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Resumo
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Analise do Elemento Transponivel copia em Espécies de
Drosophila
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Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de abril de 2008.

Elementos transponiveis (TEs) sdo segmentos de DNA que tém a capacidade
de mover-se e replicar-se dentro dos genomas. O retrotransposon copia pertence a
superfamilia copia e foi primeiramente sequenciado em D. melanogaster.
Abordamos em parte deste trabalho uma busca por sequéncias relacionadas ao
elemento copia nos genomas de diversas linhagens de espécies do grupo willistoni.
A regido estudada corresponde a porgdo da 5LTR-URL, escolhida pela sua
importancia como sequéncia regulatéria e que pode nos fornecer informacdes
filogenéticas relevantes. Dados in silico foram adicionados ao trabalho onde
buscamos nos doze genomas de Drosophila disponiveis a sequéncia completa de
copia e a sequéncia das LTRs que flanqueiam o elemento. A ampla distribuicdo do
elemento copia no género Drosophila sugere indicios da ocorréncia de varios casos
de transferéncia horizontal, um deles entre D. melanogaster e D. willistoni. Para
investigarmos esse caso amplificamos por PCR a regido S’LTR-URL de duas
linhagens de D. willistoni, que apresentaram de 95 a 98% de similaridade com o
elemento copia, porém a mesma homologia n&o foi detectada em rastreamentos por
Southern Blot. Algumas hipoteses podem ser levadas em consideracdo para
explicarmos tais resultados: o polimorfismo de copia nos genomas hospedeiros,
pequeno numero de cépias em poucos individuos da populagdo ou a sequéncia do
elemento copia estar em um vetor. No momento ndo podemos excluir nenhuma
dessas hipoéteses. Os resultados das buscas nos genomas sequenciados mostraram
uma ampla distribuicdo do elemento copia, porém desigual, e algumas
incongruéncias foram encontradas com relacao a analise filogenética das espécies
hospedeiras. Das espécies analisada em somente trés do subgénero Sophophora e
duas do subgénero Drosophila ndo foram encontradas seqiéncias relacionadas a
copia.

Palavras-chave: retrotransposons, filogenia, genomas in silico.
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species

AUTORA: PALOMA MENEZES RUBIN
ORIENTADORA: VERA LUCIA DA SILVA VALENTE
Co-ORIENTADOR: ELGION L. DA SILVA LORETO

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de abril de 2008.

Transposable elements (TEs) are segments of DNA that have the ability to
move up and replicate themselves within the genome. The retrotransposon copia
belongs to the superfamily copia and was first sequenced in D. melanogaster. We
used in part of this work, which corresponded to a populational analysis of element
copia in the genomes of species of the group willistoni, the portion of 5'LTR-URL for
its importance as a regulatory sequence that can give us relevant phylogenetic
information. Data in silico were added to the work which sought in the twelve
genomes of Drosophila available the complete sequence of the element copia and
the sequence of LTRs that surround the element. The wide distribution of element
copia in the genus Drosophila suggests the occurrence of several cases of horizontal
transfer, one of them between D. melanogaster and D. willistoni. To investigate this
case we amplify by PCR the region 5'LTR-URL of two strains of D. willistoni, which
showed a 95 to 98% similarity with the element copia, but the same homology was
not detected in the search made by Southern blot. Some assumptions can be
considered to explain these results: the copia polymorphism in the host genome, a
small number of copies in a few individuals of the population or the sequence of the
copia element could be in a vector. But the data are still inconclusive. The results of
the searches showed a wide distribution of element copia in the genome, despite
uneven, and some inconsistencies were found related to the phylogenetic analysis of
the host species. Of the species examined, only three of subgenus Sophophora and
two of subgenus Drosophila did not show sequences related to copia element.

Keywords: retrotransposons, phylogeny, genomes in silico.
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1. Introducéao Geral

1.1. Elementos de Transposicao

Os elementos de transposicdao sdo sequéncias de DNA incluidas na
fracdo de DNA medianamente repetida do genoma que possuem a capacidade
intrinseca de mudar sua localizagcdo. Eles compartiiham as seguintes
caracteristicas: causam duplicagdo dos sitios de insergdo, apresentam
polimorfismo de sitios de insercao e apresentam variabilidade no numero de
copias dentro e entre espécies (Capy et al., 1998).

Na década de 1970, experimentos levaram a redescoberta desses elementos,
que podem gerar mutagcbes em células somaticas e germinativas. Esses
experimentos definitivamente identificaram os “elementos controladores” sugeridos
por Barbara McClintock, na década de 40, agora chamados de elementos
transponiveis (TEs — Transposable Elements), como importantes constituintes dos
genomas (revisao em Biémont e Vieira, 2006).

Os TEs podem apresentar em sua sequéncia todas as instrugcdes necessarias
para sua transposi¢ao e cada hospedeiro pode ter muitos tipos diferentes de Tes
gque podem representar parte consideravel de seus genomas. Os elementos
transponiveis infectam os genomas hospedeiros por possuirem habilidade para
se mover e replicar, gerando assim plasticidade. Embora os principais grupos
de TEs sejam antigos e estejam presentes em todos os reinos, eles exibem
extrema diversidade: ha diversas familias de TEs em plantas, que chegam a
constituir 80% do seu DNA genbémico total (SanMiguel e Bennetzen, 1998;
Morgante, 2005 e Wicker et al., 2007). Por exemplo, estima-se que 22% do
genoma de Drosophila melanogaster (Kapitonov e Jurka, 2003), mais de 50%
do genoma do milho (SanMiguel et al., 1996) e 45% do genoma humano
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001) sao constituidos
por TEs. Segundo Wicker et al (2007), os TEs foram encontrados em todas as

espécies estudadas até o momento, com excegao do Plasmodium falciparum e
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provavelmente em espécies estritamente relacionadas a ele. Apesar de serem
menos abundantes do que em plantas, os TEs em fungos e metazoarios
também representam uma parte significativa desses genomas (3-20% em
fungos e 3-45% em metazoarios), incluindo membros de muitas superfamilias
(Daboussi e Capy, 2003; Hua-Van et al., 2005 e Wicker et al., 2007). No genoma
de D. melanogaster foram identificadas mais de 130 familias diferentes de TEs
(Kapitonov e Jurka, 2003), com o numero de copias variando de uma a 146
(Kaminker et al., 2002).

No final da década de 70 e inicio da década de 80, alguns autores
consideravam os TEs como parasitas moleculares, que invadem novas
espécies, se multiplicam dentro dos genomas (hospedeiros) e sobrevivem por
longos periodos de tempo evolutivo e sua natureza egoista impede que eles
desempenhem um papel importante na evolugdo dos genomas. Entretanto,
muitos estudos tém mudado essa visao, revelando as interagdes dos TEs, seu
impacto na funcédo e estrutura do genoma e na evolugdo e adaptagédo das
populagdes (revisdo em Becker e Lonnig, 2001; Kidwell e Lisch, 2001; Bowen
e Jordan, 2002; Brookfield, 2005).

A abundéncia e a ubiquidade dessas sequéncias geram uma seérie de
questdes sobre a natureza das relagdes entre TEs e seus hospedeiros, bem como
sobre as implicagdes desses elementos na evolugdo dos genomas (Kidwell e Lisch,
2001). Embora seja aceito que os TEs podem comportar-se como parasitas
gendmicos e produzirem mutagdes neutras e deletérias, algumas mutagdes e
mudangas genbOmicas, causadas pelos transposons, tém dado contribuicbes
significativas a evolugcdo dos seus hospedeiros. Um acumulo de evidéncias
moleculares tem demonstrado uma grande quantidade de maneiras pelas quais os
TEs podem afetar a evolugdo dos organismos nos quais eles residem (McDonald,
1993; Kidwell e Lisch, 2001; Becker e Lonnig, 2001; Volff, 2006; Xing et al., 2006).

14



1.1.1. Classificagao dos TEs

Em 1989, Finnegan propds o primeiro sistema de classificagdo para os TEs,
que distinguia duas classes com base na sua intermediagao da transposi¢cao: RNA
(Classe | ou Retrotransposons) ou DNA (Classe Il ou Transposons de DNA). O
mecanismo de transposicdo da Classe |, comumente chamado “copiar e colar”,
possui uma molécula de RNA como intermediario no processo; ja o0 mecanismo de
transposicao da Classe Il € chamado de “cortar e colar’, e o intermediario do
processo € uma molécula de DNA.

Um novo modelo de classificacdo foi sugerido por Wicker et al (2007)
mantendo as duas classes e aplicando critérios que utilizam os mecanismos de
transposicdo e mecanismos enzimaticos. Segundo essa abordagem, os TEs
continuam sendo separados em duas classes principais, e seguem a ordem
hierarquica de taxonomia:

- Subclasse: para distinguir os TEs de Classe Il que fazem copias proprias para a
sua inserg¢ao, dos que saem e deixam um sitio de doagdo para se inserirem em
outros locais.

- Ordem: agrupa as maiores diferencas dos mecanismos de inser¢do, e
consequentemente, de organizagéo e enzimaticos.

- Superfamilia: as superfamilias dentro de uma ordem compartiham a mesma
estratégia de replicagdo, mas sao distinguidas por caracteristicas como a estrutura
da proteina ou de dominios nao codificantes. Além disso, diferem na presenca e
tamanho do sitio de duplicacédo que produzem no DNA alvo (TSD — Target Site
Duplication), uma pequena repeticao direta, que é gerada na regido flanqueadora
do transposon, a partir de uma insergao.

- Familia: sdo definidas pela conservacdo da sequéncia de DNA. A similaridade em
nivel de proteina é geralmente elevada entre as familias diferentes que pertencem a
mesma superfamilia.

