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RESUMO

Elementos de transposicdo (TES) sdo sequéncias repetitivas de DNA capazes de se
mobilizar dentro e entre genomas que devido a essa habilidade, além de efeitos
deletérios, podem trazer vantagens ao genoma hospedeiro, tais como o aumento do
repertério proteico, ou influenciarem a regulacdo génica. O material de estudo desta tese
foi 0 genoma de Drosophila mojavensis, uma espécie cactofilica, nativa de regides aridas
e semiaridas, que utiliza como sitio de alimentacdo e reproducédo um recurso menos rico
gue os utilizados pela maioria das espécies de Drosophila e, consequentemente, tal
habito deve estar relacionado a adaptacBes especificas. Como os TEs sdo fontes
importantes de variacdo genética, particularmente em resposta ao estresse ambiental,
como também podem fornecer matéria-prima para o surgimento de genes codificadores
de proteinas (PCG) e de RNAs nédo codificantes (ncRNA), os quais podem assumir
funcdes celulares importantes, um dos objetivos desta tese foi investigar a associagao
entre TEs e esses genes em espécies cactofilicas, como estratégia para ampliar nossa
compreensao sobre a contribuicdo dos TEs para a evolucdo adaptativa. Além disso,
mesmo sendo a maioria dos genes comuns aos genomas de machos e fémeas, genes e
TEs podem ser expressos diferencialmente entre testiculos e ovarios. A andlise dos
transcriptomas das gbnadas torna possivel investigar como ou se o viés de expresséao de
genes e de TEs afeta a reproducédo de hibridos interespecificos. A fim de entender melhor
essas questdes, foi estudado nesta tese o viés de expressdo das gbnadas de D.
mojavensis e D. arizonae e de seus hibridos reciprocos. Neste estudo mostramos que o
contetido de TEs representa 13,27% do genoma de D. mojavensis e que a proporcéo de
genes que abrigam sequéncias de TEs dentro dos éxons é de 5,9%, e que a propor¢cao
de ordens de TEs dentro destes éxons difere daquela do genoma geral (LINEs: 78,8% >
LTR: 18,5% > TIRs: 2,4% > Helitrons: 0,3%). Entre todas as inser¢cdes de TEs
encontrados nos genes PCG e IncRNA, apenas 19 sequéncias apresentaram dominios
proteicos preservados. Foram identificados varios genes candidatos a exaptacdo de TEs
no genoma D. mojavensis e a maioria deles abrigam sitios de ligacdo ao DNA,
particularmente dominios zinc-finger, destacando o papel dos TEs como fonte de

novidades funcionais aos genomas, evidenciando que esta associagcdo entre sitios



especificos de ligacdo de DNA e TEs € recorrente e talvez uma das fontes principais de
novidades gendmicas. A maioria dos genes e TES com viés de expressao estdo
presentes em ambas as espécies parentais, sendo que em testiculos a expressao de
genes e TEs é cerca de trés vezes maior do que em ovarios, destacando que a expressao
entre as gbnadas em Drosophila é conservada e caracteristica do grupo. Contudo,
existem diferencas especificas de genes com viés de expressao entre as espécies
parentais e entre os hibridos, que podem ter um papel importante na reproducéo. Além
disso, as familias de TEs superexpressas em testiculos sdo mais diversas que 0s genes
superexpressos, esse fato pode estar diretamente relacionado com a influéncia dos
piRNAs na regulacao, principalmente devido ao fato dos piRNAs presente nos hibridos

ter um padrao diferente dos encontrados nas espécies parentais.

Palavras-Chaves: Exaptacdo. Dominios Zf-BED. Genes De LncRNAs. Sex-biased
Genes. Expressdo Génica Gonadal. Genes Diferencialmente Expressos. Isolamento

Reprodutivo. Drosophila mojavensis. Drosophila arizonae.



ABSTRACT

Transposable elements (TEs) are repetitive DNA sequences able to mobilize within and
between genomes that due to this ability, besides deleterious effects, can bring
advantages to the host genome, such as increasing the protein repertoire or influencing
gene regulation. The study material of this thesis was the genome of Drosophila
mojavensis, a cactophilic species, native to arid and semi-arid regions, which uses as
feeding and breeding site that is less rich in resource than those used by most Drosophila
species and, consequently, such habits must be related to specific adaptations. As TEs
are important sources of genetic variation, particularly in response to environmental
stress, and can also provide raw material for the emergence of protein-coding genes
(PCG) and non-coding RNAs (ncRNA), which can assume important cellular functions,
one of the objectives of this thesis was to investigate the association between TEs and
these genes in cactophilic species, as a strategy to broaden our understanding of TEs
contribution to adaptive evolution. Furthermore, even though most genes are common to
male and female genomes, genes and TEs may be differentially expressed between
testes and ovaries. Analysis of the gonad transcriptomes makes it possible to investigate
how or if the expression bias of genes and TEs affects the reproduction of interspecific
hybrids. In order to better understand these questions, the expression bias of the gonads
of D. mojavensis and D. arizonae and their reciprocal hybrids was studied in this thesis.
In this study, we show that TE content represents 13.27% of the D. mojavensis genome
and that the proportion of genes harboring TE sequences within exons is 5.9%, and that
the proportion of TE orders within these exons differs from that of the overall genome

