos de 478 pb, 544 pb e 1883 pb, que

abrangem praticamente toda a extensdo de um elemento completo. A enzima Acc [
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reconhece dois sitios de restri¢do, nas posi¢des 53 pb e 2412 pb, gerando um fragmento

interno de 2359 pb, que abrange 81% da seqiiéncia do elemento P.

Salt Accl
| |

|1
2410 2412

Figura 1. Representagdo grafica do elemento P com seus principais sitios de restrigdo.

b. Sondas

Para cada tipo de andlise e objetivo foram utilizadas diferentes tipos de sondas
(Quadro 3):

b1. Analise de dot blot: utilizou-se como sonda o plasmideo pn 25.1.

b2. Método de Southern, para a avaliagdo de numero de copias do elemento P,
utilizou-se como sonda: (i) uma mistura de amplificados do fragmento de 764 pb do
elemento P das linhagens de D. sturtevanti e (ii) o amplificado de 764 pb da seqiiéncia P
do plasmideo pr 25.1.

b3. Método de Southern, para a avaliagdo da integridade do elemento P: (i) para o
DNA das linhagens digerido com a enzima Ava /1, utilizaram-se como sondas o plasmideo
pn 25.1, o amplificado de 764 pb do plasmideo pn 25.1 e, também, um fragmento de 896
pb obtido da digestdo do plasmideo pr 25.1 com a enzima de restrigdo Puv I/ e (ii) para o
DNA das linhagens digerido com a enzima de restrigdo Acc /, utilizou-se como sonda o
fragmento Puv 11, acima descrito.

Os amplificados de 764 pb foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose
a 1%, e a banda correspondente foi extraida com o kit Sephaglas™ Band Prep e
purificado através do Kit Concert™ Rapid PCR Purification System, de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Os fragmentos de restricio foram separados em gel de
agarose a 1%, sendo também a banda de interesse extraida com o sistema Scphagl.asTM
Band Prep.

b4. Controle da reagio: para o marcador DNA A Hind 111, utilizou-se como sonda

o DNA Hind 111 ECL, na concentragdo de 10ng/pL.
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Quadro 3. Tipos de hibridagdes em membranas, respectivas enzimas de restrigdo e sondas

utilizadas.

Hibridag¢des Enzima de Sondas

restri¢io

dot blot * plasmideo pm 25.1
Southern blot amplificado de 764 pb do plasmideo pm 25.1

numero de copias amplificado de 764 pb do elemento P das linhagens
plasmideo pm 25.1
integridade amplificado de 764 pb do plasmideo pn 25,1

fragmento Puv II de 896 pb do plasmideo px 25,1

fragmento Puv I de 896 pb do plasmideo pn 25,1

c. Andlise de dot blot
Foram desnaturados, sob fervura, 3ug do DNA gendémico das linhagens de D.
sturtevanti e também da linhagem Harwich-w de D. melanogaster. Estas amostras foram

aplicadas diretamente sobre a membrana de nylon que, a seguir, foi desnaturada durante 15

minutos com solugdo de NaCl 1,5M e NaOH 0,5M. A seguir, a membrana foi neutralizada
durante 15 minutos em solugdo NaCl 1,5M e Tris HCI 0,5M, pH 7,5. O DNA foi fixado

sob luz ultravioleta. A metodologia utilizada para hibridagdo e detecgdo foi a mesma

utilizada na analise de Southern.

d. Anélise de Southern

Cerca de 8 a 10ug do DNA gendmico das linhagens, digeridos overnight com as
enzimas de restrigdo apropriadas, foram aplicados em gel de agarose 1% com tampdo TAE
(Tris base 2M; acido acético glacial 0,05M e EDTA 0,5M, pH 8,0). Foram também
aplicados ao gel cerca de 10 pL do marcador DNA A Hind I11. O gel foi depurinado (HCI
250mM), desnaturado (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5M) e neutralizado (NaCl 1,5M e Tris HCI
0,5M, pH 7,5) a temperatura ambiente, conforme as intrugdes do fabricante do sistema
ECL..
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A transferéncia do DNA do gel para a membrana de nylon (Hybond N* Amersham)
foi realizada em um pirex de vidro com 20XSSC (Na; citrato 0,3M e NaCl 3M), durante
15 horas. Em seguida, a membrana foi lavada em 6XSSC e o DNA fixado sob luz
ultravioleta.

O DNA fixado na membrana foi pré-hibridado durante 1h, a 42°C, com tampéo de
hibridag¢do ECL e, depois hibridado com a sonda apropriada (para cada mL de tampdo de
hibridagdo adicionou-se 1ng de sonda marcada), durante aproximadamente 12 horas, a
42°C. Apods a hibridagdo, foram realizados dois banhos de 20 minutos com Tampdo
Primario (uréia 6M, 0,4% de SDS e 0,5XSSC), a temperatura de 42°C, e dois banhos de 5
minutos com Tampdo Secundario (2XSSC), a temperatura ambiente.

Para a detec¢do da hibridagdo, a membrana foi banhada em volumes iguais dos
reagentes de detecgdo ECL 1 e 2 e, em seguida, exposta a um filme autorradiografico
(Hyperfilm-ECL), durante 20 minutos. A revelagio e fixagdo do filme foi realizada com o
revelador Kodak KGBX Developer and Replenisher e o fixador Kodak KGBX Fixer and

Replenisher, de acordo com o procedimento padrio.

3. Anilises Estatisticas

Foram realizadas as seguintes anélises estatisticas:

a. analise de x°, para avaliar a heterogeneidade dos numeros de gonadas normais e

anormais em descendentes dos intra e intercruzamentos e dos numeros de copias dos
elementos P em diferentes blots.

b. analise de varidncia, para avaliar a heterogeneidade das produtividades médias
de machos, de fémeas e de imagos na descendéncia de cada intra e intercruzamento. A
partir dos resultados obtidos das analises de varidncia, a determinagdo de quais médias
eram significativamente diferentes foi feita aplicando-se o teste para comparagdes
multiplas de Tukey (Steel & Torrie, 1960).

¢. analise multivariada por aglomerado de variaveis, para avaliar o padrio de
similaridade das nove linhagens de D. sturtevanti, quanto a presen¢a ou auséncia de
fragmentos especificos do elemento P. O método realiza um agrupamento hierarquico das
linhagens quanto ao seu padrio de bandas, onde a distincia utilizada entre dois
aglomerados € a distancia média entre a linhagem em um aglomerado e a linhagem em

outro aglomerado, através da distancia de correlagdes.
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IV. RESULTADOS

Para averiguagdo da ocorréncia, da integridade e do numero de cdpias e do grau de
atividade do elemento transponivel P nas linhagens de D. sturtevanti foram utilizadas,

neste trabalho, analises fenotipicas e moleculares.

1. Andlises fenotipicas

Para investigar se existem elementos P ativos nas linhagens de D. sturtevanti,
utilizadas neste estudo, foram realizados 25 tipos de cruzamentos, sendo estudados 70
casais de cada cruzamento. Os resultados da andlise morfologica das gonadas e da
produtividade destes casais estdo abaixo descritos.
a. Disgenesia Gonadal

Os resultados da analise da disgenesia gonadal dos diversos cruzamentos sdo
apresentados na Tabela 1. As morfologias de ovarios e testiculos normais, de ovarios e
testiculos unilateralmente disgénicos, de ovarios bilateralmente disgénicos e de ovarios
rudimentares sdo ilustradas na Figura 2.

Os indices de disgenesia gonadal foram baixos, de maneira geral, variando de 0 a

8,57. Nos descendentes dos intracruzamentos foi observada disgenesia ovariana apenas em

descendentes da linhagem RP, (DG: 2,85); entre os machos, o maior indice de disgenesia
(DG: 2,85) foi observado também em descendentes desta linhagem.

Entre os intercruzamentos do tipo I, classe de cruzamentos em que machos das
diferentes linhagens foram cruzados com fémeas da linhagem COL, o maior indice de
disgenesia ovariana foi 1,42, encontrado em descendentes do cruzamento entre fémeas
COL e machos RP;, seguido por um indice igual a 0,71, em descendentes dos cruzamentos
entre fémeas COL e machos NHO e entre fémeas COL e machos MAQ. Nos demais
cruzamentos desta classe ndo foram encontrados ovarios disgénicos. Quanto a disgenesia
testicular, os descendentes dos cruzamentos entre fémeas COL e machos APA, entre
féemeas COL e machos MAT e entre fémeas COL e machos RP,, apresentaram indice DG
igual a 0,71; nos demais cruzamentos ndo foram encontrados testiculos disgénicos.

Entre os intercruzamentos do tipo II, nos quais as fémeas das diferentes linhagens
foram cruzadas com machos da linhagem COL, foram observados ovarios disgénicos

apenas em descendentes de cruzamentos entre fémeas MAQ e machos COL (DG: 0,71) e
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entre fémeas I € machos COL (DG: 8,57). Para machos, apenas os descendentes dos
cruzamentos entre fémeas NHO e machos COL e entre fémeas RP, e machos COL,
apresentaram disgenesia testicular, com indices iguais a 0,71 e 1,42, respectivamente.

As anilises de X° de heterogeneidade, realizadas para comparar os numeros de
gonadas normais e anormais nos descendentes dos cruzamentos, indicaram diferengas
significantes apenas para os numeros de ovarios dos intercruzamentos do tipo II (X2=
57,30, p<0,01).

Ovarios rudimentares (Figura 2.2), considerados assim por possuirem redugdo
maior que 25% da massa total, mas ndo tdo extrema como as redugdes ilustradas nas
fotografias 3 e 4 da Figura 2, foram um segundo tipo de anormalidade ovariana encontrada
em descendentes de cruzamentos realizados a 27°C. Os indices de disgenesia gonadal
foram recalculados incluindo-se essa classe de ovarios entre os disgénicos (Tabela 2). Nos
intracruzamentos, o maior indice DG passou a ser aquele encontrado no cruzamento entre
fémeas e machos COL (DG = 7,57) que, pelo critério anterior, ndo apresentou disgenesia.
As linhagens APA e NHO, que também ndo foram consideradas disgénicas pelo critério
anterior, passaram agora a apresentar um pequeno grau de disgenesia. As demais
linhagens, que ja haviam apresentado um baixo indice DG, tiveram os valores aumentados,
ndo atingindo, entretanto, um grau expressivo de disgenesia.

Nos intercruzamentos da classe I, o maior indice foi encontrado em descendentes
do cruzamento entre fémeas COL e machos 1,7, que de zero, no célculo anterior, atingiu o
valor de 25,71. Também nos intercruzamentos da classe II, o maior indice manteve-se
aquele dos descendentes do cruzamento entre fémeas I;; e machos COL, aumentando de
8,27 para 12,86. Nas duas classes de intercruzamentos, as diferengas entre os descendentes

dos oito tipos de cruzamentos quanto aos numeros de ovarios normais e anormais foram

significantes (X" = 100,33; p < 0,01 e X = 70,60; p < 0,01, respectivamente para os

intercruzamentos das classes I e II).
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Tabela 1. Ovarios e testiculos disgénicos e indices de disgenesia gonadal (DG) em
descendentes de cruzamentos entre linhagens de D. sturtevanti, mantidos a
27°C (n: nimero de casais, N: gonadas normais, U: génadas unilateralmente
disgénicas, B: gdnadas bilateralmente disgénicas; e para heterogeneidade das
linhagens, **: p <0,01).

Cruzamentos Ovirios : Testiculos DG
N U N BE .0t fémeas machos

Intracruzamentos
fémea macho
COL vs COL

vs APA

vs MAT

vs Iy

vs BRA

vs RP,

vs NHO

vs RP,

vs  MAQ

X

Intercruzamentos I
fémea macho
COL APA
COL MAT
COL I9
COL BRA
COL RP,
COL NHO
COL RP,
COL MAQ
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C OO MNO OO OO
O O OMN—= O OO
OO MNO—=OOCOCO

o
3%

_—O e O O O O O
DO O m OO oo
N O OO O O -
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-

Intercruzamentos II
fémea macho
APA COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL 1
51.30%*
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O O~ O0 O OO O
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o
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Tabela 2. Ovarios disgénicos e rudimentares e indices de disgenesia gonadal em fémeas

descendentes de cruzamentos entre linhagens de D. sturtevanti, mantidos a
27°C (n: nimero de casais, N: ovarios normais, U: ovarios unilateralmente
disgénicos B: ovarios bilateralmente disgénicos, RU: ovarios rudimentares,
X* para a heterogeneidade das linhagens, **: p < 0,01).