- Subfamilia: as subfamilias sao definidas com base em dados filogenéticos, e pode,
em casos especificos, servir para distinguir populagdes autbnomas e nao-

autbnomas internamente homogéneas.
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1.1.2. Os Elementos de Classe |

Os TEs da classe | se transpéem por intermédio do RNA. Essa classe nao
possui subclasses, pois nenhum membro corta ou transfere pedagos do DNA para
outro local. Ao invés disso, um RNA intermediario € transcrito como uma coépia
genbmica, e, em seguida, € transcrito reversamente para DNA pela enzima
transcriptase reversa (RT, do inglés: Reverse Transcriptase), codificada pelo préprio
elemento. Cada ciclo completo de replicagdo produz uma nova coépia do TE.
Consequentemente os retrotransposons sdo os maiores contribuintes da fracéo
repetida de DNA nos grandes genomas. Os retrotransposons podem ser divididos
em cinco ordens, com base na sua organizagao, caracteristicas do mecanismo de
insercao e filogenia da RT: retrotransposons de LTRs, elementos DIRS-like,
elementos Penelope-like (PLEs), LINEs e SINEs. Os retrotransposons de LTRs sao
menos abundantes em animais, mas € a ordem predominante em plantas. Eles
variam de pouco mais de 100 pb até, excepcionalmente, 25 kb. As LTRs (do inglés:
Long Terminal Repeats — longas repeticdes terminais) flanqueiam os
elementos variando de pouco mais de 100 pb até mais de 5 kb, e iniciam sua
sequéncia com 5-TG-3’ e finalizam com 5-CA-3’. Logo apds sua integragéao
ao DNA alvo, as LTRs produzem um TSD de 4-6 pb. Esses elementos
geralmente contém fases abertas de leitura (ORFs, do inglés: Open Reading
Frames) para o gene gag, para particulas semelhantes a proteinas de
estrutura viral e para o gene pol (do inglés: Polymerase). O gene pol codifica
as proteinas requeridas para transposicao, entre elas: proteinase aspartica
(AP), RT, RNase H (RH) e integrase (INT). Ocasionalmente ha a adigao de
uma ORF sem funcéo definida. As duas principais superfamilias que ocorrem
em metazoarios sdo copia (superfamilia do elemento copia, foco deste
trabalho) e Gypsy. Estas superfamilias diferem na ordem da RT e INT do gene
pol. Todas as superfamilias da ordem retrotransposons de LTRs usam um
mecanismo similar de transposi¢ao (Wicker et al., 2007).

O gene gag codifica uma proteina estrutural interna de virus, a proteina
Gag (do inglés: Group-specific Anti Gen), que é proteoliticamente processada

em trés proteinas maduras: matriz (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo
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(NC), correspondendo aos componentes do capsideo viral (Boeke e Stoye,
1997).

A Figura 1 mostra a organizagdo estrutural de um retrotransposon de
LTR, da superfamilia copia modificado de Wicker et al. (2007):

—> GAG AP INT RT RH >

| - |
~
LTR Regiéo interna do LTR
elemento

Figura 1: Organizacdo estrutural dos TEs da superfamilia copia. As flechas (em preto)
correspondem a LTRs (Long Terminal Repeats) que flanqueiam os elementos da superfamilia.
No retangulo em laranja a representacdo da regido interna dos elementos da superfamilia
(GAG, gene gag; AP, proteinase aspartica; INT, integrase; RT, transcriptase reversa e RH,
RNase H).

As LTRs contém normalmente sequéncias reguladoras, tanto promotoras
como terminadoras da transcricdo do elemento e, ainda, sinais especificos
para empacotamento, dimerizagao e transcrigdo reversa (Kumar e Bennetzen,
1999 e Wiker et al., 2007).

Segundo SanMiguel et al. (1998), uma das caracteristicas das LTRs € que
ambas tém sequiéncias idénticas no momento da insercdo do elemento. Com o
tempo elas vdo acumulando mutagdes e o numero das substituicbes entre ambas
pode servir para datar o momento da insercéo.

As LTRs apresentam trés dominios distintos: U3, R e U5 (Figura 2). A
transcricdo do elemento comega no sitio de iniciagdo da transcrigdao da 5’LTR, que
ocorre entre os dominios U3 e R. O final da transcrigdo acontece na 3’'LTR onde
esta o sitio de poliadenilacédo funcional, que é delimitado pelos dominios R e U5. O
dominio U3 contém uma sequéncia promotora para a RNA polimerase |l, presente
em ambas as LTRs, mas somente atua como forte promotor na 5’LTR. A sequéncia
da 3'LTR poderia atuar como um promotor fraco para os genes adjacentes no local
da insergéo (White et al., 1994).
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5 LTR 3'LTR

I // C e

Regido interna do

—_ <~ elemento —_ &~
TG CA TG CA

Figura 2: Organizacdo geral das LTRs de um retrotransposon da superfamilia copia. Os
tridngulos (em laranja) mostram a orientagcdo do elemento (5' — 3’). Os retangulos (em verde)
ilustram a organizacéo das LTRs 5’ e 3' que flanqueiam a regido interna do elemento, com seus
respectivos dominios U3, R e U5. A orientacdo das seqliéncias iniciadoras TG e terminadoras
CA, também é ilustrada na figura (White et al., 1994).

1.1.3. Evolucao dos TEs

A origem dos TEs dentro de uma espécie pode ser resultado de transmissao
vertical de copias presentes em uma espécie ancestral durante o processo de
especiagao ou de transmissao horizontal, que pode ser definida como o processo
pelo qual genes podem se mover entre espécies isoladas reprodutivamente.
Transmissdo horizontal tem sido tradicionalmente inferida quando as relacbes
filogenéticas dos TEs nao estdo de acordo com a histdria evolutiva das espécies
hospedeiras. Existem trés métodos utilizados para detectar transmissao horizontal
de TEs: (1) detecgao de elementos com alto grau de similaridade de seqiéncia em
taxons nao relacionados e com divergéncia entre TEs muito menor do que a
divergéncia entre genes nucleares das suas respectivas espécies hospedeiras; (2)
deteccdo de diferengas topologicas entre a filogenia do TE e das espécies
hospedeiras; (3) distribuicdo descontinua dos elementos entre taxons proximamente
relacionados. Assim, as filogenias obtidas de TEs s&o freqientemente comparadas
com filogenias de suas espécies hospedeiras, na tentativa de entender a evolugao
destas sequéncias moéveis. As congruéncias entre as duas filogenias sao encaradas
como indicativos de transmissdo vertical dos elementos, enquanto que as
discrepancias podem ser indicativos de transmissdo horizontal (Silva et al. 2004 e

revisdo em Loreto et al, 2008).
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Entretanto, explicagcdes alternativas precisam ser testadas, como polimorfismo
ancestral com independente distribuicdo de copias nas espécies descendentes,
taxas diferentes de substituicdo em TEs nas diferentes espécies e perda estocastica
de TEs em alguns taxons (Capy et al., 1994).

Varios casos de transmissao horizontal de elementos entre espécies sao
relatados para Classe | (entre eles copia). No entanto, o mecanismo pelo qual a
transmissao horizontal ocorre permanece obscuro. Alguns mecanismos e potenciais
vetores dessa transferéncia sao: alguns retrotransposons que produzem particulas
virus-like (VLPs), virus, alguns parasitas ou parasitdides (vespas parasitas, acaros),
bactérias endosimbiontes e bacteridfagos (Silva et al. 2004 e revisdao em Loreto et
al., 2008).

1.1.4. Implicagdes Evolutivas dos Elementos de Transposicao

Os elementos de transposicdo s&o apontados como geradores de
variabilidade, podendo causar um repertério de efeitos mutacionais, desde a
simples disrupcédo de sequéncias codificantes, resultando em fenétipos nulos
ou letais, até criar um novo padrao de expressao fenotipica, ao se inserir em
uma regiao regulatéria de um gene (Ko Harada et al., 1990).

Assim, os elementos de transposicdao estdo relacionados com a
hipermutabilidade, a reestruturacdo dos genomas ao promoverem rearranjos
cromossdmicos, e a transmissdo horizontal de informagao genética. Todos
estes mecanismos podem ser de grande importancia como fonte de
variabilidade para a evolugao (Flavell et al., 1980).

Devido a sua capacidade de transposicdo, os TEs s&o importantes
agentes mutagénicos, com potencial para causar uma variedade de mudancgas
nos genomas de seus organismos hospedeiros. Espera-se que a maioria das
novas mutacdes provocadas por TEs sejam deletérias para seu hospedeiro,
assim como sdo as mutag¢bdes produzidas por qualquer agente mutagénico.

Entretanto, estdo sendo descobertos muitos exemplos de interagbes TE -
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hospedeiro proporcionando beneficios para os hospedeiros (Kidwell e Lisch,
2002).

Muitos exemplos de domesticagcdo molecular tém sido descritos, onde os
TEs sé&o recrutados para desempenhar uma fungédo no hospedeiro (McDonald,
1993; Britten, 1996; Nekrutenko e Li 2000; Kidwell e Lisch, 2001; Bundock e
Hooykaas, 2005; Hammer et al., 2005). Os TEs também podem agir como
carregadores moéveis de elementos regulatorios, como promotores, e ao
integrarem-se dentro ou préximo de genes eles podem contribuir para uma
diversificagdo funcional, alterando a expressdo desses genes. Quatro
categorias de recrutamento de TEs sao descritas gerando: fungdes
regulatérias, fungdes estruturais, fungdes enzimaticas e novas sequéncias
codificadoras (Kidwell e Lisch, 2001).

Segundo Kidwell e Lisch (2001), embora o conceito de TE como parasita
molecular seja util para o entendimento da natureza das relagdes hospedeiro-
parasita, esta abordagem deveria ser expandida para considerar um continuo
de interacdes entre elementos e seus hospedeiros, variando de parasitismo em
um extremo a mutualismo ou simbiose em outro.

Quando os elementos de transposicdo apresentam alta taxa de
transposicao, eles devem interferir no perfil do hospedeiro. Em funcao disto, os
eventos de transposicao parecem ser limitados no tempo e células ou tecidos
especificos (Becker e Lonnig, 2001). A regulagdo da transposicdo é um
mecanismo complexo e especifico de cada elemento e inclui regulacao de sua
transcrigcao e traducao. Os proprios TEs possuem sequéncias regulatorias que
modulam sua transcricdo. Além disso, fatores dos hospedeiros parecem ser
importantes nessa regulagdo, como proteinas repressoras ou ativadoras e
também mecanismos epigenéticos, como co-supressidao mediada por RNA de
interferéncia e metilagcdo (Lozovskaya et al., 1995; Labrador e Corces, 1997;
Hurst e Werren, 2001; Castro e Carareto, 2004). A atividade dos TEs pode
ainda ser induzida por fatores ambientais, em particular por estresse (Capy et
al., 2000).
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1.1.5. O Elemento copia

Foi assim denominado por transcrever uma quantidade significativa de copias
de mRNA em D. melanogaster (Flavell et al, 1981). O retrotransposon copia
pertence a superfamilia copia (Wicker et al., 2007), e foi primeiramente sequienciado
em D. melanogaster. Identificado no alelo white-apricot do locus white deste
genoma, possui aproximadamente 5,4 kb de comprimento e duas LTRs de 276 pb
(na mesma orientagdo do elemento) flanqueando uma unica ORF de 4.227
nucleotideos, capaz de codificar uma poliproteina de 1.409 aminoacidos. Essa
poliproteina gera produtos similares aos genes gag e pol dos retrovirus (Mount e
Rubin, 1985).