(LINEs: 78.8% > LTR: 18.5% > TIRs: 2.4% > Helitrons: 0.3%). Among all TE insertions



found in PCG and IncRNA genes, only 19 sequences showed preserved protein domains.
Several candidate genes for TEs exaptation were identified in the D. mojavensis genome
and most of them harbor DNA-binding sites, particularly zinc-finger domains, highlighting
the role of TEs as a source of functional novelties to genomes, evidencing that this
association between specific DNA-binding sites and TEs is recurrent and perhaps one of
the major sources of genomic novelties. Most sex-biased genes and TEs are present in
both parental species, and there are three times more testis-biased genes and TEs than
ovary-biased, highlighting that expression between gonads in Drosophila is conserved
and characteristic of the group. However, there are specific differences in sex-bias
expression between parental species and between hybrids, which may play an important
role in reproduction. Furthermore, testis-biased TE families are more diverse than testes-
biased genes, this fact may be directly related to the influence of piRNAs on the regulation,
mainly due to the fact that piRNAs from the hybrids have a different pattern than those

found in the parental species.

Keywords: Exaptation. Zf-BED Domains. LncRNA Genes. Sex-biased Genes. Gonadal
Gene Expression. Differentially Expressed Genes. Reproductive Isolation. Drosophila

mojavensis. Drosophila arizonae.



RESUME

Les éléments transposables (TEs) sont les séquences d'ADN répétitives capables de se
mobiliser a l'intérieur et entre les génomes. Grace a cette capacité, en plus des effets
déléteres, ils peuvent apporter des avantages au génome de [I'hGte, tels que
l'augmentation du répertoire de protéines ou influencer la régulation des génes. Le
matériel d'étude de cette thése était le génome de Drosophila mojavensis, une espéece
cactophile, originaire des régions arides et semi-arides, qui utilise comme site
d'alimentation et de reproduction une niche moins riche en ressources que ceux utilisés
par la plupart des especes de drosophiles. Par conséquent, ce comportement doit étre
liees a des adaptations spécifiqgues. Comme les TE sont des sources importantes de
variation génétique, notamment en réponse au stress environnemental, ils peuvent
également fournir de la matiere premiere pour I'émergence de genes codant pour des
protéines (PCG) et d'ARN non codants (ncCARN), lI'un des objectifs de cette thése était
étudier I'association entre les ET et ces génes chez les espéces cactophiles, comme
stratégie pour élargir notre compréhension de la contribution des ET a I'évolution
adaptative. En outre, méme si la plupart des génes sont communs aux génomes males
et femelle, les génes et les TE peuvent étre exprimés de maniere différente entre les
sexes et en particulier entre les tissus germinaux. L'analyse des transcriptomes des
gonades permet d'étudier comment ou si le biais d'expression des genes et de TEs affecte
la reproduction des hybrides interspécifiques. Afin de mieux comprendre ces questions,
le biais d'expression des gonades de D. mojavensis et D. arizonae et de leurs hybrides
réciprogues a été étudié dans cette thése. Dans cette étude, nous montrons que le

contenu en TE représente 13,27% du génome de D. mojavensis et que la proportion de



genes hébergeant des séquences TE au sein d'exons est de 5,9%, et que la proportion
des ordres de TE au sein de ces exons difféere de celle du génome global (LINEs: 78,8%
> LTR: 18,5% > TIRs: 2,4% > Helitrons: 0,3%). Parmi toutes les insertions de TE trouvées
dans les genes PCG et IncRNA, seules 19 séquences ont montré des domaines
protéiques conservés. Plusieurs genes candidats pour l'exaptation de TEs ont été
identifiés dans le génome de D. mojavensis et la plupart d'entre eux contiennent des sites
de liaison a I'ADN, en particulier des domaines a doigts de zinc, soulignant le role des
TEs comme source de nouveautés fonctionnelles pour les génomes, prouvant que cette
association entre des sites spécifiques de liaison a I'ADN et des TEs est récurrente et
peut-étre I'une des principales sources de nouveautés génomiques. La plupart des genes
et TEs ont une expression sexe biaisé, avec une expression trois fois supérieures de
génes et TE dans les testicules. Cependant, il existe des difféerences spécifiques dans
I'expression des genes et TE, entre les espéces parentales et entre les hybrides, qui
peuvent jouer un rble important dans la reproduction. En outre, les familles de TEs
surexprimés dans testicules sont trés diversifiées, ce fait peut étre directement lié a la

production de piRNAs qui sont responsables de la régulation des TE.