Cruzamentos Ovirios DG .
U B RU fémeas

Intracruzamentos

fémea
COL

macho
COL
APA
MAT

I,

RP,
NHO
RP,
MAQ

O 0 0 O O O 0 O
W

—_ 0 O O N © O O O O
N O —= O NN — O Wn

[#%]
—

Intercruzamentos I

fémea
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL

macho
vs APA
vs MAT
vs 127
vs BRA
vs RP,
vs NHO
vs RP;
vs MAQ 0o .
X 100,33**

_0 = O O O O O

Intercruzamentos 11

fémea
APA
MAT
I
BRA
RP,
NHO
RP,

MAQ v

macho
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL

-0 O O O O O O
o O O O O W o o
S O NN O WO O
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Figura 2. Morfologia das gonadas (1. ovarios normais, 2. ovérios rudimentares, 3.

ovario unilateralmente disgénico, 4. ovarios bilateralmente disgénicos, 5.

testiculos normais, 6. testiculo unilateralmente disgénico). Fotografias 1, 3, 5 e
6: aumento de 40 vezes e fotografias 2 e 4: aumento de 63 vezes. As setas

indicam anormalidades.
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b. Produtividade

A produtividade dos casais (F}), cujo desenvolvimento embrionario e demais fases
do desenvolvimento ocorreram a 27°C, foi amostrada durante sete dias de ovoposi¢do. A
produtividade total e as médias e erros padrdes da produtividade individual dos casais de
cada cruzamento s3o apresentadas na Tabela 3.

Entre os intracruzamentos, a maior produtividade média de imagos foi encontrada
no cruzamento entre fémeas e machos MAT (33,06). Nos intercruzamentos do tipo I, a
maior produtividade média foi encontrada no cruzamento entre fémeas COL e machos
APA (35,99). Nos intercruzamentos do tipo II, o cruzamento entre fémeas I;; ¢ machos
COL foi aquele que apresentou a maior produtividade média (35,07).

Foram realizados testes t Student para a comparagdo dos nimeros médios de fémeas
e de machos, para se verificar possiveis desvios significantes da razio de sexo. Foram
encontradas diferengas significantes, no nivel de 5%, entre as médias dos descendentes dos
intercruzamentos entre fémeas COL e machos APA e entre fémeas COL e machos BRA.
Entre os descendentes dos intercruzamentos II ocorreram diferengas significantes entre os
nimeros médios de machos e fémeas nos cruzamentos entre fémeas MAT e machos COL e
entre fémeas I»; e machos COL. Em todos os casos a razdo de sexo foi desviada para um
maior nimero de fémeas.

Também foram realizadas andlises de vardncia para avaliar a homogeneidade das
médias da produtividade na geragdo F; dos intra e intercruzamentos. Os valores de F
mostraram heterogeneidade (p < 0,01) da produtividade média de fémeas, de machos, e do
total, nas trés classes de cruzamentos.

A partir dos resultados obtidos nas anélises de varidncia, foram determinadas as

diferengas honestamente significativas entre as produtividades médias totais através de

comparagdes miltiplas de Tukey. No diagrama abaixo, as médias da produtividade de cada
cruzamento s3o apresentadas em ordem crescente, com os respectivos Ws de Tukey; as
médias que ndo diferem significativamente s3o unidas por um trago.

Exemplificando, nos intracruzamentos, verifica-se que a produtividade média da
linhagem I»; ndo diferiu significativamente da produtividade da linhagem MAQ, sendo
entdo, agrupadas por um trago. As produtividades das demais linhagens (COL, BRA,
APA, NHO, RP;,, RP; e MAT) diferiram significativamente daquela de I»;. A
produtividade média da linhagem MAQ ndo diferiu daquelas das linhagens COL e BRA,
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mas diferiu das produtividades das linhagens APA, NHO, RP,, RP, e MAT. A
produtividade da linhagem BRA ndo diferiu da de APA, mas diferiu daquelas de NHO,
RP;, RP, e MAT. As produtividades das linhagens APA, NHO, RP,, RP, ¢ MAT nio

diferiram significativamente entre si.

Ip; MAQ COL BRA APA NHO RP RP, MAT

7,27 8,84 12,37 16,20 23,89 25,79 27,03 2744 33,06
Intracruzamentos

W0_05= 8,75

I3; MAQ RP, RP, NHO MAT BRA APA
6,88 12,81 14,54 21,84 2583 2979 31,37 3599

Intercruzamentos |

WQ_[) 5= 6, 95

NHO RP, RP, MAQ APA BRA MAT Iy

15,77 16,93 18,76 22,79 2596 28,11 28,86 35,07
Intercruzamentos 11

Wo,05= 8,24

O diagrama acima mostra que, para os intracruzamentos, a linhagem I,;, a menos
produtiva, apresenta o maior numero de diferengas significativas (7) em relagdo as demais
e a linhagem APA o menor (3). Nos intercruzamentos da classe I, o maior nimero de
diferengas significativas foi encontrado em descendentes das linhagens 1,7, RP,, RP; (6) e,
o menor, nos das linhagens NHO, MAT, BRA (4). Nos intercruzamentos da classe II, os
descendentes das linhagens NHO, RP,, I,; apresentaram o maior numero de diferengas

significativas (4) e, o menor, foi encontrado em descendentes da lilnhagem MAQ (3).

As médias da produtividade dos intracruzamentos foram comparadas com as dos
respectivos  intercruzamentos. Com os resultados de analise de varidncia foram
determinadas as diferengas honestamente significativas através do teste de comparagdes
multiplas de Tukey. No diagrama abaixo encontram-se as médias da produtividade dos

descendentes de cada cruzamento, em ordem crescente de seus valores, os valores de F de
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Fisher, e os valores de Ws de Tukey, bem como a indica¢do das similaridades entre as

médias:

ol fCOL vs m COL FAPAvs mCOL  fCOL vs m APA
grup 12,37 25,96 35,99

F3ze=
30,95%*
Wg‘05= 6,32

grupo 2 SCOLvsmCOL fMATvsmCOL  fCOLvsmMAT fMAT vsmMAT
12,37 28,86 29,79 33,06

F3216 =
17,68**
W0.05= 3,01

3 FCOLvsm iy Flyvsmly;  fCOLvsmCOL  f I vs m COL
$Tupo 6,88 7,27 12,37 35,07

F3276 =
58,13**
Woos= 6,36

4 fCOLvsmCOL  fBRAvsmBRA  fBRAvwsmCOL fCOL vs m BRA
grupe 12,37 16,20 28,11 31,37

Fi26=
26,94**

Wo_a5= 6,40

5 SCOL vs m COL fCOL vs mRP, fRP,vs m COL SRP, vs mRP,
grupo 12,37 14,54 16,93 27,03

Fiz6=
16,37**
Woos=5,82

6 “fCOLvsmCOL _ fNHOvsmCOL __ fNHO vs m NHO fCOLvsmNHO
grupo 12,37 15,77 25,79 25,83

Fiz76 =
15,65+

Wo_os‘_* 6., 3 5

7a% fCOLvsmCOL  fRP,vs m COL fCOL vs m RP; fRP; vsmRP,
g 12,37 18,76 21,84 27,44
F;g'}& =1 5,?6

W0_05= 6,8 7

8 fMAQvsmMAQ fCOLvsmCOL fCOLvsmMAQ fMAQvsmCOL
grupo 8,84 12,37 12,81 22,79

Fia5=
13,67%*

Woos= 3,88

No grupo 1, a produtividade média do intracruzamento da linhagem COL foi

significativamente inferior, enquanto que a produtividade média dos descendentes do

intercruzamento entre fémeas COL e machos APA foi significativamente superior aos

demais. J4, as médias de produtividade dos descendentes dos cruzamentos entre fémeas e
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machos APA e entre fémeas APA e machos COL foram intermediarias e n3o diferiram

significativamente entre si.

No grupo 2, a produtividade média do intracruzamento da linhagem COL foi
significativamente menor que a do intracruzamento da linhagem MAT e esta nio diferiu

das produtividades dos descendentes dos intercruzamentos entre as duas linhagens.

No grupo 3, apenas a produtividade média dos descendentes do cruzamento entre
fémeas I,7 e machos COL foi significativamente superior aquelas dos demais cruzamentos
do grupo.

No grupo 4, a produtividade média dos intracruzamentos da linhagem COL e da
linhagem BRA foram significativamente inferiores as produtividades médias dos
descendentes dos intercruzamentos entre fémeas BRA e machos COL, e também entre
fémeas COL e machos BRA.

No grupo 5, apenas produtividade média do intracruzamento da linhagem RP,; foi
significativamente superior as demais produtividades dos cruzamentos do grupo.

No grupo 6, a produtividade média do intracruzamento COL e dos descendentes
dos cruzamentos entre fémeas NHO e machos COL foram significativamente inferiores as

médias de produtividade dos descendentes dos cruzamentos entre fémeas e machos NHO e
entre fémeas COL e machos NHO.

Em relagdo ao grupo 7, as produtividades médias dos intracruzamentos da linhagem

COL e dos descendentes do cruzamento entre fémeas RP, e machos COL nido diferiram
significativamente e foram superiores aquelas do intracruzamento da linhagem RP;. Os
descendentes do cruzamento entre fémeas COL e machos RP; tiveram produtividade
intermediaria aos dois intracruzamentos.

No grupo 8, apenas a produtividade média dos descendentes do cruzamento entre
fémeas MAQ e machos COL foi significativamente superior as demais produtividades do

grupo. As diferengas acima descritas s3o ilustradas na Figura 3.
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Tabela 3. Produtividade total de 70 casais dos intra e intercruzamentos entre linhagens de D.
sturtevanti, produtividade individual média e respectivos erros padrdes (F para a
homogeneidade das médias, *: p < 0,05; **: p <0,001).