Segundo Jordan e McDonald (1998), este elemento € ideal para se estudar a
evolugdo dos retrotransposons, pois ja é bem conhecido a nivel molecular, e a sua
distribuicdo no género Drosophila é razoavelmente caracterizada. Além disso, copia
€ encontrado em representantes de todas as principais radiagdes de Drosophila, o
que sugere que tenha surgido cedo na historia dos drosofilideos (Martin et al., 1983).

Abordamos em parte do trabalho, que correspondeu a uma analise
populacional do elemento copia nos genomas de espécies do grupo willistoni, a
por¢cao da 5LTR e sua regido promotora que nao é traduzida (URL do inglés:
Untranslated Leader Region) pela grande importdncia dessa sequéncia
regulatéria por fornecer informacgdes filogenéticas, bem como compreender a
regulagao dos retrotransposons (Capitulo Il).

A extremidade 5LTR-URL do elemento copia (Figura 3) contém
sequéncias responsaveis por controlar sua transcricdo, atuando diretamente

no processo de retrotransposicéo (Jordan e McDonald, 1998).

21



SLTR [ gag pol ILTR

B

LTR ULR

Figura 3: Regido 5'LTR-URL, modificada de Jordan e McDonald (1998), com indicac&do da
regido estudada no presente trabalho. Os retangulos em verde correspondem a regido das
LTRs. Também esté ilustrada a ORF (Open Reading Frames) de copia: gene gag (no retangulo
laranja) e gene pol (no retdngulo roxo).

Dados in silico foram adicionados ao trabalho. Buscamos, nos doze
genomas de Drosophila disponiveis (Clark et al., 2007) a sequéncia completa

de copia e a sequéncia das LTRs que flanqueiam o elemento (Capitulo IlI).

1.2. O Género Drosophila

O género Drosophila faz parte da familia Drosophilidae (ordem Diptera)
e se destaca por abranger sozinho cerca de um tergo das suas espécies.
Encontra-se constituido por 1.149 espécies, subdivididas em oito subgéneros
(Bachli, 2008). Dentre estes subgéneros, podem-se destacar os subgéneros
Drosophila e Sophophora pela diversidade de espécies apresentada. Segundo
Russo et al. (1995), esses dois subgéneros divergiram ha cerca de 40 milhdes de
anos. Tamura et al. (2004), por outro lado ao corrigir distancias sinbnimas para os
efeitos de viés na utilizagdo de cddons, obtém estimativas mais antigas, da ordem
de 63 milhdes de anos.

O subgénero Sophophora, estabelecido por Sturtevant (1939), compreende
332 espécies, subdivididas em oito grupos (Bachli, 2008) dentre os quais se
destacam os grupos melanogaster, obscura, saltans e willistoni.

O grupo melanogaster é formado por 185 espécies (Bachli, 2008)

classificadas em doze subgrupos, os quais se agrupam em trés clados
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principais: (1) subgrupo ananassae, (2) subgrupo montium e (3) subgrupo
melanogaster e demais subgrupos (Kastanis et al., 2003, Yang et al.2004 e Da
Lage et al. 2007).

Os grupos saltans e willistoni representam a radiacdo Sophophora
ocorrida no Novo Mundo (Throckmorton, 1975). Em parte deste trabalho,
utilizamos as espécies do grupo willistoni que serédo listadas adiante.

O subgénero Drosophila, por outro lado, é o maior representante do
género Drosophila, com pelo menos 721 espécies, subdivididas em 43 grupos
(Bachli, 2008), as quais podem ser divididas em duas linhagens principais
(Throckmorton, 1975): a secéao virilis-repleta e a seg¢ao quinaria-tripunctata.
Além disso, constitui o maior representante da familia Drosophilidae em
Regido Neotropical, onde apresenta, pelo menos, 25 grupos de espécies (Val
et al. 1981).

1.3. A distribuicdo do Elemento copia em Drosophila

Em 1999, Biémont e Cizeron publicaram uma revisdo sobre a analise da
distribuicdo de 43 TEs em 228 espécies Drosophila, dentre eles copia. As
sequéncias de copia foram identificadas por PCR e Southern Blot e encontradas em
52 espécies do género Drosophila: 22 espécies do grupo melanogaster, 7 espécies
do grupo willistoni, 7 espécies do grupo obscura, 6 espécies do grupo saltans, 2
espécies do grupo immigrans, 1 espécie do grupo mesophragmatica e uma espécie
do grupo pinicola. O resultado dessa revisdo no grupo willistoni pode ser observado
na Tabela 1.

Embora o elemento copia tenha sido encontrado por analise de Souther Blot
em diversas espécies de Drosophila, apenas em 8 espécies do grupo melanogaster,
2 espécies do grupo repleta, D. willistoni e Zaprionus tuberculatus é que foi descrita
a sequéncia nucleotidica desse elemento ou pelo menos de parte dele (Biémont e
Cizeron, 1999).
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Tabela 1: Presenca do TE copia em espécies do grupo willistoni (modificado de Biémont e
Cizeron, 1999). A tabela mostra que copia foi encontrado por andlise de Souther Blot nas
espécies: D. capricorni, D. fumipennis, D. nebulosa, D. succinea, D. equinoxialis, D.
paulistorum, D. tropicalis e D. willistoni que aparecem marcadas com +. A auséncia do
elemento (-) foi detectada em D. bocainensis, D. nebulosa, D. insularis e D. pavlovskiana.

Grupo Subgrupo Espécie Presenga de
copia
willistoni Bocainensis D. bocainensis -
D. capricorni +
D. fumipennis +
D. nebulosa +/-*
D. succinea +
Willistoni D. equinoxialis +
D. insularis -
D. paulistorum +

D. pavlovskiana -
D. tropicalis +

D. willistoni +*

*Auséncia de marcacdo in situ para cromossomos politénicos (Biémont e Cizeron, 1999).

Na busca por uma analise filogenética do elemento copia Jordan e McDonald
(1998) descreveram duas familias de copia para o género Drosophila e trés
subfamilias do TE no subgrupo melanogaster (D. melanogaster, D. simulans, D.
mauritiana, D. sechellia, D. yakuba, D. teissieri e D. erecta) com base nas diferencas
das sequéncias das LTRs nas espécies.

Em 2006, Almeida e Carareto realizaram um novo estudo baseado em 24
espécies de Drosophila incluindo sequéncias disponiveis no banco de dados do
NCBI. Segundo as autoras, estudos da filogenia desse elemento no género
Drosophila (grupo repleta) sdo dificeis de realizar, ndo somente por causa do baixo
numero de sequéncias no grupo, mas também por serem seqiéncias parciais, a
maioria delas da 5’LTR-URL. Este estudo reforgcou a idéia de Jordan e McDonald
(1998) que previam 2 grupos de sequéncias de copia no género Drosophila: familia
melanogaster (dividida em 3 subfamilias) e familia repleta (baseada em 2 espécies
do grupo repleta) como mostra a arvore filogenética na Figura 5. As autoras ainda

argumentam que devido a grande distribuicdo, e a ocorréncia de heterogeneidade
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de copia nos subgéneros Drosophila e Sophophora podem ser explicados por um
ancestral comum do TE, e que codpias desse retrotransposon foram transmitidas
verticalmente ao longo do tempo. Por outro lado, valores muito baixos de distancias
evolutivas foram encontrados em espécies de géneros diferentes (do grupo
melanogaster e willistoni, e Z. tuberculatus) e entre os diferentes grupos de espécies
dentro do subgénero Sophophora (grupos willistoni e melanogaster), que pode ser
indicativo de transferéncia horizontal entre D. willistoni / Z. tuberculatus / espécies do
subgrupo melanogaster, porém, tal hipotese ndo pdde ser definitivamente
comprovada pelas autoras.

Varios casos de transferéncia horizontal foram descritos para copia: entre
espécies do subgrupo melanogaster (Jordan e McDonald, 1998), entre D.
melanogaster e D. simulans (Sanchez-Gracia et al., 2005) e ainda entre D.
melanogaster e D. willistoni (Jordan et al., 1999).

Vale salientar que, segundo Clark et al. (2007) o genoma de D. willistoni
possui um dos maiores indices da presenca de TEs, se comparado com 0s outros

onze genomas sequenciados de Drosophila.
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Figura 4: Arvore filogenética gerada a partir de seqiiéncias da 5’'LTR-URL segundo Almeida e
Carareto (2006). A separacdo em duas familias do elemento copia é evidenciado na elipse azul
(sequéncias das espécies do grupo melanosgaster — D. sechellia, D. erecta, D. mauritiana, D.
simulans, D. yakuba, D. melanogaster e D. teissieri — Z. tuberculatus e D. willistoni) e na elipse
laranja (seqiéncias das espécies do grupo repleta: D. serido, D. buzzatii, D. mojavensis, D.

gouveai, D. seriema, D. koepferae, D. antonietae e D. pachuca).
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CAPITULO Il

Investigac&do da Dinamica Evolutiva do Elemento
Transponivel copia em espécies do grupo willistoni de

Drosophila
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Investigacao da Dinamica Evolutiva do Elemento Transponivel

copia em espécies do grupo willistoni de Drosophila

1. Introducéo

A ampla distribuicdo do elemento copia no género Drosophila sugere indicios
da ocorréncia de varios casos de transferéncia horizontal, um deles entre D.
melanogaster e D. willistoni (Jordan et al., 1999). Nesse caso, os autores
observaram maior similaridade entre as LTRs do elemento copia de D. melanogaster
e D. willistoni (99%) do que entre as sequéncias copia de D. melanogaster e de sua
espécie criptica de D. simulans (90%) o que, segundo os autores, seria indicativo da
ocorréncia do evento de transferéncia horizontal.

O presente trabalho foi estruturado buscando maiores informagdes sobre
esse evento de transferéncia horizontal. Tendo em vista que, somente uma espécie
do grupo willistoni (D. willistoni) foi investigada pelos autores, ao investigarmos as
outras espécies do grupo, poderemos inferir com maior clareza a partir de qual
genoma se deu a transferéncia horizontal, fortalecendo a dindmica evolutiva deste

grupo de espécies e do elemento copia nos drosofilideos.

1.1. O Grupo willistoni

O grupo willistoni de Drosophila vem sendo estudado desde a década de
1940, contribuindo significativamente para a teoria evolutiva. A origem deste grupo
deve ter ocorrido na América do Sul, talvez apdés uma migragéo a partir da América
do Norte (Throckmorton, 1975).

Este grupo pertence ao subgénero Sophophora e é constituido por 23
espécies, subdivididas atualmente em trés subgrupos (Bachli, 2008): alagitans (5

espécies), bocainensis (12 espécies) e willistoni (6 espécies).
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As espécies abaixo fazem parte do grupo willistoni, e, estdo aqui listadas por
ser parte do presente estudo, na ordem cronolégica em que foram descritas (reviséo
em Ehrman e Powell,1982):

» Drosophila nebulosa Sturtevant 1916.