Mots clés: Exaptation. Domaines Zf-BED. Génes LncRNAs. Genes Liées Au Sexe.
Expression Gonadique. Génes Différentiellement Exprimés. Isolement Reproductif.

Drosophila mojavensis. Drosophila arizonae.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das varias décadas de estudos genéticos e genbmicos muitas hipéteses
foram criadas, validadas ou refutadas, dentre elas, a ideia de que 0s genes eram
unidades fixas nos cromossomos e de que o genoma era estavel. O conceito de
estabilidade gendmica foi desafiado no final da década de 40 por Barbara McClintock
(MCCLINTOCK 1950) com a descricdo de sequéncias genéticas em milho que podiam
mudar de posi¢cao nos cromossomos e, dependendo do local onde se inseriam, podiam
alterar reversivelmente o fenotipo do gréo. A descricdo dessas sequéncias de DNA
moveis, e medianamente repetidas, em praticamente todos os organismos, denominadas
elementos de transposicao (TES), iniciou um novo capitulo e um novo universo dentro do
corpo de conhecimento sobre a estrutura e funcionamento do genoma. Entretanto, o
reconhecimento sobre o papel desempenhado pelos TEs e o impacto de sua existéncia
nos genomas sempre foi uma pauta muito controversa (BIEMONT, 2010). Atualmente,
h&a consenso que devido a capacidade intrinseca de se movimentarem no genoma grande
parte das insercdes de TEs tendem a ser desvantajosas, ou neutras; dependendo do
local de insercéo e da restricdo funcional do mesmo, entretanto, eventualmente, algumas
insercbes podem desempenhar um papel funcional e adaptativo (BROSIUS, 1991,
MCDONALD, 1993; MCDONALD, 1995; SHAPIRO, 1999; KIDWELL; LISCH, 2001). Isso
€ possivel porque os TEs sdo sequéncias complexas, portadoras de dominios proteicos
e sitios de fatores de ligacdo, que podem ser recrutadas e utilizadas pelo genoma
hospedeiro (WICKER et al.,, 2007; SUNDARAM et al., 2014). Esta fracdo gendmica
repetitiva é coletivamente referida como mobiloma (do Inglés, mobilome), juntamente
com outras repeticdes gendmicas (KOONIN; WOLF 2008).
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6 CONCLUSOES

A partir da presente tese foi possivel concluir:

1. A importancia funcional dos TEs no genoma de D. mojavensis foi evidenciada
nesse estudo. Identificamos diversos genes candidatos a exaptagdo de TEs,
particularmente transposons de DNA que abrigam sitios de ligacdo de DNA,
principalmente do tipo zinc-finger. Tais eventos parecem ter sido recorrentes na

evolucado dos genomas.

2. A diferenca de expresséao génica e de TEs entre testiculos e ovarios nas espécies
de D. mojavensis e D. arizonae € extensa e concordante com o0s estudos
reportados anteriormente em Drosophila. Em testiculos, a expressado de genes e
TEs é cerca de trés vezes maior do que em ovarios, sendo que, globalmente a
grande maioria dos genes e TEs superexpressos sao 0s mesmos em ambas
espécies parentais, evidenciando que a expressdo entre as gbnadas em

Drosophila é conservada e caracteristica do grupo.

3. Os hibridos, assim como as espécies parentais, apresentaram grande viés de
expressdo entre as gbnadas e proporcdes similares de genes e TEs
superexpressos. Contudo, encontramos diferencas de expressdo em genes

especificos que podem ter um papel importante na reproducédo. Além disso, as
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familias de TEs superexpressas em testiculos sdo mais diversas que 0s genes
superexpressos, esse fato pode estar diretamente relacionado com a influéncia

dos piRNAs na regulacéo do mobiloma

A regulacéo dos TEs em ovarios foi marcante, evidenciada pelo baixo nimero de
familias de TEs superexpressas encontradas nessa gbdnada. Adicionalmente,
ovarios apresentam mais counts de piRNAs do que testiculos, evidenciando que
a regulacdo dos TEs pode estar diretamente relacionada a mecanismos de
controle dos piRNAs. Ainda, em hibridos, observamos que as counts de piRNAs
apresentam um padréo diferente das counts de piRNAs presentes nas espécies

parentais.
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