Meédias + Erros Padrdes
Fémeas Machos t

Machos Total

Cruzamentos Fémeas

Intracruzamentos
fémea  macho

COL
APA

Vs

vs

MAT vs

I

Vs

BRA vs

MAQ vs

COL
APA

6,26 + 0,82
12,66 = 1,09
16,79 + 1,39

3,70 + 0,74

8,34+ 0,99
13,39+ 0,96
1391 £ 1,17
14,01 + 1,12

4,51+ 0,98

20,63**

6,11+ 0,81
11,23 + 0,99
16,27 + 1,38

3,57+ 0,78

7,86 + 0,90
13,64 + 1,05
11,87 + 0,99
13,43+ 1,19

433 + 0,97

19,32+*

12,37+ 1,58
23,89 + 2,00
33,06 + 2,67
7,27 + 1,48
16,20 + 1,82
27,03 + 1,90
25,79 + 2,06
27,44 + 2,24
8,84 + 1,93
21,47%*

F3, 621
Intercruzamentos
I

fémea  macho

COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL
COL

Vs
vs
Vs
vs
vs
vs
Vs
vs

APA
MAT
L7
BRA
RP,
NHO
RP;
MAQ

F1552

1369
1080
241
1220
522
861
773
464

Intercruzamentos II
macho

femea

Vs

vs

vs

vs

vs

vs

vs

MAQ vs

COL
COL

COL

COL
COL

COL
COL
COL

F7.522

998
1121
1372
1055

628

621

690

807

19,56 + 1,01
15,43 + 1,29
3,44 + 0,48
17,43 + 0,93
7,46 + 0,70
12,30 + 0,90
11,04 + 0,96
6,63 + 0,56

39,81**

14,26 + 0,97
16,01 + 1,20
19,60 + 1,50
15,07 + 1,15
8,97 + 0,86
8,87+ 0,84
9,86 + 0,95
11,53 + 0,96
12,82**

16,43 + 0,87
1436 + 1,10
3,44 + 0,57
13,94 + 0,78
7,09 £ 0,72
13,53 £ 1,03
10,80 + 1,01
6,19 £ 0,56

29,41%*

11,70 + 0,89
12,84 + 1,02
15,47 + 1,20
13,04 + 0,98
7,96 + 0,79
6,90 + 0,75
8,90 + 0,93
11,26 + 0,88
9,42%*

35,99 + 1,66
29,79 + 2,30
6,88 + 1,00
31,37+ 1,58
14,54 + 1,32
25,83 + 1,76
21,84 + 1,88
12,81 + 1,04

39,61%*

25,96 + 1,70
28,86 + 2,13
35,07 + 2,57
28,11 + 2,03
16,93 + 1,55
15,77 + 1,54
18,76 + 1,82
22,79+ 1,79

12,17%*
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Figura 3. Produtividade média dos intracruzamentos (em azul, 0: f COL vs m COL;
1: fAPA vs m APA; 2. f MAT vs m MAT; 3. f Iyyvs m Iy, 4.f BRA vs
m BRA; 5. fRP; vs m RPy; 6. fNHO vs m NHO; 7. fRP, vs m RP; 8. f MAQ
vs m MAQ); dos intercruzamentos do tipo I (em vermelho, 1: f COL vs
m APA;2: fCOL vs m MAT; 3. f COL vs m ;4. fCOL vs m BRA; 5.
S COL vs m RPy; 6. fCOL vs m NHO; 7. f COL vs m RPy; 8. fCOL vs m MAQ)
e dos intercruzamentos do tipo II (em amarelo, 1: f APA vs m COL; 2:
SMAT vs m COL; 3. f I,7vs m COL; 4. fBRA vs m COL; 5. fRP; vs m COL;
6. fNHO vs m COL; 7. fRP, vs m COL; 8. fMAQ vs m COL).
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A ocorréncia, 0 nimero de copias e a integridade de seqiiéncias P no genoma de D.

sturtevanti foram analisadas através de trés técnicas da Biologia Molecular. A técnica de

amplificagdo de cadeia pela polimerase (PCR) e a técnica de dot blot permitiram analisar a

ocorréncia de seqiiéncias P ou pelo menos parte destas sequéncias no genoma das
linhagens. Ja, o numero de copias e a integridade destes elementos foram analisadas pelo

método de Southern.

2.1 Transformacgao e produc¢io da sonda

Na Figura 4 ¢ apresentada uma fotografia de um gel de agarose, corado com
brometo de etidio, onde esta documentado o sucesso da transformagdo da linhagem DH5a
de E. coli com o plasmideo pr 25.1. Na primeira coluna encontra-se 0 DNA marcador A
Hind 11l e, na terceira, o produto da digestdo do plasmideo pr 25.1 com a enzima Xho /.
Como na seqiiéncia P ndo existem sitios de restricdo para esta enzima, € no plasmideo
pBR322 existe apenas um sitio, a digestdo enzimatica produziu uma sequéncia linear com
cerca de 9,1 Kb, como esperado. Na quarta coluna encontra-se o produto da digestdo do
plasmideo com a enzima Bam HI. Como existe um unico sitio de restricdo Bam HI na
seqiiéncia do pBR322, onde foi inserida a seqiiéncia P, € nenhum sitio Bam HI nesta
seqiiéncia, a digestdo do plasmideo pn 25.1 com esta enzima produziu as duas bandas
esperadas: uma com 4,4 Kb (seqiiéncia do plasmideo pBR322) e outra com 4,7 Kb
(seqiiéncia do pr 25.1), comprovando assim o sucesso da transformagdo. Esta dltima
banda ¢ composta por um fragmento contendo 2,9 Kb, correspondente a seqiiéncia P
candnica, ¢ cerca de 1,8 Kb de DNA flanqueador proveniente da regido 17C do

cromossomo X de D. melanogaster, de onde o elemento P foi originalmente extraido.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw].l 12 13 14 15 16 17 18



Resultados 35

Figura 4. Produto da digestdo do plasmideo pr 25.1, extraido da linhagem DH5a de E.

coli transformada, com as enzimas de restrigdo Xko I (coluna 3) e Bam HI

(coluna 4). Na coluna 1 encontra-se 0o DNA marcador A Hind I11.
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2.2 Identificacio de seqiiéncias P
Na Figura 5 encontram-se os resultados de dois procedimentos utilizados para

verificar a ocorréncia de seqiiéncias do elemento P no genoma das nove linhagens de D.

sturtevanti: PCR e anélise de dot blot. A Figura 5A mostra uma fotografia de gel de

agarose, corado com brometo de etidio, contendo fragmentos amplificados do elemento
transponivel P. Na primeira coluna encontra-se do DNA marcador 1Kb (298pb a 12216
pb) e nas demais colunas observam-se bandas de 764 pb, resultante da amplificagdo de
parte da seqiiéncia P nas linhagens. As amostras foram aplicadas segundo as datas de
coleta das linhagens: COL, BRA, I,;, MAQ, RP;,, APA, MAT, NHO, RP,. Notam-se
algumas bandas abaixo da banda principal de 764 pb nas linhagens RP, ¢ NHO que
indicam delegdes nesta regido do elemento P. O controle positivo, pn 25.1, produz trés
diferentes bandas, uma decorrente da amplificagdo da sequéncia P e outras duas
correspondentes as formas super-hélices do plasmideo.

A Figura 5B mostra o resultado da hibridagdo por dor blot com o plasmideo prn
25.1. A disposi¢do das amostras foi baseada na localizagio geografica aproximada das
linhagens, apresentando a seguinte ordem de aplicagdo: COL, APA, MAT, [,;, BRA, RP,,
NHO, RP, e MAQ. O 1ltimo sinal de hibridagéo refere-se ao controle positivo da linhagem
Harwich-w de D. melanogaster. Esta analise indicou a eficiéncia da sonda produzida, bem

como confirmou a existéncia de elementos transponiveis P em todas as linhagens.
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3 45678 8101 13

Figura 5. Ocorréncia de elementos P no genoma de nove linhagens de D. sturtevanti. A)
Amplificado de seqiiéncias P (colunas 1: DNA marcador 1Kb, 3: COL, 4: BRA,
5: 127, 6: MAQ, 7: RPy, 8: APA, 9: MAT, 10: NHO, 11: RP, e 13: plasmideo pn
25.1). B) Dot blot com sonda do plasmideo pmt 25.1 (colunas 1: COL, 2: APA, 3:
MAT, 4: 17, 5: BRA, 6: RP;, 7: NHO, 8: RP,, 9: MAQ e 10: D. melanogaster

Harwich-w).
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2.3 Analise do numero de copias do elemento P

Foi realizada a hibridagdo por Southern bloi em membrana de nylon, visando
avaliar o numero de copias do elemento transponivel P nestas linhagens de D. sturtevanti.
Os DNAs foram digeridos com a enzima Sal I, que por reconhecer um unico sitio na
seqiiéncia do elemento, produz fragmentos de comprimentos variaveis, definidos, a direita,
pelo sitio Sal I (posigdo 2410) e, a esquerda, pelo primeiro sitio Sa/ / no DNA gendmico.
Portanto, cada inser¢do do elemento P no genoma produz fragmentos Sa/ / de tamanhos

especificos, permitindo assim avaliar o nimero de copias no genoma destas linhagens.

Foram utilizados dois tipos de sondas: uma constituida de uma mistura de
fragmentos dos amplificados de 764 pb da extremidade 5° da seqiuéncia P das linhagens
APA, RP, e NHO de D. sturtevanti. A outra sonda constituida pelos mesmos 764 pb,
porém foi obtida pela amplificagdo da seqiiéncia P do plasmideo pr 25.1.

Os resultados apresentados nas Figuras 6 ¢ 9 mostram na primeira coluna 0 DNA
marcador A Hind III, seguido pelo DNA das linhagens. Para os Southern blots
apresentados nas Figuras 6 € 9, o DNA da linhagem da Colombia (COL) foi aplicado no
pogo 3, os DNAs das linhagens mexicanas (APA e MAT, respectivamente) nos pogos 4 e
5, € os DNAs das linhagens brasileiras (1,7, coletada em Minas Gerais; BRA, RP;, NHO,
RP,, coletadas em Sao Paulo; e MAQ, coletada no Rio Grande do Sul) foram aplicados nos
pogos 6 a 11, respectivamente. No pogo 12 foi aplicado o0 DNA da linhagem Harwich-w de

D. melanogaster.
a. Hibrida¢do com o amplificado das linhagens

O numero de copias do elemento P, utilizando-se como sonda a mistura de
fragmentos de 764 pb, foi variavel entre as linhagens (Figura 6). Na linhagem colombiana
foram observadas 14 cépias; nas mexicanas, 11 copias para APA e 10 cdpias para MAT;
nas linhagens brasileiras, 15 copias para MAQ, 14 cépias para BRA, 11 copias para I,

NHO, RP, e 9 copias para RP,. J4, para a linhagem Harwich-w de D. melanogaster, o

produto de hibridagdo forma quase um rastro, devido a grande quantidade de copias de

elementos P presentes no genoma desta espécie.

Na Figura 7 esta esquematizado o padrdo de bandas de cada linhagem. A presenga
ou auséncia de bandas especificas, identificadas e numeradas pela sua posi¢do no blot,

possibilitou a construgdo de um dendograma, através de analise multivariada, que agrupou
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as nove linhagens de acordo com o grau de similaridade resultante dos padrdes de bandas
obtidos. Observa-se na Figura 8 que as linhagens provenientes do norte da América do Sul

e do Meéxico (COL, APA, MAT) formam um aglomerado com mais de 90% de

similaridade, separado das linhagens brasileiras (BRA, RP,, I;, NHO, RP,), que

apresentam similaridade variando entre 61,81% a mais de 90% (NHO e RP,). A
similaridade das linhagens mexicanas e colombiana, com relagdo as brasileiras foi menor
que 42,71%. A excegdo neste agrupamento que reflete a proximidade geografica, foi a

linhagem MAQ, que agrupou-se com as linhagens mexicanas € colombiana.




Resultados 40

Figura 6. Southern blot do DNA gendmico das nove linhagens de D. sturtevanti, digerido
com a enzima de restrigdo Sal I, e hibridado com a sonda de 746 pb do elemento P
amplificado das linhagens (colunas 1: DNA A Hind III 3: COL, 4: APA, 5: MAT,
6: I7, 7: BRA, 8: RP;, 9: NHO, 10: RP,, 11: MAQ e 12: D. melanogaster

Harwich-w).
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Figura 7. Representagdo esquematica do padrdo de bandamento resultante do DNA gendmico das nove linhagens de D.

sturtevanti, digerido com a enzima de restri¢do Sa/ / e hibridado com a sonda de 746 pb do elemento P
amplificado das linhagens (as bandas foram numeradas em ordem crescente a partir do maior fragmento; N:

nimero de bandas).
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Figura 8. Aglomerado representativo do grau de similaridade das nove linhagens de D.
Sturtevanti quanto a presenga de copias especificas do elemento P, apds a
digestdo do DNA com a enzima Sa/ I e hibridagdo com a sonda de 764 pb do

elemento P amplificado das linhagens.
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b. Hibrida¢ao com o amplificado do plasmideo

A hibridagio da membrana com a sonda de 764 pb obtida pela amplificagdo do
elemento P contido no plasmideo pn 25.1 (Figura 9) mostrou variagdes no numero de
sequéncias P em relagdo a hibridagéo anterior. Na linhagem colombiana foram encontradas
10 copias e, nas mexicanas, 8 copias para APA e 6 copias para MAT. Nas linhagens
brasileiras foram encontradas 12 copias em MAQ, 11 em I;7, 10 em NHO, 9 em RP, ¢ 8
copias em BRA e RP,. O controle positivo novamente apresentou inumeras copias.