= Drosophila willistoni Sturtevant 1921.

» Drosophila equinoxialis Dobzhansky 1946.

= Drosophila paulistorum Dobzhansky e Pavan (Burla et al. 1949).
semi-espécie Andino-Brasileira Dobzhansky e Spassky 1959.
semi-espécie Orinocana Dobzhansky e Spassky 1959.

» Drosophila insularis Dobzhansky et al. 1957.

Fazem parte do grupo willistoni seis espécies cripticas: D. willistoni, D.
equinoxialis, D. tropicalis, D. insularis, D. pavlovskiana e D. paulistorum, que sdo, em
geral, muito similares em sua morfologia externa, sendo que os métodos utilizados
em sua identificagdo restringem-se a inspeg¢ao da genitalia dos machos (Spassky,
1957), ao estudo detalhado dos cromossomos politénicos (Rohde et al., 2006) e a
testes de cruzamento (Spassky et al., 1971), embora recentemente, Garcia et al.
(2006) tenham descrito a utilizagdo da variagcdo da mobilidade eletroforética da
enzima fosfatase acida-1 (Acphl) na diagnose rapida e eficiente de cinco das seis

espécies cripticas pertencentes ao subgrupo.

1.1.1. O subgrupo willistoni

Sob o ponto de vista taxonémico o subgrupo da D. willistoni esta composto
por seis espécies cripticas que estao incluidas na seguinte classificacao (de acordo
com revisdo em Ehrman e Powell,1982):

= Subgrupo: willistoni

=  Grupo: willistoni

= Subgénero: Sophophora
= Género: Drosophila

» Familia: Drosophilidae
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» Ordem: Diptera

» Classe: Insecta

* Phylum: Arthropoda

A primeira descrigdo de uma espécie do subgrupo willistoni ocorreu em 1896.
Dentre uma série de espécies novas coletadas por Samuel Wendell Williston na Ilha
de Sao Vicente, nas pequenas Antilhas, uma foi denominada de D. pallida.
Entretanto, como esse nome ja pertencia a outro drosofilideo, duas décadas depois,
Sturtevant (1916), corrigiu 0 nome da nova espécie denominando-a de: D. willistoni.
Em 1943, Dobzhansky e Pavan examinaram individuos resultantes de cruzamentos
provenientes de descendentes de isolinhagens (fémeas fecundadas vindas da
natureza) de moscas coletadas no Estado de S&do Paulo e concluiram que naquele
local ocorriam duas espécies de drosofilideos muito semelhantes, sendo que uma
delas correspondia a descricdo de D. willistoni. Impossibilitados de compararem
seus materiais com espécimes vivos ou mesmo preservados, a separagao das duas
especies foi feita com base na pequena diferenca de tamanho corporal entre elas.
Assim, os autores supuseram que a espécie mais freqlientemente encontrada e
correspondente a de menor tamanho corporal deveria se tratar da D. willistoni. A
espécie maior recebeu o nome D. paulista. Posteriormente, coletas de D. willistoni
vindas da Guatemala e do México permitiram comparagdes e cruzamentos que
esclareceram que D. willistoni era a espécie de maior tamanho. Desse modo, o
nome D. paulista passou a ser sindbnimo de D. willistoni. A outra espécie, a de menor
tamanho, somente foi descrita em 1949 e recebeu o nome de D. paulistorum
Dobzhansky e Pavan (Burla et al. 1949). Dobzhansky e Mayr (1944), através de
experimentos de isolamento sexual, com linhagens de D. willistoni oriundas de
diferentes regides geograficas, verificaram que as moscas de Tefé (Amazonas -
Brasil) apresentavam isolamento praticamente total com as demais populagoes.
Outros estudos, mais detalhados e de maior duragcdo, confirmaram estes resultados
e mostraram que as moscas de Tefé eram incapazes de produzir hibridos com as
das demais localidades. Foram analisadas também, pequenas diferencas
morfoldgicas e fisioldgicas entre elas.
Estes achados levaram a descricdo de uma terceira espécie criptica do

subgrupo da D. willistoni, a D. equinoxialis Dobzhansky (Dobzhansky, 1946). A
quarta espécie criptica do grupo willistoni foi descrita por Burla et al. (1949). Trata-se

da D. tropicalis, coletada originalmente em Palma, Goias, Brasil. Em 1954, Towsend
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verificou que linhagens de D. tropicalis procedentes das Grandes Antilhas geravam
descendentes machos hibridos estéreis quando eram cruzadas com linhagens
vindas do Continente Sul Americano (Belém, Para, Icana e Amazonas). Resultados
referentes a diferengas na morfologia, citologia e isolamento sexual, além da
esterilidade dos machos hibridos sugeriram que as Grandes Antilhas eram habitadas
por uma subespécie diferente da que ocupa o continente. Essa subespécie recebeu
o nome de D. tropicalis cubana Townsend (Townsend, 1954). Resultados de
cruzamentos envolvendo linhagens provenientes de Palma (Goias), de Tefé
(Amazonas), de Trinidad e de Cuba, realizados por Winge (1965), levaram a
proposta de elevagdo de D. tropicalis cubana para o nivel de espécie, devido ao
grau de isolamento reprodutivo e despareamento dos cromossomos hibridos
(Winge, 1965). Essa proposta, porém, ndo foi formalizada por uma descrigao
detalhada e, assim, a D. tropicalis cubana é considerada ainda uma subespécie de
D. tropicalis.

Dobzhansky (1957), em um estudo sobre a variabilidade cromossémica de D.
willistoni da América Central e das Antilhas, apresentou um mapa da area de
distribuicdo geografica das espécies cripticas do subgrupo da D. willistoni
conhecidas (Figura 4). Nesse mesmo trabalho, também foi descrita uma nova
espécie criptica do grupo, restrita a algumas das ilhas das Pequenas Antilhas. Esta
nova espécie foi denominada de D. insularis (Dobzhansky 1957). O trabalho de
Dobzhansky e Spassky (1959) demonstrou que D. paulistorum, por sua vez, € na
realidade uma superespécie, constituida de pelo menos seis ragas ou semi-
espeécies. Durante o estudo desse complexo foi verificado que o que era considerado
inicialmente “raga Guiana”, apresentava, além de diferengas citoldgicas, em
comparagao com as demais racas, também isolamento reprodutivo suficiente para
ser elevada ao status de espécie. Conseqlientemente, a ultima espécie do grupo
criptico willistoni descrita recebeu o nome de D. pavlovskiana Kastritsis e
Dobzhansky (Kastritsis e Dobzhansky, 1967). Assim, o subgrupo willistoni é
composto por seis espécies cripticas: Drosophila willistoni, D. paulistorum, D.

equinoxialis, D. tropicalis, D. insularis e D. pavlovskiana.
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1.1.2. Distribuigado geografica

A distribuicdo geografica das espécies que compdem o subgrupo da D.
willistoni, que pode ser visualizada na Figura 4, é essencialmente Neotropical e foi
revisada nos trabalhos de Winge (1971), Spassky et al. (1971), Dobzhansky e
Powell (1975), Ehrman e Powell (1982) e Santos e Valente (1990). A espécie D.
willistoni € a de maior distribuicdo geografica do grupo e pode ser encontrada desde
o sul da Flérida/EUA e centro norte do México, até o norte da Argentina, em uma
grande area compreendida aproximadamente entre os paralelos 28°N e 37°S. Essa
espécie também foi encontrada nas Bahamas, em toda a América Central, inclusive
Grandes e Pequenas Antilhas e na América do Sul, especialmente a leste da
cordilheira dos Andes, sendo talvez a espécie mais comum em toda a regiao
equatorial, na Bolivia, no sul do Brasil, Uruguai e norte da Argentina.

D. paulistorum tem, assim como as demais espécies cripticas, sua area de
distribuicdo geogréfica incluida na de D. willistoni. E a segunda espécie com maior
amplitude de area geografica ocupada, estendendo-se desde o norte da Guatemala,
na localidade de Tikal, ao sul do paralelo 18°N, até Porto Alegre no Estado do Rio
Grande do Sul/Brasil, ao sul do paralelo 30°S. Entre esses dois limites, foi coletada
na América Central (istmo) e América do Sul, principalmente a leste dos Andes,
sendo muito comum em toda a regido equatorial, e também no Peru e na Bolivia. A
oeste da cordilheira foi encontrada apenas na Colémbia e no Equador. Essa espécie
ndo habita as Antilhas, mas & encontrada na ilha de Trinidad (Spassky et al., 1971;
Winge, 1971; Dobzhansky e Powell, 1975; Ehrman e Powell, 1982; Santos e
Valente, 1990).

A area ocupada por D. equinoxialis estende-se desde as Grandes Antilhas e
sul do México, até quase o centro do Brasil. No México essa espécie foi encontrada
em Cuernavaca, Estado de Morelos, pouco abaixo do paralelo 19°N. Nas grandes
Antilhas foi encontrada em Cuba, Jamaica, Grand Cayman, Haiti e Porto Rico, mas
nao foi coletada nas Pequenas Antilhas. Além de bem distribuida em toda a América
Central, essa espécie € também encontrada na América do Sul na porgéo oeste dos
Andes, na Colébmbia e Equador; tendo sido registrada em altas frequéncias a leste

da Cordilheira, como na Venezuela, Guiana, ilhas de Trinidad, Peru e Brasil, mais
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precisamente nos Estados do Amazonas, Acre, Roraima, Tocantins, Rondénia,
Para, Maranhao e Norte de Goias. O ponto mais ao sul de distribuicdo da espécie
parece ser um pouco abaixo do paralelo 12°S, no Estado de Tocantins (Spassky et
al., 1971; Winge, 1971; Dobzhansky e Powell, 1975; Ehrman e Powell, 1982; Santos
e Valente, 1990).

O extremo norte de distribuicdo de D. tropicalis encontra-se em Tikal,
Guatemala, ao sul do paralelo 18°N. Nas Grandes Antilhas foi coletada em Cuba,
Jamaica, Grand Cayman, Haiti, Republica Dominicana e Porto Rico. As Pequenas
Antilhas ndo abrigam essa espécie. A area ocupada também inclui a América
Central, centro da América do Sul, e localidades a oeste dos Andes como a
Colédmbia e o Equador. A leste dos Andes foi coletada no Peru, Bolivia e Brasil. A
localidade de Santa Cruz de La Sierra (Bolivia) representa o limite sul de distribuigao
da espécie, correspondente ao paralelo 18°S. Entretanto, existem registros da
especie na regidao amazodnica e em muitas localidades do nordeste brasileiro
(Spassky et al., 1971; Winge, 1971; Dobzhansky e Powell, 1975; Ehrman e Powell,
1982; Santos e Valente, 1990).

Duas das espécies que compdem o subgrupo da D. willistoni sao
consideradas endémicas: D. insularis e D. pavlovskiana. A espécie D. insularis é
bastante restrita geograficamente, tendo sido encontrada apenas em quatro das
Pequenas Antilhas, onde é simpatrica com D. willistoni: St. Kitts, Montserrat,
Guadalupe e Santa Lucia. Finalmente, D. pavlovskiana € a que apresenta a menor
distribuicdo geografica de todas as cripticas. Até hoje foi encontrada apenas na
Guiana e em apenas duas localidades compreendidas entre os paralelos 7° e 4°N
(Spassky et al., 1971; Winge, 1971; Dobzhansky e Powell, 1975; Ehrman e Powell,
1982; Santos e Valente, 1990).

A partir dos dados apresentados, é possivel confirmar que o subgrupo da D.
willistoni apresenta uma extensa area de distribuicdo geografica na regiédo
Neotropical (Figura 4). Quatro dessas espécies (D. willistoni, D. paulistorum, D.
equinoxialis e D. tropicalis) sdo amplamente distribuidas e apresentam muitas areas
de simpatria, enquanto duas delas (D. insularis e D. pavlovskiana) sdo endémicas
(Spassky et al., 1971; Winge, 1971; Dobzhansky e Powell, 1975; Ehrman e Powell,
1982; Santos e Valente, 1990).

A extrema similaridade morfolégica das espécies do subgrupo willistoni, o fato

de serem abundantes na natureza e muitas vezes simpatricas, dificultam bastante o
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trabalho de identificacdo dos espécimes baseados na morfologia externa das
genitalias, embora os padrées de bandas dos cromossomos politénicos (Rohde et
al., 2006) e eletroforéticos da enzima Fosfatase Acida — Acph (Garcia et al. 2006)
tenham mostrado recentemente serem capazes de identificar a maior parte das
espécies cripticas. Apesar disso, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao
estudo de varios aspectos da biologia, genética e evolugdo do grupo willistoni de

Drosophila, o que motivou a realizagao do presente estudo.
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Figura 5: Mapa das Américas onde estdo representadas (linhas e simbolos coloridos) as areas
de distribuicdo geografica de cada uma das seis espécies do subgrupo da D. willistoni, de
acordo com os estudos de Spassky et al. (1971), Winge (1971), Dobzhansky e Powell (1975),
Ehrman e Powell (1982), Santos e Valente (1990).
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2. Objetivo Geral

O objetivo geral deste capitulo € investigar a histéria evolutiva do elemento

copia em algumas espécies do grupo willistoni de Drosophila.

2.1. Objetivos Especificos

= Verificar a presenga do elemento copia em espécies do grupo willistoni de
Drosophila.

= |nferir as relagdes evolutivas do elemento copia nas diferentes espécies do
grupo willistoni de Drosophila.

3. Materiais e Métodos

3.1. Espécies Investigadas

As espécies do grupo willistoni que foram investigadas e seus respectivos
locais e data de coleta estdo listadas na Tabela 2. A espécie D. melanogaster
Meigen, 1830 (grupo melanogaster) foi utilizada como controle positivo nas analises,
e a espécie D. paramediostriata Townsend e Wheeler, 1955 (grupo tripunctata) foi

utilizada como controle negativo.
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Tabela 2: Espécies e linhagens estudadas e seu local de coleta.

Espécies Linhagem / Local de coleta
D. willistoni Florianépolis/SC — coletada em 1997.
D. willistoni Porto Alegre/RS — coletada em 1995.
D. willistoni Tucson Stock Center/St Kitts — coletada em 2005.
D. willistoni WIP4, Ipitanga/BA — coletada nos anos 60.
D. willistoni 17A2, Eldorado do Sul/RS — coletada em 1992.
D. paulistorum semi-espécie Andino-Brasileira, POA.
D. paulistorum semi-espécie Orinocana, POA.
D. paulistorum Ribeirdo Preto/SP — estoque antigo de laboratorio.
D. paulistorum Porto Alegre — estoque antigo de laboratério.
D. equinoxialis México — estoque antigo de laboratério.
D. insularis St. Kitts — estoque antigo de laboratdrio.
D. nebulosa Santa Maria, RS — coleta 2006.
D. melanogaster Harwich — estoque antigo de laboratorio.
D. paramediostriata Estoque antigo de laboratdrio.

3.2. Manutencao dos estoques de Drosophila

Os estoques de Drosophila foram mantidos a 19-20°C, em meio de
cultura a base de farinha de milho, adaptado de Klein et al. (1999) no
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Santa Maria. O
meio é preparado a partir de uma mistura constituida de 2 kg de farinha de
milho, 280 g de germe de trigo, 1 xicara de acucar, 3 colheres de sopa de leite
em po, 1 colher de sopa de sal. Para cada 250 g desta mistura acrescentamos
750 mL de agua e 1 grama de Nipagin dissolvido em 10 mL de etanol
comercial. Cozinha-se por aproximadamente 15 minutos. Depois se distribui o
meio nos vidros de cultura e autoclava-se por 15 minutos.

As moscas foram transferidas, semanalmente, para frascos com meios
de cultura novos, que dao condi¢gdes de alimentagado e ovoposicao. O meio de

cultura, de onde as moscas foram retiradas, foi estocado em camara de
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temperatura constante (19-20°C) para que os ovos eclodissem e as larvas se
alimentassem, para quando adultas, serem novamente transferidas para

frascos com meio de cultura novo.

3.3. Extracdo de DNA

As extragcdes de DNA foram feitas a partir de moscas adultas utilizando
protocolo de fenol/cloroférmio segundo Sassi et al. (2005). As manipulagdes de

acidos nucléicos foram feitas segundo Sambrook et al. (1998).

3.4. PCR e Clonagem

Para a reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) usamos o seguinte
protocolo: 200 ng de DNA gendmico adicionado a uma solugédo de 2.5 mM de
MgClz, 50 mM de KCI, 200 uM de cada desoxinucleotideo, 100 pM de cada
primer e 1,5 unidades de Taq polimerase (Gybco-BRL) em 50 ul de volume
total. Na amplificagdo das sequéncias 5’LTR-URL do retrotransposon copia de
aproximadamente 440 pb (Figura 6) foram utilizados os primers CopLTR e
CopPCS, descritos por Jordan e McDonald (1998) (Tabela 3), da seguinte
forma: um ciclo inicial a 94 °C por 5 min., seguido de 30 ciclos de 94 °C por 45
seg., 52 °C por 60 seg. e 72 °C por 60 seg., terminando com um alongamento
de 72 °C por 5 minutos.

Os amplicons foram selecionados e clonados no vetor TA Clonig® Kit
(Invitrogen). Das possiveis colbnias recombinantes foi feita extragdo de
plasmideo por lise alcalina, e os clones foram confirmados através da PCR
com primers M13F e M13R (Tabela 3), que se anelam ao vetor do kit. Logo
ap6s foram purificados com PEG 13%, NaCl 1,6M segundo protocolo descrito
por Fujioka et al. (2000).
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Figura 6: llustracdo da regido 5'LRT-URL que foi amplificada no presente trabalho. O retangulo
em amarelo refere-se ao tamanho da sequéncia obtida. Os retdngulos em verde correspondem
aregido das LTRs. Também estéo ilustradas as ORFs (Open Reading Frames) de copia: gene
gag (no retangulo laranja) e gene pol (no retangulo roxo). A regido indicada é formada pela
5'LTR-URL e as flechas mostram a orientac&o dos primers CopLTR e CopPCS que amplificam
essaregido.

Tabela 3: Seqliéncia dos primers utilizados no trabalho.

Primer Sequéncia
CopLTR 5 — CTATTCAACCTACAAAAATAACG - &
CopPCS 5 —TTACGTTTAGCCTTGTCCAT - 3
M13 Forward 5 — CTGGCCGTCGTTTTAC - &
M13 Reverse 5 — CAGGAAACAGCTATGAC - 3

3.5. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado a partir de fragmentos de DNA
dos possiveis clones, amplificados com os primers ja descritos e purificados
com PEG 13%, NaCl 1,6M em sequenciador automatico MegaBace 500 no
Laboratodrio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Santa Maria/RS.
A reacdo de terminagdo em cadeia foi gerada com o kit DYEnamic ET® (GE
Healthcare) e com os primers M13F e M13R. Ambas as fitas foram

sequenciadas.
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Inicialmente, as sequéncias de nucleotideos obtidas foram confirmadas
pelo uso do BLASTN (NCBI). As sequéncias de cada clone foram submetidas
separadamente e a analise de consenso realizada com base na confiabilidade
apresentada pelos cromatogramas obtidos, pelo uso do programa Gap 4 do
Staden Package (Staden, 1996).

3.6. Analise por Southern Blot

Para estimar o numero de sequéncias de copia em cada genoma, assim
como, obter outra forma de evidéncia da existéncia destas sequéncias nos
genomas, o DNA das diferentes espécies estudadas foram submetidas a
analise por Southern Blot.

Na analise por Southern Blot o DNA gendémico (~6 pg) foi digerido com a
enzima de restricdo EcoRIl. Os fragmentos de DNA foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e transferidos para uma membrana de
nailon (Hybond-N+ - GE Healthcare). A sonda utilizada foi o plasmideo PTZ18
contendo o elemento copia completo de D. melanogaster. A sonda foi marcada
pelo método randon-prime. A hibridizagao foi feita utilizando o Kit Alkphos ®
(GE Healthcare). Os filmes de auto-radiografia foram expostos a membrana
primeiramente durante 2 horas, e, dependendo do sinal obtido, submetidos ha

tempos maiores.

4. Resultados e Discussao

Em um primeiro momento realizamos buscas por PCR de sequéncias da
‘5LTR-URL do elemento copia, com os primers CopPCS e CopLTR, utilizando
DNA genbmico de algumas espécies do grupo willistoni. Foi utilizado como
controle para amplificagédo positiva o plasmideo contendo o elemento copia e o

DNA gendémico de D. melanogaster.
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Observamos amplificacdo positiva para duas linhagens de D. willistoni (17A2
e Wip4), além da amplificagdo em D. melanogaster (Mount & Rubin, 1985) (Figura
7). Poréem, nem todas as linhagens de D. willistoni amplificam para a regiao
investigada, podendo ser indicativo de uma distribuicdo desigual dessa sequéncia
dentro dos genomas das diferentes linhagens da espécie.