A Figura 10 ilustra o padrio de bandas e o nimero de copias obtidos em cada
linhagem. Com este padrio de bandamento foi novamente construido um dendograma
representativo do grau de similaridade das linhagens (Figura 11). Mais uma vez, as linhagens
provenientes do norte da América do Sul e do México (COL, APA, MAT) foram agrupadas
em um aglomerado com cerca de 90% de similaridade, e as linhagens brasileiras foram
agrupadas com graus de similaridade variados, entre aproximadamente 55% (BRA, MAQ,
RP,, I,;, NHO, RP;) e mais de 90% (NHO e RP,). As linhagens brasileiras, quando
comparadas com as linhagens do México e da Colombia, apresentaram o menor indice de
similaridade (45,85%). Nesta analise, a linhagem MAQ foi agrupada com as demais linhagens

brasileiras, ao contrario da anterior.

c. Niumeros médios de cépias

O numero médio (X + SE) de copias de elementos P, identificados pela sonda do

amplificado de 764 pb das linhagens, foi igual a 11,78 + 0,68. Com a sonda do amplificado do

plasmideo pn 25.1, o valor médio foi igual a 9,11 £ 0,61. As médias foram comparadas através

do teste t de Student que indicou ser a diferenga significante (t;s=2,91; p<0,01).
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Figura 9. Southern blot do DNA genémico das nove linhagens de D. sturtevanti, digerido

com a enzima de restri¢do Sal /, e hibridado com a sonda de 746 pb do elemento P
amplificado do plasmideo pm 25.1 (colunas 1: DNA A Hind III 3: COL, 4: APA, 5:
MAT, 6: I, 7: BRA, 8: RPy, 9: NHO, 10: RP,, 11: MAQ e 12: D. melanogaster

Harwich-w).
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Figura 10. Representagdo esquemética do padrdo de bandamento resultante do DNA gendmico das nove linhagens de

D. sturtevanti, digerido com a enzima Sa/ I e hibridado com sonda de 746 pb da seqiiéncia P amplificada do

plasmideo prt 25.1 (as bandas foram numeradas em ordem crescente a partir do maior fragmento; N: nimero
de bandas).
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Figura 11. Aglomerado representativo do grau de similaridade das nove linhagens de D.
Sturtevanti quanto a presenga de coOpias especificas do elemento P, apds a
digestdo do DNA com a enzima Sa/ [ e hibridagdo com a sonda de 764 pb do

elemento P amplificado do plasmideo pn 25.1.
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2.4 Andlise da integridade dos elementos P

Foram realizadas hibridagdes em membrana de nylon visando avaliar a integridade
do elemento transponivel P no genoma das nove linhagens de D. sturtevanti. Os DNAs
foram digeridos com as enzimas Ava Il e Acc I. Foram utilizadas como sondas o plasmideo
pnt 25.1, um fragmento de 896 pb originado da digestdo do plasmideo pr 25.1 pela enzima
de restri¢do Puv I/, e o amplificado de 764 pb do plasmideo pn 25.1.

Os resultados das anélises de Southern, apresentados nas Figuras 12, 15, 18 e 21,
mostram os DNAs das nove linhagens de D. sturtevanti, seguidos pelo DNA controle da
linhagem Harwich-w de D. melanogaster. Nestas andlises, o DNA da linhagem da
Coldmbia foi aplicado na coluna 1, os DNAs das linhagens mexicanas APA e MAT, nas
colunas 2 e 3, respectivamente, e os DNAs das linhagens brasileiras I;;, BRA, RP,, NHO,
RP, e MAQ, foram aplicados nas colunas 4 a 9, respectivamente. O DNA da linhagem

Harwich-w de D. melanogaster foi aplicado na coluna 10.

a. Digestao com a enzima Ava I

A enzima Ava I reconhece trés sitios de restrigdo ao longo da seqiiéncia P, nas
posigdes 23 pb, 500 pb, 1136 pb e 2883 pb, gerando fragmentos internos de 478 pb, 544 pb
e 1883 pb. Como estes fragmentos abrangem praticamente toda a extensdo do elemento, a
ocorréncia destes fragmentos intactos € indicativa da existéncia de elementos P completos
no genoma. A falta de um desses fragmentos, ou a variagdo de seus tamanhos, podem ser
indicativos de delegdes internas ou também de auséncia ou mutagdes dos sitios de

restri¢do.

al. Hibrida¢do com plasmideo pr 25.1

O produto da digestio do DNA gendémico com a enzima de restri¢do Ava /1, €

hibridagdo com a sonda do plasmideo pr 25.1, mostrou um padrdo varidvel entre as

linhagens. Os fragmentos de 1,8 Kb, 0,54 Kb e 0,48 Kb esperados de um elemento P
candnico digerido com esta enzima sdo observados na coluna 10 (Figura 12), onde foi
aplicado o DNA da linhagem Harwich-w de D. melanogaster. Verifica-se que o0s
fragmentos de 1,8 Kb e de 0,54 Kb estdo presentes em todas as linhagens de D. sturtevanti,

entretanto, a banda de 0,48 Kb ndo foi observada.
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A Figura 13 apresenta, de forma esquematizada, os padrdes de bandamento

observados no blot. Com estes padrdes foi repetida a analise multivariada, que agrupou

mais uma vez as linhagens provenientes do norte da América do Sul e do México em um

aglomerado (cerca de 70% de similaridade), e as linhagens brasileiras, com graus de
similaridade variando entre 80 % (I,;, BRA, RP,, NHO, RP, e MAQ) e mais de 90% (RP, e
MAQ) em outro. A similaridade das linhagens mexicanas e colombiana, com relagio as
brasileiras foi de 55,49% (Figura 14).
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Figura 12. Southern blot do DNA gendmico das nove linhagens de D. sturtevanti,

digerido com a enzima de restrigdo Ava I, e hibridado com a sonda do
plasmideo pm 25.1 (colunas 1: COL, 2: APA, 3: MAT, 4: 1,7, 5: BRA, 6:
RP,, 7: NHO, 8: RP,, 9: MAQ e 10: D. melanogaster Harwich-w).




Figura 13. Representagdo esquematica do padrdo de bandamento resultante do DNA gendmico das nove linhagens de D.

sturtevanti, digerido com a enzima de restrigdo Ava /I e hibridado com o plasmideo pn 25.1 (as bandas foram numeradas

em ordem crescente a partir do maior fragmento; N: nimero de bandas; HAR: D. melanogaster Harwich-w).
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Figura 14. Aglomerado representativo do grau de similaridade das nove linhagens de D.
Sturtevanti quanto ao padrdo de bandas do elemento P, apds a digestdo do

DNA com a enzima 4va II e hibridagdo com a sonda do plasmideo prn 25.1.
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a2. Hibridag¢do com o fragmento Puv II

Com o objetivo de averiguar se os fragmentos de 0,48 Kb, ausentes no Southern
blot anterior, estdo contidos nas bandas superiores a 1,8 Kb, ou seja, se o sitio da enzima
Ava Il na posigdo 23 tem alguma mutagdo, e por isso, o fragmento ndo foi detectado, a
mesma membrana foi hibridada com o fragmento de 896 pb obtido da digestdo do
plasmideo pr 25.1 pela enzima Puv /1.

Como a sonda Puv II hibrida apenas com os fragmentos de 1,8 Kb e 0,54 Kb
(Figura 1), espera-se encontrar em um b/ot deste tipo apenas duas bandas, ou bandas
menores, decorrentes de dele¢des internas destes fragmentos.

A andlise acima descrita produziu um padrio de bandamento similar ao do
Sourthern blot anterior (Figura 12), onde todas as linhagens apresentaram as bandas de 1,8
Kb e 0,54 Kb, bem como, bandas superiores a 1,8 Kb (Figura 15).

A variagdo do padrio de bandamento entre as linhagens pode ser observada
esquematicamente na Figura 16, e o grau de similaridade das linhagens para este padrdo na

Figura 17. As linhagens provenientes do norte da América do Sul e do México foram

agrupadas em um aglomerado com cerca de 83% de similaridade. As linhagens brasileiras

foram agrupadas com graus de similaridade variados, entre aproximadamente 80% (BRA,
I;7, RP1, MAQ, NHO, RP,) e mais de 90% (RP,, MAQ e NHO). As linhagens brasileiras,
quando comparadas com as linhagens do México e da Colombia, apresentaram o menor
indice de similaridade (59,03%).

AVA
ICm 1 2 3 4 5 6 7 unespwll 12¢ 18 314 15 1o A7 18



Resultados 53

Figura 15. Southern blot do DNA gendmico das nove linhagens de D. sturtevanti, digerido

com a enzima de restri¢do Ava I/, e hibridado com a sonda do fragmento PuvIl
do plasmideo pr 25.1 (colunas 1: COL, 2: APA, 3: MAT, 4: 157, 5: BRA, 6:
RP;, 7: NHO, 8: RP,, 9: MAQ e 10: D. melanogaster Harwich-w, =¥:
auséncia da banda de 0,48 Kb).
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Figura 16. Representagdo esquematica do padrio de bandamento resultante do DNA gendomico das nove linhagens de D.

sturtevanti, digerido com a enzima Ava II e hibridado com o fragmento Puv /I do plasmideo pn 25.1 (as bandas foram
numeradas em ordem crescente a partir do maior fragmento; N: numero de bandas, HAR: Drosophila melanogaster

Harwich-w).
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Figura 17. Aglomerado representativo do grau de similaridade das nove linhagens D.
Sturtevanti quanto ao padrdo de bandas do elemento P, apos a digestdo do
DNA com a enzima de restrigdo Ava Il e hibridagio com a sonda do

fragmento Puv /I do plasmideo pn 25.1.
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a3. Hibridacdo com amplificado do plasmideo pn 25.1

Com o objetivo de averiguar se existem delegdes no primeiro € segundo sitio de
restrigdo para a enzima Ava I, o que também explicaria a auséncia do fragmento de
0,48 Kb e a presenca de bandas superiores a 1,8 Kb, a mesma membrana dos
experimentos anteriores foi hibridada com a sonda de 764 pb do elemento P
amplificado do plasmideo prn 25.1. Obteve-se como resultado um padrio de
bandamento similar ao obtido nos dois blots anteriores (Figura 18).

A variagdo do padrio de bandamento entre as linhagens pode ser observada
esquematicamente (Figura 19) e os graus de similaridades entre as linhagens no
dendograma apresentado na Figura 20. As linhagens provenientes do norte da América

do Sul e do México foram agrupadas em um aglomerado com cerca de 70,33% de

similaridade, ja as linhagens brasileiras foram agrupadas com graus de similaridade

variados, entre aproximadamente 82% (Iy;, BRA, RP1, NHO, RP,, MAQ) e mais de
86% (1,7 € BR; RP, MAQ). O indice de similaridade entre as linhagens brasileiras € as
linhagens do México e da Colombia foi igual a 55,49% (Figura 20).
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Figura 18. Southern blot do DNA genomico das nove linhagens de D. sturtevanti,

digerido com a enzima de restrigdo Ava I, e hibridado com a sonda de 764
pb do elemento P amplificado do plasmideo pmt 25.1 (colunas 1: COL, 2:
APA, 3: MAT, 4: 17, 5: BRA, 6: RP;, 7: NHO, 8: RP;, 9: MAQ ¢ 10: D.

melanogaster Harwich-w).
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Figura 19. Representagdo esquematica do padrdo de bandamento resultante do DNA gendmico das nove linhagens de D. sturtevanti,

digerido com Ava II e hibridado com 764 pb do elemento P amplificado do plasmideo prn 25.1 (as bandas foram

numeradas em ordem crescente a partir do maior fragmento; N: numero de bandas, HAR: D. melanogaster Harwich-w).
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Similaridade (%)
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Figura 20. Aglomerado representativo do grau de similaridade das nove linhagens D.
sturtevanti quanto ao padrdo de bandas do elemento P, apés a digestdo do

DNA com a enzima Ava Il e hibridagdo com a sonda de 764 pb do

elemento P amplificado do plasmideo pn 25.1.
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b. Digestdo com a enzima Acc I e hibrida¢io com fragmento Puv IT

A enzima Acc [ reconhece dois sitios de restrigdo ao longo da seqiiéncia P, nas

posi¢des 53 pb e 2412 pb, gerando um fragmento interno de 2359 pb, que abrange 81% da
seqiiéncia do elemento P completo. Sendo assim, a obten¢do de bandas com tamanhos
diferentes a 2,36 Kb indicariam alteragdes da seqiiéncia P no DNA das diferentes
linhagens.

A hibridagdo do DNA gendmico, que foi digerido com a enzima Acc / e hibridado
com a sonda de 896 pb Puv /I, mostrou um padrdo varidvel entre as linhagens. Os
fragmentos de 2,36 Kb esperados de um elemento P candnico digerido com esta enzima, sio
observados na coluna 10, onde encontra-se 0 DNA da linhagem Harwich-w de D.
melanogaster. Verifica-se que as linhagens brasileiras apresentam o fragmento
correspondente a 2,36 Kb, entretanto, nas linhagens mexicanas e colombiana observa-se um
fragmento ligeiramente maior. Além destes, ocorrem outros fragmentos muito inferiores ou
superiores a 2,36 Kb. Na coluna 9, observa-se que o DNA da linhagem MAQ ndo foi
digerido.

A Figura 22 apresenta de forma esquematizada os padrdes de bandamento
observados no blot. O dendograma resultante de analise multivariada continuou agrupando
as linhagens provenientes do norte da América do Sul e do México em um aglomerado € as

linhagens brasileiras em outro (Figura 23).
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Figura 21. Southern blot do DNA genémico das nove linhagens de D. sturtevanti,

digeridos com a enzima de restrigdo Acc I, e hibridado com a sonda do
fragmento Puv II do plasmideo prt 25.1 (colunas 1: COL, 2: APA, 3: MAT, 4:
I3, 5: BRA, 6: RP;, 7: NHO, 8: RP,, 9: MAQ e 10: D. melanogaster

Harwich-w).
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Figura 22. Representagdo esquematica do padrdo de bandamento resultante do DNA gendmico das nove linhagens de D.

sturtevanti, digerido com a enzima Acc I e hibridado com fragmento Puv I/ do plasmideo pr 25.1 (as bandas
foram numeradas em ordem crescente a partir do maior fragmento, N: nimero de bandas; HAR: D.

melanogaster Harwich-w).
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Similaridade (%)

Figura 23. Aglomerado representativo do grau de similaridade de nove linhagens D.

sturtevanti quanto ao padrdo de bandas do elemento P, apos a digestdo do
DNA com a enzima Acc / e hibridagdo com a sonda do fragmento Puv II do

plasmideo pr 25.1.
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V. DISCUSSAO

E denominado elemento candnico a seqiéncia do elemento transponivel P
encontrada em Drosophila melanogaster, com aproximadamente 2907 pb, que foi clonada
por O’ Hare & Rubin (1983) no plasmideo pn 25.1. No género Drosophila, seqiiéncias
homologas ao elemento P candnico sdo essencialmente confinadas ao subgénero
Sophophora (Daniels et al., 1990). Seqiiéncias homologas a P foram detectadas em poucas
espécies do subgénero Scaptodrosophila, em D. buskii, do subgénero Dorsilopha (Daniels
et al., op. cit.) e D. phalerata, D. kuntzei (Anxolabéhére et al., 1987) e D. mediopunctata
(Loreto et al., 1998), espécies pertencentes ao subgénero Drosophila.

O subgénero Sophophora é composto pelos grupos saltans € willistoni, no Novo
Mundo, e pelos grupos obscura e melanogaster, no Velho Mundo. A historia evolutiva dos
grupos saltans e willistoni, proposta por Throckmorton (1975), permite inferéncias sobre o
tempo e o local de introdugdo do elemento P nestas linhagens. O grupo willistoni €
subdividido em dois subgrupos, willistoni, 0 mais primitivo € bocainensis, o mais
derivado. Apds a divergéncia saltans-willistoni, na América do Norte tropical, a linhagem
saltans continuou a se diversificar nesta regido e deu origem aos ancestrais de seus
subgrupos mais primitivos, cordata e elliptica. Propde-se que antes do fechamento do
Istmo do Panam4, um progenitor da América do Norte cruzou o espago marinho e
colonizou a América do Sul, onde, posteriormente, ocorreu a divergéncia que originou 0s
subgrupos sturtevanti, parasaltans e saltans.

Daniels et al. (op. cit.), baseado em analises moleculares e em inferéncias
biogeograficas de Throckmorton (1975), sugeriram que o elemento P surgiu no género
Drosophila antes das primeiras radiagdes, e suas seqiiéncias foram transmitidas para as
espécies do género por uma ou mais linhagens primitivas de Scaptodrosophila. Durante a
radiagdo Sophophoriana, estas seqiéncias P foram transmitidas verticalmente para uma
linhagem protomelanogaster que, posteriormente, deu origem aos grupos melanogaster €

obscura. A origem das seqiiéncias P nos grupos saltans e willistoni ¢ mais problematica,

pois as espécies mais primitivas deste grupo ndo apresentam seqiiéncias homélogas a P;

porém, a existéncia de seqiiéncias P em D. insularis, uma espécie do grupo willistoni,

restrita as Antilhas, homologas as dos grupos melanagaster e obscura, sugere que o
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elemento P surgiu nos grupos saltans e willistoni na mesma época que nestes grupos, mas
foi perdida em algumas espécies por deriva genética.

Acredita-se que tenha ocorrido uma segunda invasdo de seqi€ncias P, depois do
estabelecimento do grupo saltans no continente Sul Americano, que foram introduzidas,
ou reintroduzidas, independentemente, nas linhagens willistoni € saltans da América do
Sul. Esta segunda invasdo poderia ter sido mediada por um processo infeccioso que
ocorreu exclusivamente neste continente, naquele tempo. Tal evento poderia explicar a
auséncia do elemento P nos subgrupos saltans primitivos (cordata e elliptica) e a presenga
nos subgrupos derivados (sturtevanti, parasaltans e saltans).

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a ocorréncia do elemento
transponivel P em linhagens de D. sturtevanti provenientes de diferentes regides
geograficas e avaliar o numero de copias e a integridade destas seqiiéncias. Em uma
primeira etapa deste estudo, comprovou-se a existéncia dos 764 pb iniciais da seqiiéncia
do elemento P canodnico (Figura 5A) em todas as linhagens, através de PCR. As linhagens
BRA, RP, e NHO apresentaram bandas inferiores a 764 pb, que evidenciam existirem
copias com delegdes nesta regido.

Além de analises moleculares, um dos métodos para detectar a ocorréncia de
diversas familias de elementos transponiveis em uma espécie € a analise da disgenesia
gonadal em descendentes de intercruzamentos submetidos a temperaturas elevadas. Além
da familia P, responsavel pelo fendmeno de disgenesia hibrida (Kidwell et al., 1977
Kidwell et al., 1979; Bingham et al., 1982; Black et al, 1987; Boussy & Kidwell, 1987,
Sved, 1987, Boussy et al., 1988), outras familias de elementos transponiveis podem causar
esta anormalidade, tais como a familia / (Bucheton et al., 1976, 1984, 1986, Finnegan,
1989), a familia hobo (Blackman et al., 1987; Yannopoulos et al., 1987; Stamatis et al.,
1989) e a familia Ulysses (Lozovskaya et al., 1990).

Schaefer et al. (1979), em um dos trabalhos classicos sobre o assunto, relataram os
efeitos fenotipicos da disgenesia em hibridos do cruzamento entre machos da linhagem
Harwich de D. melanogaster, que ¢ classificada como P forte, e fémeas da linhagem
Canton S, classificada como M. Em descendentes de cruzamentos realizados sob

temperaturas que variaram entre 18C° e 29°C, havia uma redugdo das dimensdes dos

ovarios com o aumento da temperatura. As temperaturas de 18°C e 21°C, os ovérios
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foram aparentemente normais. Entretanto, a temperatura de 25°C, a média do
comprimento ovariano foi reduzida, e a 27°C e 29°C, os ovarios sofreram uma drastica
redugdo, possuindo em média 20% a 25% da dimensdo normal. Esta reduc¢do ovariana foi
denominada como disgenesia hibrida. A disgenesia ovariana bilateral predominou nos
cruzamentos a 27°C e 29°C, a unilateral predominou nos cruzamentos a 25°C.

O padrdo de distribuigdo da disgenesia P-M em populagdes de D. melanogaster
vem sendo estudado em todo o mundo. Na Australia foi estudado por Boussy (1987),
Boussy & Kidwell (1987) e Boussy ef al. (1988, 1998); na China e na América do Norte

foi estudado por Anxolabéhére et al. (1988), na Franga e Asia Central por Periquét et al.

(1989) e no Brasil por Vetorazzi (1997, 1998) e Vetorazzi et al. (1999).

Com o objetivo de avaliar se os elementos P detectados pela reagdo em cadeia da
polimerase nas linhagens de D. sturtevanti apresentam-se ou ndo em seu estado ativo,
foram realizados cruzamentos, para se verificar a ocorréncia de disgenesia hibrida.
Observagdes preliminares (Sena & Carareto, 1997) indicaram freqiiéncias moderadas de
disgenesia hibrida em cruzamentos de linhagens de D. sturtevanti de diferentes origens
geograficas com uma linhagem de laboratério, coletada ha mais de 40 anos na Colombia, e
que foi novamente utilizada neste trabalho.

Para que ocorra a transposi¢do e conseqiiente disgenesia hibrida sdo necessarias
duas condig¢des: linhagens com elementos P ativos e linhagens sem elementos P ou com
apenas copias defectivas com baixa atividade repressora. Como a linhagem colombiana
(COL) tem sido mantida ha varias décadas em laboratdrio, e conseqiientemente sujeita a
redugdes do tamanho populacional, erros de amostragem e deriva genética, havia a
possibilidade de ter perdido parcial ou completamente suas copias, tornando-se uma
linhagem M, ou M’. A segunda condigdo, a existéncia de elementos ativos em D.
sturtevanti também € possivel, decorrente da regeneragdo de elementos completos e ativos
através de eventos de recombinagdo entre duas copias incompletas.

Os cruzamentos realizados entre as linhagens recém-coletadas e a linhagem COL,
mostraram indices de disgenesia baixos (Tabela 1), sendo o maior observado no
intercruzamento entre fémeas I; e machos COL (DG = 8,57). As linhagens, independente

da data de coleta, podem ser consideradas estaveis, de acordo com o critério de
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Quenesville & Anxolabéhére (1997), pois apresentaram niveis de intraesterilidade baixos;
os valores DG dos intracruzamentos foram inferiores a 5%.

No sistema P-M, a disgenesia hibrida ¢ assimétrica, ocorrendo apenas no sentido de
cruzamento entre machos P e fémeas M (Preston & Engels, 1984). Isto indica que a
regulagdo da atividade do elemento P faz-se através de um estado celular transmitido
maternalmente, chamado citotipo P. O citotipo P, que € caracteristico de linhagens P,
reprime a transposi¢do. O citotipo M, caracteristico de linhagens M, é susceptivel a agdo
do elemento P, uma vez que ndo apresenta atividade repressora (Engels, 1979). Neste
trabalho, a disgenesia hibrida ocorreu em ambas diregdes de cruzamento, € portanto,
parece provavel que seja devida a presenga de outra familia de elementos transponiveis,
que ndo a familia P.

As andlises fenotipicas mostraram ainda a ocorréncia de ovarios intermediarios
entre os extremos normal e disgénico (Tabela 2). Este fenotipo, denominado ovario
rudimentar, consiste de ovarios reduzidos a cerca de 25% da dimens3o normal e da
presenga de um ou poucos ovariolos. Segundo Daniels et al. (1989), ovarios rudimentares
sdo raros em D. melanogaster (limitando-se a cruzamentos a temperatura de 25°C);
entretanto, este tipo de ovario foi detectado, nesta espécie, em cruzamentos realizados a
29°C (Vetorazzi et al., 1999). Ovarios rudimentares foram freqiientes também em
intracruzamentos de linhagens de D. simulans e de D. mauritiana (Montchamp - Moreau
etal., 1991).