Os amplicons de D. willistoni foram clonados e as colbnias recombinantes
foram submetidas a extracdo de plasmideo. A partir das coldnias extraidas foi
realizada PCR com os primers M13F e M13R para confirmagao os clones, e os
mesmos submetidos a purificagdo com PEG 13%, NaCl 1,6M. Logo apéds os
possiveis clones foram sequenciados. Seqlenciamos ainda os produtos
purificados da PCR, com os primers CopPCS e CopLTR,.,

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram confirmadas pelo uso do
BLASTN (NCBI). Foi encontrada homologia de 95 a 98% com a regido 5’LTR-
URL de copia de D. melanogaster, reforcando a hipétese de Jordan et al.
(1999).

Empregamos uma estratégia para descartar a possibilidade de
contaminagdo: a confirmacdo das espécies pelo padrao eletroforético da enzima
Fosfatase Acida — Acph1 (Garcia et al. 2006). A técnica foi realizada no Laboratério
de Drosophila do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul — UFRGS. Além disso, as moscas foram identificadas pela genitalia
do macho. O padrdo de bandas pode ser observado na Figura 8. O resultado foi
positivo para as espécies investigadas, ou seja, descartamos a hipétese de nossas

amostras estarem contaminadas com outras espécies.
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Figura 7: Foto de gel de agarose 0,8% representando a amplificacdo da regido 5'LTR-URL de
copia (1) plasmideo PTZ18 contendo copia, (2) D. melanogaster, (3) D. willistoni Tucson Stock
Center, (4) D. willistoni 17A2, (5) D. willistoni Wip4, (6) D. paulistorum Ribeir&o Preto, (7) D.
nebulosa Santa Maria.

Figura 8: Padrdo de bandas eletroforéticas observado em gel de poliacrilamida segundo
técnica da enzima Fosfatase Acida — Acphl (Garcia et al. 2006). Em 1, 2, 3, 4, 6, 10, e 11
marcadores com espécies de estoques estabelecidos pelo Laboratério de Drosophila/UFRGS,
respectivamente: D. equinoxialis, D. tropicalis, D. willistoni Wip4, D. paulistorum Ribeirdo
Preto, D. willistoni Wip4, D. willistoni Wip4 e D. nebulosa. Em 5, 7, 8, 9 e 12 as espécies e
linhagens submetidas ao teste, respectivamente: D. willistoni POA, D. willistoni 17A2, D.
willistoni Wip4, D. willistoni Floriandpolis e D. nebulosa Santa Maria.

As mesmas espécies foram submetidas a um rastreamento por Southern Blot
para aumentar o suporte dos dados obtidos por sequenciamento. Além disso, outras
linhagens de D. willistoni e outras espécies do grupo willistoni foram adicionadas a
busca. Obtivemos sinal positivo para a maioria das espécies, porém a
similaridade das sequUéncias ndo € a mesma encontrada na amplificacdo por
PCR. Na Figura 9 podemos observar que o sinal da hibridizagdo para D.
melanogaster (3, controle positivo) € muito mais intenso do que para as

espécies do grupo willistoni (4 a 12).
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O que podemos afirmar é que as sequéncias que obtivemos com alta
similaridade ao elemento copia de D. melanogaster ndo sdo um componente
comum presentes no genoma de D. willistoni e de outras espécies do grupo
willistoni, ja que nossas analises por Southern Blot mostram claramente que
nao obtivemos um sinal de hibridizacao forte.

Vale salientar que re-hibridizamos uma membrana inicialmente
hibridizada com sondas para genes de cdépia unica (genes white e yellow) e
fomos capazes de ter um sinal de hibridizacdo positivo. Assim, se a maioria
dos individuos da populagdo possuisse uma copia do elemento copia em
alguma localizacao cromossOmica definida, seriamos capazes de detectar este
fato em nossos ensaios (Figura 10).

Algumas hipéteses foram levadas em consideragdo para explicarmos
tais resultados, ja que o fator contaminagéo foi excluido através da técnica da
Acph1, que séo:

1) Polimorfismo do elemento copia nos genomas hospedeiros. A exemplo

do que foi descrito para o elemento P em linhagens de D. sturtevanti
(subgrupo sturtevanti) (Almeida et al., 2003) diferentes grupos de
sequéncias podem coexistir num mesmo genoma, e provavelmente refletirem
a presenca de multiplas subfamilias do elemento. Isso pode ser explicado por
eventos distintos de TH (Silva e Kidwell, 2000). Além disso, a maioria das
sequéncias descritas para o elemento copia se baseiam principalmente da
regidao das LTRs, podendo ser indicativo da distribuicdo desigual desse
elemento no género Drosophila. Esta hipotese explicaria nossas
amplificagbes das LTRs em sequéncias de 95 a 98% de similaridade com
copia de D. melanogaster, e a discrepancia com a analise de Southern Blot,
pois se sequéncias polimorficas do elemento estiverem presentes nos
genomas seria possivel sua amplificagdo por PCR, mas uma deteccdo de
hibridizagdo muito fraca por Southern Blot.

2) Pequeno numero de coépias do elemento em poucos individuos da

populacdo. Outra possibilidade é que apenas alguns individuos da
populagdo, nas linhagens que apresentaram amplificagcdo por PCR,
possuam o elemento e em sitios polimérficos. Assim, seria possivel
termos um resultado positivo para PCR e negativo para Southern Blot,

uma vez que, 0 numero de coépias do elemento, ainda em sitios
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polimorficos, nao permitiria geral um sinal suficientemente forte para ser
detectado por Southern Blot.

3) A sequéncia do elemento copia num vetor. O fato da sequéncia do elemento

copia estar no genoma de um vetor é outra possibilidade. Segundo Loreto et
al. (2008) os eventos de transferéncia horizontal podem ser considerados um
dos passos primordiais para o ciclo de vida de um TE. Varios possiveis casos
de TH foram descritos para retrotransposons e alguns vetores podem ser
pecas chave para o entendimento da evolugédo de alguns genomas. O acaro
Procteolaelaps regalis, por exemplo, foi proposto como vetor especifico da TH
do elemento de P de D. willistoni para D. melanogaster (Houck et al., 1991).
Os acaros sugam e perfuram as larvas e ovos das moscas, e podem, atraves
desse mecanismo, transferir o DNA dos TEs para o hospedeiro (Loreto et al.,
2008). Bactérias simbidticas intracelulares, como Wolbachia e spiroplasmas,
também podem consideradas como possiveis vetores, uma vez que eles
vivem dentro células germinativas. Sendo assim, se o elemento copia estiver
sendo transferido horizontalmente, utilizando um vetor como intermédio,
poderiamos explicar sua amplificacdo por PCR e o baixo sinal obtido pela

hibridizagdo em Southern Blot.

Devido aos resultados controversos encontrados no presente trabalho e com
alguns os trabalhos encontrados na literatura (Biémont e Cizeron, 1999 e Jordan et
al., 1999) realizaremos novas investigacoes e analises da distribuicdo do elemento
copia no grupo willistoni, para, num primeiro momento, confirmarmos as sugestbes
das hipoteses apresentadas neste trabalho, e posteriormente podermos inferir as
relacbes filogenéticas desse elemento no género Drosophila e comparar com a

analise filogenética das espécies hospedeiras.
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Figura 9: Fotografia de Southern Blot. 1)
plasmideo PTZ18 contendo copia, 2) D.
paramediostriata (contole negativo), 3) D.
melanogaster, 4) D. willistoni Wip4, 5) D.
willistoni 17A2, 6) D. willistoni Tucson
Stock Center, 7) D. paulistorum Morro
Santana, 8) D. willistoni POA, 9) D.
paulistorum Orinocana, 10) D. paulistorum
Andino-brasileira, 11) D. insularis e 12) D.
equinoxialis.

Figura 10: Fotografia de Souther Blot. Em
1) plasmideo com inserto do gene white, 2)
plasmideo PTZ18 contendo copia, 3) D.
inmigrans*  (utilizada como controle
negativo), 4) D. melanogaster, 5) D.
nebulosa, 6) D. willistoni Wip4, 7) D.
willistoni EM1.00 white, 8) D. willistoni
Q14.F11, 9) D. willistoni Ey10.00, 10) D.
willistoni EM1.00 yellow e 11) D. willistoni
Q14.

*Argentina — coletada em 2006.
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CAPITULO 1lI

O Retrotransposon copia nos genomas disponiveis de
Drosophila: uma analise de sua distribuicdo e historia

evolutiva
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O Retrotransposon copia nos genomas disponiveis de Drosophila:

uma analise de sua distribuicdo e historia evolutiva

1. Justificativa

A divulgacado, em banco de dados on line, do sequenciamento e da analise
comparativa de doze genomas de Drosophila (Clark et al., 2007) estimulou a
investigacdo de sequéncias do elemento copia no presente trabalho. Adicionamos,
assim, uma analise in silico da distribuicdo de copia no género Drosophila utilizando
ferramentas de bioinformatica, que podera contribuir para o entendimento da

dindmica evolutiva desse elemento.

2. Objetivo Geral

O presente capitulo tem como objetivo geral ampliar as analises evolutivas
do retroelemento copia através das sequUéncias encontradas in silico nos

genomas disponiveis do género Drosophila.

2.1. Objetivos especificos

= Avaliar a distribuicdo do retrotransposon copia nos 12 genomas do género
Drosophila disponiveis em bancos de dados on line. Atualmente existem
disponiveis os genomas de: D. ananassae, D. erecta, D. grimshawi, D.
melanogaster, D. mojavensis, D. persimilis, D. pseudoobscura, D. sechellia,
D. simulans, D. willistoni, D. virilis e D. yakuba.
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» Caracterizar os elementos copia encontrados nos genomas disponiveis do
género Drosophila através da investigagdao do tamanho, numero de copias,
conservacgao e presenca de LTRs e ORFs.

= Avaliar o padrdo evolutivo dos elementos copia encontrados nos

diferentes genomas de Drosophila.

3. Materiais e Métodos

Procuramos por sequéncias completas homdlogas ao retroelemento
copia. Foram realizadas buscas nos genomas de Drosophila atualmente
disponiveis: D. grimshawi, D. virilis, D. mojavensis, D. willistoni, D. persimilis,
D. pseudoobscura, D. ananassae, D. erecta, D. yakuba, D. melanogaster, D.
simulans e D. sechellia.

Para cada espécie, buscas foram realizadas usando a ferramenta BLAT

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat;Kent, 2002), com exce¢do do genoma

de D. willlistoni, que nao estava disponivel nessa ferramenta e, onde buscas
foram feitas utilizando a ferramenta BLAST (http:/flybase.bio.indiana.edu/blast/;
Grumbling e Strelets, 2006).

A sequéncia usada como sonda foi o elemento copia completo descrito
em D. melanogaster (numero de acesso: X02599) (Mount e Rubin, 1985). Para
cada espécie, todas as sequéncias encontradas com Score > 1.000 foram

alinhadas usando o programa Clustal W (http://www.ebi.uk/clustalw; Higgins et

al., 1994). Posteriormente, a partir das sequéncias obtidas, buscamos pelas
LTRs que flanqueiam o elemento, através de blast local.