Se considerarmos os ovarios rudimentares como disgénicos, como fazem alguns
autores, o maior indice de disgenesia gonadal foi encontrado no intercruzamento entre

fémeas COL e machos I); (25,71), seguido pelo cruzamento reciproco (12,86). Desta

forma, independente da direcdo do cruzamento, percebemos que hibridos da linhagem I,7,

apresentaram maior freqi€ncia de anormalidades ovarianas, quando submetidos a
temperaturas elevadas no periodo embrionario.

A disgenesia gonadal dependente da temperatura foi relatada também em D.
willistoni (Regner et al., 1999), em cruzamentos de uma linhagem derivada de um velho
estoque de laboratério com outra recém-coletada de uma populagdo natural. Dentre os
cruzamentos, o maior indice de disgenesia ovariana foi 26,1, € o maior de disgenesia

testicular foi 20,6, ambos resultantes do cruzamento entre fémeas da linhagem antiga e
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machos da recém-coletada. Niveis significantes de disgenesia também foram encontrados
nos cruzamentos reciprocos. Os autores concluiram que o fendmeno da disgenesia em D.
willistoni, apesar de apresentar uma morfologia muito semelhante ao encontrado em D.
melanaogaster, difere desta por n3o depender da dire¢do de cruzamento, sendo
provavelmente devida a mobilizag@o de outro elemento transponivel.

Os baixos indices de disgenesia encontrados nos demais cruzamentos realizados,
neste trabalho sugerem a auséncia de copias completas do elemento P no genoma destas
linhagens. No caso de existirem, sua transposi¢do estaria sendo reprimida em todas as
linhagens, por alguns dos mecanismos de regulagdo j4 citados.

Vérios fatores ambientais parecem influenciar a dindmica dos elementos
transponiveis (agentes quimicos, estresse fisico, ataques virais, bacterianos e fungicos).
Dentre estes fatores, 0 melhor estudado € a temperatura, que parece ter diferentes impactos
na transposigéo dos elementos transponiveis, os quais podem resultar em efeitos globais no
genoma. Portanto, a atividade dos elementos transponiveis (transcri¢do € transposi¢o)
devem ser uma expressdo destes efeitos (Capy ef al., 1998).

Schaefer et al. (1979) observaram que a produtividade dos cruzamentos entre

machos Harwich e fémeas Canton-S de D. melanogaster diminuia significativamente com

o aumento da temperatura. As temperaturas de 18°C e 21°C, a produtividade era igual 4

dos cruzamentos controles, a temperatura de 25° C houve uma significativa redugdo da
produtividade. Nos cruzamentos realizados a 27°C e 29°C ndo houve produgdo de
descendéncia devido a quase 100% de incidéncia de disgenesia gonadal.

Kidwell et al. (1977) relataram que, em fémeas, a esterilidade pode ser o resultado
da falta de ovoposigdo ou pode ser uma falha na eclosdo dos ovos. Segundo os autores,
féemeas falham completamente em colocar ovos em certos cruzamentos, em outros
ocorrem anomalias na eclosdo e, em um terceiro grupo, pode ocorrer uma combinagdo
destes dois efeitos. Ovos colocados sob condi¢des apropriadas de temperatura ndo
mostram redugdo na habilidade de eclosdo; ja, os colocados sob aita temperatura
apresentam uma certa redugdo. Os autores explicam que a fase de sensibilidade a
temperatura ocorre em estagio precoce do desenvolvimento. Engels & Preston (1979),
mostraram que a esterilidade gonadal dependente da temperatura € maxima antes e durante
o primeiro estadio larval, decresce fortemente durante o segundo e é imperceptivel durante

€ apos o terceiro.
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Neste estudo, todos os cruzamentos foram realizados a temperatura de 27°C,
considerada 6tima para a ocorréncia de disgenesia hibrida e conseqiiente incidéncia de
esterilidade e redugdo da produtividade. Sendo a disgenesia hibrida P-M assimétrica,
esperava-se observar uma redugdo da produtividade dos descendentes dos
intercruzamentos da classe I, quando comparados com seus respectivos intracruzamentos €
intercruzamentos II. Esta redugdo ndo ocorreu na maior parte dos cruzamentos, como
demonstrado pelas compara¢des multiplas de Tukey. Ao contrario, ocorreram
descendentes de intercruzamentos da classe I com maior produtividade que os dos
controles, como por exemplo, nos cruzamentos entre fémeas COL e machos APA e entre
fémeas COL e machos NHO (Tabela 3).

As produtividades dos intracruzamentos, principalmente as das linhagens COL, I,
e MAQ foram inferiores as dos respectivos intercruzamentos. Esta redugdo da
produtividade pode ser devida a depressdo endogamica, resultante da manutengéo destas
linhagens em laboratorio, como também, a conseqilente produtividade superior dos
descendentes heterozigotos.

Dois sd30 os possiveis mecanismos que originam o efeito heterdtico nas populagoes
mendelianas (Dobzhansky, 1955). De acordo com uma das proposigdes, o alto valor
adaptativo de um heterozigoto pode surgir da coadaptagdo de alelos em dado loco, ou
complexos génicos alternativos em um dado cromossomo, através do processo da selegio
natural. Segundo a outra, a heterozigose per se, significando a existéncia de diferentes
alelos em um ou mais locos, pode ser responsavel por um estimulo fisioldgico, resultando
em valor adaptativo superior. Este ultimo deve ser o mecanismo responsivel pela
produtividade superior dos descendentes dos intercruzamentos.

Os resultados da produtividade, assim como os da anélise morfoldgica das gonadas,
indicam que n@o ocorreu transposi¢do de elementos P nestas linhagens de D. sturtevanti,
devido a auséncia de copias ativas no genoma desta espécie, ou a repressdo da atividade
destes elementos.

A andlise de dot blot (Figura 5B) confirmou a presenga dos elementos
transponiveis P em todas as linhagens estudadas, como esperado, enquanto que a
amplificagdo por PCR mostrou que todas as linhagens apresentam ao menos as seqiiéncias

iniciais de um elemento P, como também seqiiéncias deletadas desta regido (Figura 5A).

Porém, este tipo de analise ndo permite conhecer o numero de copias e nem avaliar sua
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integridade, ndo permitindo avaliar se os elementos presentes estdo ativos (seqiiéncia
completa) ou inativos (com delegdes internas).
Os padrdes de hibridagdo, resultantes da andlise de Southern, para o nimero de

copias do elemento P (Figuras 6 e 9), mostraram heterogeneidade do nimero chegando a

um maximo de 15 cdpias (linhagem MAQ, quando hibridada com o amplificado

purificado do elemento P obtido das linhagens) e um minimo de 6 (linhagem MAT,
quando hibridada com o amplificado purificado do elemento P obtido do plasmideo pn
25.1). Estes resultados sdo concordantes aqueles obtidos por Daniels et al. (1990) que,
realizando hibridagdes no grupo willistoni, espécie muito proxima filogeneticamente a D.
Sturtevanti, encontraram 12 copias em média. Os autores ainda realizaram neste estudo,
hibridagdes para estudo da integridade das seqiiéncias P no grupo saltans. A analise do
blot apresentado no trabalho permitiu-nos deduzir que o nimero de cdpias na linhagem de
D. sturtevanti estudada foi igual a 12.

O presente estudo mostrou que o nimero médio de copias para linhagens das D.
sturtevanti variou de 9 a 11, dependendo da sonda utilizada. Outros estudos mostraram que
o nimero de copias do elemento P em espécies dos grupos saltans e willistoni é bem
menor do que o encontrado em D. melanogaster (Daniels & Strausbaugh, 1986; Daniels et
al., 1990; Lansman et al., 1985; Regner et al., 1998). A presen¢a do elemento P em todas
populagdes de D. willistoni estudadas, e os resultados deste trabalho em D. sturtevanti,
suportam a hipétese da auséncia de linhagens homdlogas a M nas espécies sul-americanas
dos grupos saltans e willistoni (Daniels & Straubaugh, 1986).

Comparagdes entre seqii€ncias P encontradas em diferentes espécies, e até mesmo
na mesma espécie, sugerem que existam algumas subfamilias de P, as quais divergem em
até 30% de suas seqiiéncias nucleotidicas (Capy et al., 1998). Esta observagdo pode ser
usada para explicar varios resultados deste trabalho.

O primeiro resultado refere-se ao fato que, utilizando-se como sonda o amplificado
das linhagens, o nimero de bandas foi significativamente maior, indicando uma maior
homologia entre as seqiiéncias P das linhagens de D. sturtevanti, comparada com a
seqiiéncia P canonica de D. melanogaster. O segundo € que o tempo de exposi¢do da
membrana ao filme autorradiografico necessitou ser um pouco maior, ao utilizar-se como

sonda o amplificado do plasmideo prn 25.1. Esta observagdo reforga o resultado
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anteriormente discutido que ha seqiiéncias P no genoma das linhagens que ndo sido
suficientemente homologas ao P candnico.

O terceiro resultado relacionado com a existéncia de subfamilias P é a observagido
de similaridades entre as linhagens em relagdo as suas distribuigdes geograficas. Tanto os
padrdes de bandamento que resultam dos sitios de inser¢do dos elementos P no genoma,
quanto os padrdes resultantes da analise de sua integridade, sugerem esta similaridade.
Além disso, os dendogramas apresentados nas Figuras 11, 14, 17, 20 e 23 comprovam
estas observagdes. Estes resultados passam a ser discutidos abaixo.

Quanto aos sitios de inser¢do, caracterizados pelo padrio de bandamento das
seqiiéncias P, destacaram-se dois tipos de bandas: aquelas que foram comuns a maioria das
linhagens e aquelas comuns as linhagens geograficamente mais relacionadas.

As bandas denominadas 13, 18 e 23 (Figura 7) e 1, 3, 18 e 20 (Figura 10) ocorreram
em pelo menos sete das nove linhagens, independente de sua origem geografica. Pode-se
supor, portanto, que estas seqiiéncias estivessem presentes, € ja inativas, em D. sturtevanti,
no inicio de sua dispersdo pelas Américas do Sul e Central, ¢ sul da América do Norte, e
ndo sofreram mutagdes nos sitios das endonucleases de retrigdo usadas para detecta-las.

As bandas denominadas como 1, 8, 11, 20 e 22, por exemplo, estdo na maioria das
vezes, presentes apenas nas linhagens colombiana € mexicanas; ao contrario, as bandas 3,
4, 6,9, 10, 16, 19, 21, 24, 25, 26 e 27 estdo presentes apenas nas linhagens brasileiras
(Figura 7). Do mesmo modo, as bandas 11, 15 e 19 s3o em sua maioria restritas as
linhagens colombiana e mexicanas, enquanto que, as bandas 2,4, 5,6, 7, 8,9, 12,17, 21 e
22 estdo presentes apenas nas linhagens brasileiras (Figura 10).

Os padrdes de bandamento mostraram que as linhagens mexicanas e colombiana
apresentam um nivel de similaridade proximo a 90% (Figuras 8 e 11), enquanto que as
brasileiras tém niveis de similaridade variando entre aproximadamente 50% (comparando-
se todas as linhagens) a quase 95% (comparando-se linhagens geograficamente muito
proximas, como RP), NHO e RP,). Estas seqiéncias, similares em cada um destes dois
grupos geograficos, devem ter origem mais recente. Possivelmente sejam descendentes de
uma populagdo ancestral que possuia elementos ainda ativos e, que apds a dispersdo da
espécie pelas Ameéricas, originou populagdes nas varias areas geograficas, nas quais as

seqiéncias P evoluiram diferentemente. Isto justificaria um conjunto de seqiiéncias

similares nas populagdes colombiana e mexicanas, e outro conjunto similar nas brasileiras.
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Regner et al. (1998) também observaram similaridades quanto ao padrio de
bandamento das linhagens geograficamente relacionadas de D. willistoni. Os autores
observaram trés padrdes de hibridag@o: um para as linhagens coletadas no Amazonas, Para
e Bahia; outro para as linhagens coletadas no Rio de Janeiro e Sdo Paulo, € um terceiro
para Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Somente uma das linhagens coletadas no Parana
ndo apresentou um padrdo de hibridagdo semelhante ao das linhagens geograficamente
relacionadas, justificando-se este fato por esta linhagem ser restrita a uma ilha.