Para manipulagéo e edigdo das sequéncias foi utilizado o programa GeneDoc
2.6.001 (Nicholas e Nicholas, 1997). As sequéncias encontradas foram nomeadas
da seguinte forma: de trés a quatro letras referentes as iniciais do nome da espécie
em que foi encontrada, acrescidas de um numero para cada sequéncia diferente.

Foram realizadas buscas de possiveis ORFs em todas as sequéncias obtidas,

através do programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf) para

avaliarmos a integridade das mesmas nos diferentes genomas
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Analises filogenéticas entre as seqiéncias encontradas nos diferentes
genomas foram construidas, i) com base na sequéncia de DNA do elemento
completo, ii) a partir da sequéncia de DNA das LTRs e iii) na sequéncia de
aminoacidos que foi deduzida a partir da sequéncia de DNA, utilizando o programa
GeneDoc 2.6.001 (Nicholas e Nicholas, 1997). Para as filogenias foram utilizados
dois métodos de inferéncia filogenética: (1) Neighbor Joining (NJ) (Saitou e Nei,
1987) usando bootstrap de 1.000 réplicas no programa Mega 4.0 (Tamura et al.,
2007); (2) Maxima Parciménia (MP) com parametros default e bootstrap de 1.000
réplicas no programa Mega 4.0 (Tamura et al., 2007).

A distancia-P entre as sequéncias foi calculada pelo programa Mega 4.0
(Tamura et al., 2007).

Para andlise filogenética empregamos uma sequéncia parcial do
retroelemento copia que corresponde a posicado 2.109 a 2.647 de copia de D.
melanogaster, perfazendo um total de 539 nucleotideos. Esta parte do elemento foi
escolhida por permitir um alinhamento mais confiavel. As sequéncias de DNA com
insergcdes e delegdes, que geravam mudangas no quadro de leitura original dos
aminoacidos, foram editadas para corresponderem a cadeia de aminoacidos do

elemento copia de D. melanogaster.

4. Resultados e Discussao

O resultado das buscas por sequéncias completas de copia nos doze
genomas de Drosophila pode ser observado na Tabela 4 e na Tabela 5. Os célculos
da distancia-P entre as sequéncias de DNA e a sequéncia de aminoacidos podem
ser observados na Tabela 6. As analises por MP e NJ resultaram em arvores
com similar topologia. A arvore de NJ foi escolhida para apresentacéo, pois
apresentou maior suporte estatistico. Na Figura 12 (A e B) apresentamos as
arvores condensadas de NJ correspondentes, respectivamente, a sequéncia
de DNA e a sequéncia de aminoacidos.

No genoma de D. ananassae foram encontradas dez sequéncias relacionadas

a copia (Tabela 4). O comprimento das sequéncias variaram de 1.027 a 6.421 pb e
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em duas sequéncias (anal e ana2) foram encontradas LTRs 5’ e 3’ (Tabela 5). Vale
salientar que, de todas as diferentes sequéncias relacionadas a copia encontradas
nos genomas analisados, apenas em anal observa-se uma ORF provavelmente
completa, com 4.077 pb e codificando uma proteina de 1.358 aminoacidos, e, ainda,
TSDs de quatro nucleotideos. Segundo Ortiz e Loreto (2008), essas caracteristicas
estruturais podem ser indicativas de uma recente mobilizagdo do elemento. Outro
dado que corrobora esta hipotese é o fato de algumas sequéncias (anal, ana2,
ana3, ana4) compartilharem uma similaridade integral (100% de similaridade de
nucleotideos) (Tabela 6). Em ana9 e ana10 observamos 13,3% de divergéncia com
copia de D. melanogaster, porém, apresentam uma divergéncia de 28,9% com as
outras sequéncias relacionadas a copia no proprio genoma (Tabela 6). Em ana9 e
anal10 observamos 13,3% de divergéncia com copia, porém, uma divergéncia de
28,9% entre as sequéncias relacionadas a copia no proprio genoma (Tabela 6). Nas
sequéncias ana1, ana2, ana3 e ana4 a divergéncia das sequéncias dos aminoacidos
€ menor com relagdo aos aminoacidos do elemento copia (10,3 a 11,8%) (Tabela 6).

No genoma de D. melanogaster foram encontradas trinta sequéncias de copia
(Tabela 4), em sua maioria, compartiihando 100% de similaridade entre elas
conforme previamente descrito (Mount e Rubin, 1985).

No genoma de D. mojavensis foram encontradas quatro sequéncias
relacionadas a copia (Tabela 4), que apresentaram tamanhos variando de 2.962 a
3.752 pb (Tabela 5). Duas sequéncias (moj2 e moj3) apresentaram possiveis LTRs e
em nenhuma sequiéncia se observou ORFs completas (Tabela 5). As sequéncias
que foram utilizadas para as analises filogenéticas, moj1 e moj3, apresentaram
35,6% de divergéncia entre si e, 22,8 e 28,9%, respectivamente, com copia de D.
melanogaster (Tabela 6).

No genoma de D. persimilis encontramos seis sequéncias relacionadas a
copia (Tabela 4) variando entre 3.249 a 7.241 pb, e as sequéncias pers1, pers2 e
pers5 apresentaram provaveis LTRs (Tabela 5). Ndo encontramos nenhuma ORF
potencialmente completa. Estas sequéncias apresentam de 0 a 2% de divergéncia
se comparadas entre si e de 17,8 a 20% de divergéncia com copia de D.
melanogaster (Tabela 6). A similaridade entre as sequéncias desse genoma pode
ser um indicativo de que a mobilizagado do elemento tenha ocorrido ha pouco tempo.

No genoma de D. sechellia foram encontradas trinta e oito seqiéncias

relacionadas ao elemento copia (Tabela 4). Essas sequéncias apresentaram
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tamanhos variando de 1.033 a 5.518 pb, e seis dessas sequéncias apresentam
LTRs 5 e 3’ (sech03, sech17, sech23, sech24, sech28 e sech33), entretanto
nenhuma ORF completa foi observada (Tabela 5). Devido ao grande numero de
sequéncias obtidas no genoma de D. sechellia optamos por agrupar as sequéncias
com mais de 99% de similaridade (que corresponde a sech02, sech03, sech05,
sech06, sech09, sech10, sech12, sech13, sech14, sech17, sech23, sech29, sech33,
sech34, sech35 e sech38) para melhorar o desempenho do alinhamento e da arvore
filogenética gerada. O referido consenso de sequéncias foi nomeado como csech. O
valor de divergéncia das sequéncias desse genoma tem em média de 0 a 4,4%, com
excecao de sech21 que apresentou valores maiores. Ja com relagao a copia de D.
melanogaster, esses valores foram de 2,2 e 4,4%, com excecdo de sech21 que
apresentou divergéncia de 15,6% (Tabela 6). Ha duas evidéncias da possivel
mobilizagdo do elemento copia ocorrida provavelmente ha pouco tempo no genoma
de D. sechellia: i) o grande numero de sequéncias relacionadas ao elemento copia
de D. melanogaster encontradas nesse genoma e, ii) os valores de divergéncia entre
as sequéncias de DNA e as sequéncias de aminoacidos no préprio genoma e
comparados ao o elemento copia de D. melanogaster (Tabela 6).

No genoma de D. simulans foram encontradas vinte e trés seqiéncias
relacionadas ao elemento copia (Tabela 4). No entanto, em todas as sequéncias
encontramos diversas insercbes e as sequéncias estavam relativamente
degeneradas. Nao conseguimos encontrar LTRs, TSDs ou ORFs. Devido a estes
fatos, estas sequéncias nao foram incluidas na analise filogenética.

No genoma de D. yakuba encontramos cinco sequéncias relacionadas ao
elemento copia (Tabela 4). As sequéncias analisadas (yak1, yak2 e yak3) variam de
3.033 a 6.945 pb, sendo que yak4 e yak5 apresentaram inser¢cdes e foram
desconsideradas dessa analise. Nao encontramos LTRs e ORFs completas (Tabela
5). As sequéncias analisadas apresentaram uma divergéncia que variou de 0 a 2,2%
entre elas, e uma divergéncia de 20 a 22,2% com relagdo copia de D. melanogaster
(Tabela 6). Ja a divergéncia nas sequéncias de aminoacidos € menor, e fica entre
17,6 e 20,6% (Tabela 7).

Ndo foram encontradas sequéncias relacionadas ao elemento copia nas
espécies D. erecta, D. grimshawi, D. pseudoobscura, D. willistoni e D. virilis (Tabela
4).
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Tabela 4: Resultado das buscas de elementos relacionados a copia nos genomas de
Drosophila disponiveis segundo presenca e auséncia, e niumero de copias.

Genoma Presenca de copia (S,\l;odrg ii%%so)
D. ananassae Sim 10
D. erecta Néo -
D. grimshawi Nao -
D. melanogaster Sim 30
D. mojavensis Sim 4

D. persimilis Sim

D. pseudoobscura Nao -
D. sechellia Sim 38
D. simulans Sim 23
D. willistoni Nao -
D. virilis Nao -
D. yakuba Sim 5

Tabela 5: Resultados obtidos a partir de buscas realizadas nos genomas de Drosophila.
Descricdo da localizacdo das sequéncias, tamanho da seqUéncia (em pares de base — pb),
tamanho das LTRs 5 e 3' (em pb), tamanho da(s) ORF(s) (em pb) e tamanho da possivel
proteina (em aminoacidos — aa).