A digestdo do DNA gendmico de individuos portadores de elementos P completos,

por exemplo, da linhagem Harwich de D. melanogaster, com a enzima Ava II, produz

bandas de 1,8 Kb, 0,54 Kb e 0,48 Kb (Boussy ez al., 1988), que somadas correspondem a
um elemento completo.

A analise da integridade das copias do elemento P das linhagens de D. sturtevanti
mostrou consistentemente a auséncia da banda de 0,48 Kb (Figuras 12, 15 e 18). Como
também foram observadas bandas de tamanhos superiores a 1,8 Kb, nd3o esperadas,
formulou-se a hipétese que a banda de 0,48 Kb, que é correspondente a extremidade 5° do
elemento P, estivesse contida nestas bandas superiores, devido a existéncia de uma
mutag@o no primeiro sitio de restrigdo para a endonuclease Ava I/ , o que impossibilitaria
sua clivagem. O proximo sitio Ava I/ no genoma dos individuos estard em diferentes
localizagdes, gerando bandas de tamanhos varidveis para cada copia do elemento P. Em
suporte a essa idéia observa-se que na linhagem Harwich-w de D. melanogaster foram
detectados os trés fragmentos esperados da digestio do DNA gendmico com Ava I/,
indicando que as bandas superiores a 1,8 Kb detectadas nas linhagens de D. sturtevanti ndo
sdo artefatos de técnica.

Uma estratégia utilizada para esclarecer se os fragmentos de 0,48 Kb estavam
realmente contidos nas bandas superiores a 1,8 Kb foi hibridar a mesma membrana com
um fragmento Puv I/ do elemento P candnico (Figura 15), homologo apenas a partes dos
fragmentos de 1,8 Kb e de 0,54 Kb. Neste caso, nio se esperaria encontrar as bandas
superiores a 1,8 Kb. Entretanto, essas bandas continuaram a ser detectadas. Além disso, a
hibridagdo da mesma membrana com a sonda de 764 pb, correspondente a seqiiéncia P
candnica inicial, confirmou tanto a auséncia da banda de 0,48 Kb, como a presenga de

bandas superiores a 1,8 Kb (Figura 18).
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A analise de PCR comprovou a existéncia dos sitios de anelamento para os
oligonucleotideos primers 829 e 830, bem como, a existéncia da seqiiéncia inicial do
elemento P com 764 pb no genoma de todas as linhagens de D. sturtevanti (Figura 5A).

Este resultado indica que a seqiiéncia de 0,48 Kb, correspondente ao primeiro fragmento

da digestdo com Ava II existe. A auséncia da banda de 0,48 Kb nos experimentos de

hibridagéo sugere que tenha ocorrido uma mutagdo de ponto no primeiro sitio de restrigdo
desta enzima, o que levaria a formagdo das bandas superiores a 1,8 Kb.

A hipétese de uma mutagdo de ponto acima proposta, que impediria a digestdo do
primeiro sitio pela Ava I/ ndo justifica, entretanto, as bandas superiores a 1,8 Kb, também
detectadas pelo fragmento Puv /I, visto que esta sonda ndo hibridaria com a seqii€ncia P
inicial. Uma possivel explicagdo para este fato seria a ocorréncia de elementos P com
alteragdes, mutagdes de ponto ou delegdes, envolvendo a regido do segundo sitio de
restrigio da enzima Ava II, o que poderia explicar as bandas superiores a 1,8 Kb
observadas nas hibrida¢des com o fragmento Puv I1.

Daniels et al. (1990), com o objetivo de esclarecer quais espécies dos grupos
saltans e willistoni poderiam ser as possiveis doadoras da seqiiéncia P candnica, no
processo de transferéncia horizontal para espécie D. melanogaster, observaram que as
espécies do grupo saltans ndo apresentavam o fragmento de 0,9 Kb, originados pela
digestdo do DNA das linhagens com a enzima Puv II. Este resultado mostrou que as
espécies do grupo saltans tém seqiiéncias P diferenciadas em relagdo as espécies D.
willistoni € D. melanogaster, particularmente na regido que se extende de 586 pb a 1482
pb, correspondentes aos dois sitios de restrigdo para a enzima na seqiiéncia P candnica.

As alteragdes detectadas por Daniels et al. (1990), e aquelas sugeridas neste
trabalho, poderiam ser resultantes de mutagdes de ponto ou delegdes, na seqiiéncia P
candnica, ou mesmo da existéncia das subfamilias T ou O. Por outro lado, o presente
estudo também mostra a existéncia de cOpias inalteradas nesta regido, em todas as
linhagens, visto que a banda de 0,54 Kb foi detectada nos blots correspondentes as Figuras
12; 15e18.

Biémont et al. (1990), estudando populagdes de D. melanogaster, observaram que a
digestio do DNA gendmico de individuos portadores de elementos P completos pela

endonuclease Accl produz bandas de 2,36 Kb, ja que o elemento P completo possui sitios
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para esta enzima nas posigoes 53 pb € 2412 pb. Como este fragmento corresponde a cerca
de 80% do elemento P, sua presenga € um indicativo da existéncia de copias completas.

A digestdio do DNA das linhagens de D. sturtevanti com a enzima Accl, e
hibridagdo com a sonda correspondente ao fragmento Puv /I, produziu bandas de

aproximadamente 2,4 Kb (Figura 21). Entretanto, nas linhagens colombiana e mexicanas

estas copias ndo sdo idénticas as de D. melanogaster, ja que a digestdo com esta enzima

produziu bandas levemente superiores. No caso das linhagens brasileiras, o padrdo ¢ mais
proximo ao de D. melanogaster, entretanto, ndo se pode afirmar que estes fragmentos
sejam homologos aos do elemento P candnico.

A maior similaridade das linhagens geograficamente mais relacionadas, ja
demonstrada para o numero de copias especificas dos elementos P no genoma, fica
também evidenciada nos resultados da analise da integridade. Na Figura 13, observa-se
que as bandas 7, 12, 17, 18, 21, 25, 28 e 32 estio presentes apenas nas linhagens
colombiana e mexicanas € as bandas 4, 9, 14, 15, 20, 22, 23, 29, 30, 33, e 35 estdo
presentes apenas nas linhagens brasileiras. Na Figura 16, observa-se que as bandas 1, 2, 3,
8, 20, 27 e 34 estdo presentes apenas nas linhagens colombiana e mexicanas e as bandas 7,
9,13,17, 18, 19, 25, 26, 28, 30 e 32 estdo presentes apenas nas brasileiras. O mesmo pode
ser observado na Figura 19, onde as bandas 8, 13, 15, 21, 22, 23, 24 e 27 encontram-se
apenas nas linhagens colombiana e mexicanas e as bandas 5, 7, 14, 16, e 25 apenas nas
brasileiras.

Os padrbes de bandamento agruparam as linhagens colombiana e mexicanas em
um aglomerado com similaridade em torno de 90% e, as brasileiras, em outro, com valores
que variaram entre 50%, considerando as seis linhagens a cerca de 90 %, considerando as
linhagens geograficamente muito préximas, RP;, NHO, RP, (Figuras 14, 17, 20 e 23).

Estes resultados, que sugerem fortemente maior similaridade de seqiiéncias das
linhagens geograficamente relacionadas, podem ser explicados pela existéncia de
diferentes subfamilias do elemento P no grupo saltans, que foram introduzidos no grupo
em épocas diferentes.

Clark et al. (1995), analisando espécies do subgénero Sophophora, agruparam
filogeneticamente os elementos P em quatro clados principais. Embora exista uma
divergéncia entre 0% e 10% entre os elementos do clado que reune as seqiiéncias mais

similares ao P candnico, nos outros trés, a divergéncia entre os membros do mesmo clado
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foi significativamente maior (17%, 30% e 46%). Desta forma, os autores relataram a

existéncia de varias subfamilias do elemento transponivel P, e sugeriram, que possa haver

a coexisténcia de mais de uma subfamilia em um mesmo genoma.

Haring et al. (1998) relataram a existéncia de trés diferentes subfamilias de
elementos P, as chamadas T, O, M, em espécies de Drosophila do grupo obscura, que
divergem em pelos 30% uma das outras. O tipo T é considerado imével e foi identificado
em D. ambigua, D. obscura, D. tritis (Hagemann et al., 1996), D. subobscura (Paricio et
al., 1991), D. guanche (Miller et al., 1992) e D. madeirensis (Paricio et al., 1996). O tipo
O parece ser transponivelmente ativo (Haring er al., 1995) e foi identificado em D.
bisfaciata e D. imaii. O tipo M € o mais relacionado com a seqiiéncia P candnica de D.
melanogaster (O’ Hare & Rubin, 1983) e com as espécies dos grupos saltans e willistoni
(Daniels et al., 1990; Clark et al., 1995). No grupo obscura, o tipo M foi encontrado nas
espécies D. bisfaciata (Hagemann et al., 1992), D. imaii (Haring et al., 1995) e D.
helvetica (Haring et al., 1997, apud Haring et al., 1998). Pelo menos em D. bisfaciata e D.
imaii, os elementos do tipo M sdo inativos (Haring et al., 1995).

Os dados acima mencionados sugerem que as bandas coincidentes nas linhagens
colombiana, mexicanas e brasileiras (Figuras 7, 10, 13, 16, 19 e 22) s3o seqiiéncias que
provavelmente ja estavam inativas na populagdo ancestral, ficando aprisionadas em certas
regides. Portanto, possivelmente estas seqiiéncias sejam de elementos das subfamilias 7" e
0.

As seqiiéncias caracteristicas de cada regido geografica (Figuras 7, 10, 13, 16, 19 ¢
22), que agruparam as linhagens colombiana € mexicanas em um aglomerado e as
brasileiras em outro, que deveriam estar ativas nas populagdes ancestrais de cada grupo,
seriam, assim, pertencentes a subfamilia M.

As alteragdes encontradas nos fragmentos de restrigdo sugerem que as linhagens de
D. sturtevanti estudadas apresentam diferentes subfamilias de elementos P. Os resultados
sugerem que os elementos da subfamilia M, completos ou incompletos, cuja seqiiéncia
inicial foi amplificada pelos primers 829 e 830, apresentam uma mutagdo de ponto no
primeiro sitio da enzima Ava /I, indicando a existéncia da seqiiéncia correspondente ao
fragmento de 0,48 Kb, embora 0 mesmo nio tenha sido detectado por Southern blot.
Contudo, a alteragio no segundo sitio Ava /I pode ser resultante de mutagdes de ponto, ou

delegdes, independente da subfamilia a qual o elemento pertenga.
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Finalmente, a detec¢do dos fragmentos de 0,54 Kb e 1,8 Kb através de Southern
blot (Figuras 12, 15 e 18), somada ao fato de que foi possivel a amplificagdo dos 764 pb
iniciais do elemento P em todas as linhagens (Figura SA), sugerem que além de formas
incompletas, devam também existir no genoma destas linhagens seqiiéncias P completas
com aproximadamente 2,9 Kb que, entretanto, estariam modificadas em relagdo a
seqiténcia candnica.

Daniels & Strausbaugh (1986), estudando linhagens recém-coletadas de espécies
do grupo willistoni e linhagens antigas de laboratério observaram que o padrio de
hibridagdo era mais heterogéneo e complexo nas linhagens naturais do que nas de
laboratdrio. A explicagdo dos autores para este fato foi a de que as linhagens de laboratério
tinham seus elementos P funcionais perdidos devido a processos estocasticos.

Ao contrario dos resultados acima descritos, no presente trabalho ndo foram
observadas diferengas marcantes entre a linhagens antigas e recém-coletadas. A linhagem
BRA, mantida desde 1971 no Laboratério de Genética e Evolugdo de Drosophila, do
Departamento de Biologia, da UNESP de Sdo José do Rio Preto, e as linhagens recém-
coletadas e geograficamente relacionadas a ela, como € o caso das linhagens RP,, NHO,
RP,, apresentaram um padrio muito similar, apesar de ndo possuirem exatamente o
mesmo numero de copias de elementos P. Esta similaridade seria esperada apenas se as
copias presentes no ancestral das linhagens estivessem todas incompletas e inativas, e
também, se os estoques ndo tivessem passado por redugdes extremas de tamanho que
levasse a uma perda significativa de sua variabilidade.

Os resultados das analises fenotipicas e moleculares aqui relatados mostraram que
o elemento P esta presente em todas as linhagens de D. sturtevanti selecionadas para este

estudo, porém no seu estado inativo. Esta inatividade pode ser devida a auséncia de copias

completas similares & do elemento P candnico, como sugerido pelos experimentos de

Southern blot realizados para verificar sua integridade. Uma hipétese alternativa para
explicar essa inatividade seria a atuagdo de mecanismos de regulagdo eficientes. Estudos
complementares sdo necessarios para que se possa conhecer a estrutura destes elementos
e identificar as diferentes subfamilias, como também entender a dindmica da dispersdo da

familia P nas populagdes de Drosophila sturtevanti.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi averiguar a ocorréncia, o numero de cdpias e a
integridade e o grau de atividade das seqiiéncias P no genoma de nove linhagens de
Drosophila sturtevanti. As linhagens estudadas sd@o procedentes do México (APA ¢ MAT),
da Colombia (COL) e do Brasil (I7, Minas Gerais; BRA, RP;, RP,, NHO, de regides do
Estado de Sdo Paulo, € MAQ, do Rio Grande do Sul). A linhagem COL foi derivada dos
estoques da Universidade do Texas (Austin, EUA), a linhagem BRAfoi coletada em 1971,
e as demais entre 1995 e 1998.

Para a identificag@o do grau de atividade dos elementos P, foram realizados intra e
intercruzamentos reciprocos entre a linhagem da Coldmbia e as demais, a temperatura de
27°C. Dos descendentes destes cruzamentos foram analisadas a morfologia das gonadas e
a produtividade. Os indices de disgenesia gonadal (DG) foram baixos (0 a 8,56).
Considerando os ovarios rudimentares com disgénicos, os indices aumentaram,
particularmente em descendentes dos cruzamentos entre fémeas COL e machos I,; (DG:
25,71) e no seu reciproco (DG: 12,86). A produtividade dos descendentes dos
intracruzamentos, principalmente das linhagens COL, I;; e MAQ (12,37; 7,27 e 8,84
imagos), foram inferiores as dos respectivos intercruzamentos (35,99; 35,07 e 22,79
imagos). Os baixos indices DGs, a falta de assimetria destes indices e a ndo redugdo da
produtividade em descendentes dos intercruzamentos sdo sugestivos de inatividade dos
elementos P nos hibridos destas linhagens.

Andlises moleculares, através de PCR e dot blot, confirmaram a presenga de
seqiiéncias P em todas as linhagens. Analises de Southern, através da digestio do DNA
gendmico das linhagens com a enzima de restrigdo Sa/ / e hibridagdo com sondas contendo
os 764 pb iniciais do elemento P (amplificados do DNA das linhagens ou do plasmideo pn
25.1) indicaram um nimero médio de cdpias entre 9 e 11. Foram observadas bandas
comuns a todas as linhagens, independente de sua origem geografica, € bandas comuns
apenas as linhagens geograficamente mais relacionadas.

As linhagens foram agrupadas quanto ao padrédo de bandas, resultante da analise do
numero de copias, através de analise multivariada. As linhagens mexicanas e colombiana
foram reunidas em um aglomerado com similaridade proxima a 90% e, as brasileiras

foram reunidas em outro, com niveis de similaridade variando entre 50% e 95%. Sugere-se

que as bandas comuns a todas as linhagens sejam seqii€ncias que estavam presentes, € ja
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inativas, desde o inicio da dispersdao de D. sturtevanti pelas Américas, € que nio sofreram
mutagdes nos sitios das enzimas usadas para detecta-las. Seqii€éncias comuns as linhagens
colombiana e mexicanas, de um lado, e as brasileiras, de outro, devem ter origem mais
recente. Possivelmente sejam descendentes de uma populagdo ancestral que possuia
elementos ainda ativos e que, apos a dispersdo, originou populagdes nas varias areas
geograficas, nas quais as seqii€ncias P evoluiram diferentemente.

Para a investigagdo da integridade das seqiiéncias P, o DNA das linhagens foi

digerido com as enzimas Ava Il ¢ Acc I e hibridado com sequéncias P do plasmideo pn

25.1 (fragmento Puv I, amplificado dos 764 pb iniciais ou o plasmideo inteiro). O DNA

digerido com a enzima Acc I liberou fragmentos com tamanhos similares aos esperados
2,36 Kb em todas as linhagens, o que sugere a existéncia de seqiiéncias P completas. O
produto da digestdo com a enzima Ava [/, hibridado com o plasmideo pn 25.1, produziu
dois dos trés fragmentos esperados (0,54 Kb e 1,8 Kb). O fragmento correspondente aos
0,48 Kb iniciais da seqiiéncia P ndo foi observado, como também ndo foram identificados
com a sonda produzida com os 764 pb iniciais da seqiéncia P. Nestas analises ocorreram
fragmentos superiores a 1,8 Kb, inesperados. Esta bandas foram também detectadas
quando o DNA foi hibridado com a seqiiéncia Puv /1.

Amplificagdes por PCR mostraram a existéncia dos 764 pb iniciais do elemento P,
que contém a seqiiéncia correspondente ao fragmento Ava I/ de 0,48 Kb. A auséncia deste
fragmentos sugere a inexisténcia do primeiro sitio desta enzima, que resultaria na
produgdo de bandas superiores a 1,8 Kb; os fragmentos de 0,54 Kb e 1,8 Kb indicam que
o restante do elemento estd completo. Mutagdes de ponto, ou dele¢des, na regido do
segundo sitio Ava /I, em elementos de outra subfamilia, explicariam a manutengio das
bandas de 1,8 Kb em membranas hibridadas com a sonda Pwv /I. Estes resultados
corroboram dados da literatura que identificaram em D. sturtevanti elementos P de
diferentes subfamilias e permitiram, ainda, sugerir algumas das alteragdes que estes
elementos apresentariam. NZo foram encontradas diferengas significativas entre as
seqiiéncias P de linhagens antigas e recém-coletadas, como demonstrado pelos padrdes de
bandas muito similares da linhagem BRA e das linhagens RP,, NHO e RP;.

Os resultados das andlises fenotipicas e moleculares mostraram que o elemento P

ocorre em todas as linhagens de D. sturtevanti, porém sugerem que esteja em estado
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inativo. A inatividade pode ser decorrente da auséncia de copias completas do elemento P

candnico, como pode também, ser devida a mecanismos que regulam a transposi¢Zo.

Estudos complementares sdo necessarios para que se possa conhecer a estrutura destes

elementos, como também, entender a dindmica da dispersdo da familia P nas populagdes

de Drosophila sturtevanti.
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VII. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The occurrence, number of copies, integrity and degree of activity of element P in
nine strains of Drosophila sturtevanti was investigated. The strains are from Mexico (APA
and MAT), Colombia (COL), and Brazil (I27, Minas Gerais, BRA, RP,, RP,, NHO, from
Sdo Paulo state, and MAQ, from Rio Grande do Sul state). The COL strain was derived
from stocks brought from University of Texas (Austin, USA), the BRA strain was
collected in 1971, and the others were collected between 1995 and 1998.

To evaluate the degree of activity of P sequences intracrosses and reciprocal
intercrosses between the Colombia strain and the others, at 27°C, were done. The
morphology of ovaries and testis and productivity of offspring were analyzed. The gonadal
dysgenesis indexes (DG) were low, between zero and 8.56. Considering rudimentary
ovaries as dysgenic, these indexes became larger, mainly in the offspring of the crosses
between COL females and males I; (DG: 25.71) and its reciprocals (DG: 12.86). The
productivity of the intracrosses, mainly of COL, I;; and MAQ (12.37; 7.27 and 8.84 flies)
were inferior to the respective intercrosses (35.99; 35.07 and 22.79 flies). The low DG
indexes and its absence of asymmetry and the non reduction of productivity among the
offspring of the intercrosses suggest that transposition of P elements did not happen in
hybrids of these strains.

PCR and dot blot analysis confirmed the presence of P sequences in all strains.
Southern blots with genomic DNA of the strains digested with Sal / restriction enzyme and
probed with the first 764 pb of P element (amplified from the DNA of the strains or from
the D. melanogaster P element pn 25.1) showed that the medium number of P element

copies varied between 9 and 11. Common bands were observed in all strains, independent

of geographical origin, as well as were observed bands common just to geographically

more related strains.

Multivariated analyses was done to compare the band patterns resulting from the
analysis of copy number. The Mexican and Colombian strains were grouped in a cluster
with similarity levels close to 90% and the Brazilian strains were grouped in another, with
similarity varying between almost 50% to nearly 95%. These data suggest that the
fragments common to all the strains are sequences that were present, and already inactive,

since the beginning of the dispersion of D. sturtevanti in the Americas, and they did not
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suffer mutation in the restriction sites of enzymes used to detect them. The sequences
common to the Colombian and Mexican strains, on one hand, and to the Brazilians, on the
other, should have more recent origin. Possibly they descend from an ancestral population
that still possessed active elements and, after the dispersion, originated populations in
different geographical areas, in which some P sequences evolved differently.

To investigate the integrity of the P sequences, the DNA were digested with the
enzymes Acc I and Ava II and probed with the P element pn 25.1 sequences (the fragment
Puv 11, the PCR product of the initials 764 pb or the entire pr 25.1). The Acc I digests
liberated fragments with sizes similar to 2.36 Kb in all the strains, which suggests the
occurrence of complete P sequences. The Ava I/ digests probed with pr 25.1 generated
two from the three expected fragments (544 pb and 1883 pb). The fragment corresponding
to the initials 480 pb of the P sequence was not observed; was also not observed when the
same blot was probed with the 764 pb of the P. Additional bands, bigger than 1.8 Kb, were
observed in this blot. These bands were also observed when the same blot was hybridized
with the Pvu II fragment.

PCR amplification showed the existence of the 764 pb initial sequence of the P
element that contains the 0.48 Kb produced by Ava II. The absence of the corresponding
band suggests the absence of the first Ava I/ site, possibly due to a point mutation, which
would explain the occurrence of bands bigger than 1.8 Kb. The 0.54 Kb and 1.8 Kb
fragments indicate that the rest of the element is complete. The occurrence of alterations,
point mutations or deletions, also in the second site of Ava /I, in elements from other P
subfamilies, would explain the maintenance of these bigger of 1.8 Kb bands in membranes
probed with Puv II. These results are in agreement with literature that shows the existence

of two subfamilies of P elements in D. sturtevanti at least and allows to make inferences

about some of the modifications that these elements present. Significant differences among

the P sequences of old and recently collected strains were not found, as demonstrated by
very similar banding patterns of the BRA strain and RP;, NHO and RP, strains.

The phenotypic and molecular analyses showed that the P element is present in all
strains of D. sturtevanti, even though in its inactive state. This inactivity can be due to the
absence of complete copies of the P element, or also to mechanisms of transposition

regulation. Additional studies are necessary to determine the structure of these elements
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and to identify the different subfamilies, as well as for understanding the dispersion

dynamics of the P element family in populations of Drosophila sturtevanti.
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