ORFs

BLAT Tamanho LTR Proteina
Espécie Sequéncia el uilng >200bp
elemento(pb)
Localizagao 5 3 5’ 3 Tamanho (pb) Tamanho
ana1 scaffold_12966 250699 257119 6421 236 335 4077 1358
1197 398
ana2 scaffold 12905 500361 505620 5260 218 237
2964 967
ana3 scaffold 5799 2819 6278 3460 - - 2562 853
ana4 scaffold 12330 1997 5102 3106 - - 2445 814
D.ananassae  ana5  scaffold 12929 684825 686816 1992 - - 1062 353
ana6 scaffold 13082 2516800 2519761 2962 - - - -
ana7 scaffold 1251 608 1634 1027 - - 905 304
ana8 scaffold 8486 517 1546 1030 - - 638 212
ana9 scaffold 12966 5202 8377 3176 - - 3150 1050
ana10 scaffold 12966 89623 92690 3068 - - 3045 1014
438 145
moj1 scaffold 4868 1713 5464 3752 - - 1047 348
966 321
375 124
D.mojavensis MOl scaffold 4386 16680 22004 5325 286 286 1725 574
609 202
, 867 288
moj3 scaffold 4623 3632 8454 4823 278 278
2757 918
moj4 scaffold 4833 1269 4230 2962 - - 1191 396
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D. persimilis

D. yakuba

D. sechellia

pers1

pers2

pers3

pers4

pers5

pers6

yak1

yak2

yak3

yak4

yak5

sech1

sech2

sech3

sech4

sech5

sech6

sech7

sech8

super_0

super_147

super_54

super_709

super_ 72

super_840

3R_random

super_10813

super_116

super_1185

super_1296

super_13516

super_1501

super_1581

super_1639

11766923

44151

425576

4212

144515

876

8480

4535719

3158777

3704122

17091729

85043

22

3451

11770732

48315

443542

8172

148445

4124

15424

4539452

3161809

4043448

17939310

1334

90209

5153

7284

1033

4231

4346

2365

3810

4165

17967

3961

3931

3249

6945

3734

3033

339327

847582

1334

5167

5132

3834

1033

4231

4346

2365

250

250

249

238

149

250

249

238

756

2514
786

510
561
1656
2304

504
633
1266

693
762
1032
1215
732
690
828

906
906
477
399

297

990
1016
333

417

357
327

261

270
180
705

153
195

924
261
441
1830

918
111
3333
801
129
192
1230
2061
107
974
279
174
3048
1113
678

1725
171

114
111
1245
252
234

251
837
261
169
186
551
767
167
210
421

230
253
343
404
243
229
275

301
301
158
132
98

329
338
110

138

118
108

86
89

234

1015

370

225

574
56

37
36
414

83
77
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sech9

sech10

sech11

sech12

sech13

sech14

sech15

sech16

sech17

sech18

sech19

sech20

sech21

sech22

super_1731

super_1833

super_18

super_209

super_209

super_2195

super_2586

super_2607

super_26

Super_2788

super_42

Super_434

Super_4601

Super_461

742555

16350

21208

173

331521

185982

1116

14176

3599

3845

747742

21107

23614

3587

2769

1327

336654

2088

187400

2691

2220

15866

3599

3845

5088

4758

2407

3587

2597

1327

5134

2088

1419

1576

2220

1691

240

239

234
192
1245
252

264
1323
2802

480
105

105
2751
447

105
153
639

411
1674
675
2223
492

783
1638
828

414
102
129

1053
105
720

2514
777

105
153
123
105
195
1230
462
480
414
108
153
195
150
138
489

1254

150
414
306
150
288
108
189

77

63
414

83

87
440
933

159
34

34
916
148

34
50
212

136
557
224
740
163

260
545
275

137
33
42

350
34
239

837
258

34
50
40
34
64
409
153
159
137
35
50
64
49
45
162

417

49
137
101
49
95
35
62
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sech23

sech24

sech25

sech26

sech27

sech28

sech29

sech30

sech31

sech32

sech33

sech34

sech35

sech36

sech37

sech38

Super_467

Super_479

Super_5484

super_57

super_57

super_67

Super_6866

Super_7249

Super_7475

Super_7595

super_80

Super_878

Super_8980

super_91

Super_932

super_92

2472

4960

2

256780

259428

95046

12794

1083

7615

10477

2024

259871

261249

100285

1782

1726

1698
1683

18035

6262

1530
2607

2289

4329

5144

5518

2023

3092

1822

5240

1782

1726

1698
1683

5242

5180

1530
2607

2289

4329

240

214

238

240

239

215

238

240

138
351
687
174
1986
939
366
321
135
156
2655
156
630
531

111
189

1230

111
153

441
414
414

111

153
1002
2241

T
117
105
285
1254
1053
480
1551

102
1317

327

2013

1995

1413
186

867
1440
129
2123
129
735
117
129
129
153
492
648
888

1812

45
116

228
57
661

312
121
106
44
51
884
51
209

176

36
62

409
36

146
137
137

36

50
333
746

258
38
34
94

417

350
159

516
33

438
108

670

664

470
61

288

479
42
707

42
244

42
42
50
163

215
295
603
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As sequéncias de LTRs 5 e 3’ encontradas (ana1, ana2, moj2, moj3,
pers1, pers2, pers5, sech03, sech17, sech23, sech24, sech28 e sech33) foram
alinhadas e o alinhamento utilizado para gerar uma arvore filogenética. Os
calculos da distancia-P para as LTRs podem ser observados na Tabela 7. As
analises por MP e NJ resultaram em arvores com similar topologia. A arvore de
NJ foi escolhida para apresentagao, pois apresentou maior suporte estatistico.
Na Figura 12-A apresentamos a arvore condensada de NJ correspondente a
sequéncia das LTRs 5’ e 3.

Os valores das divergéncias apresentadas, se compararmos as trés
metodologias — sequéncia de DNA do elemento completo, sequéncia de DNA das
LTRs e na sequéncia de aminoacidos — sdo bem distintos. Por exemplo, para
anal, a divergéncia de sua sequéncia de DNA em relagdo a copia era de
22,2% e a sequéncia de aminoacidos de 10,3% (Tabela 6). Quando
consideramos a sequéncia da regiao das LTRs esta porcentagem sobe para
54,1% (Tabela 7) com relagdo ao elemento copia de D. melanogaster. Assim,
podemos observar um fendmeno interessante: o indicativo da ocorréncia de
um processo de diferenciagcdo das sequéncias das LTRs do genoma de D.
ananassae, que estdo bem conservadas, e com mais da metade das
sequéncias diferentes das do elemento copia descrito para D. melanogaster.
Isso pode ser explicado pela regido das LTRs apresentar sequéncias que sao
responsaveis pela mobilizagdo dos TEs nos genomas hospedeiros. A diferenca
entre as sequUéncias das LTRs nas diferentes espécies sugere que elas
possam determinar a identidade do elemento e ser de grande importéncia para

o entendimento das relagdes entre os TEs e seus hospedeiros.
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4.1. Relacdes Filogenéticas do Elemento copia X Relagdes

Filogenéticas das Espécies Hospedeiras

A filogenia das sequUéncias relacionadas a copia nos genomas das
espécies de Drosophila estudadas sao coincidentes em muitos aspectos se
comparados a filogenia das espécies hospedeiras (Figuras 11 e 12).

Quando comparamos as filogenias geradas a partir das sequéncias de DNA e
das sequéncias de aminoacidos do elemento copia no genoma de D. sechellia
(Figura 11-A e B) percebemos que elas sdo muito semelhantes e se agrupam,
demonstrando coeréncia com a filogenia das espécies hospedeiras (Figura 11-C),
onde D. sechellia e D. melanogaster fazem parte do mesmo subgrupo.

A primeira incongruéncia observada na comparagao das sequéncias do
elemento copia com a filogenia das espécies hospedeiras diz respeito aos genomas
de D. yakuba e D. ananassae. As sequéncias relacionadas a copia no genoma de D.
yakuba estdo relativamente mais distantes da sequéncia do elemento copia de D.
melanogaster do que as sequéncias de D. ananassae, que estdo mais proximas
(Figura 11-A e B). Porém, na filogenia das espécies (Figura 11-C), D. yakuba esta
mais proxima de D. melanogaster (fazem parte do subgrupo melanogaster) e D.
ananassae esta mais distante, compartiihando apenas do mesmo grupo de D.
melanogaster e D. yakuba.

Uma segunda incongruéncia ocorre nas sequéncias relacionadas ao elemento
copia no genoma de D. persimilis. As seqliéncias relacionadas ao elemento copia
nesta espécie, que pertence ao subgénero Sophophora, estdo filogeneticamente
mais distantes das sequéncias relacionadas ao elemento copia das suas espécies
aparentadas e, mais proximas das sequéncias do genoma de D. mojavensis, que
pertence ao subgénero Drosophila (Figura 11-A e B). Na filogenia baseada na
sequéncia de aminoacidos (Figura 11-B) fica evidente que D. persimilis e D.
mojavensis compartilham, inclusive, de um ancestral comum das sequéncias do
elemento copia.

Outras relagbes mais complexas entre as sequéncias do elemento copia
nos diferentes genomas dificultaram a compreens&o do cenario evolutivo deste
elemento. Um exemplo disso sdo as sequéncias ana9 e anal10, de D.

ananassae, que estdo em um ramo totalmente separado das sequéncias das
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espécies com quem divide o mesmo grupo melanogaster (D. yakuba e D.
melanogaster). Outro exemplo relevante diz respeito as sequiéncias de DNA
relacionadas ao elemento copia de D. mojavensis, que agrupam proximas as
sequéncias de D. yakuba (moj1) e proximas ao clado ana9-ana10 de D.
ananassae (moj3). Quando consideramos a filogenia dos aminoacidos, essas
sequéncias (moj1 e moj3) ficam agrupadas e proximas das sequéncias de D.
persimilis, que, como ja mencionamos, sdo de subgéneros diferentes segundo
a filogenia das espécies (Figura 11-A e B). Levando em consideracdo a
discrepancia das sequéncias encontradas em D. mojavensis, podemos sugerir
que estas sequéncias possam representar familias diferentes do
retrotransposon copia encontradas no mesmo genoma, podendo também
representar um polimorfismo ancestral.

Na filogenia baseada nas sequéncias das LTRs do retroelemento copia
encontramos novos indicios de que o elemento possa ter compartilhado de um
ancestral comum nos subgéneros Drosophila e Sophophora (Almeida e Carareto,
2006) e que pode ser observado na arvore filogenética da Figura 12—-A. As
sequéncias das LTRs relacionadas ao elemento copia nos diferentes genomas
possuem graus de parentesco semelhantes a das espécies hospedeiras (Figura 12 —
A e B). Um exemplo disso € entre as sequéncias de D. sechellia e D. melanogaster,
que estdo agrupadas no mesmo clado. Em D. mojavensis as sequéncias das LTRs
separam-se das sequéncias das LTRs das espécies do subgénero Sophophora,
concordando também com a filogenia das espécies. Incongruéncias sao
encontradas nessas sequéncias, no que diz respeito a ancestralidade das espécies
hospedeiras. As sequéncias de D. ananassae, por exemplo, dividem ancestralidade
com as sequéncias de D. persimilis, que faz parte de outro grupo de espécies
(obscura) na filogenia das espécies hospedeiras (Figura 12-B).

Algumas consideragbes, porém, devem feitas no que diz respeito aos
genomas em que nao encontramos sequéncias relacionadas ao elemento copia. O
primeiro caso no subgrupo melanogaster, onde encontramos sequUéncias
relacionadas ao elemento em D. sechellia, D. yakuba e D. simulans (além de D.
melanogaster), mas ndo encontramos em D. erecta. Essa espécie (D. erecta) pode
ter sofrido perda estocastica do elemento copia se levarmos em consideragao a
transmissao vertical nas espécies relacionadas ao subgrupo melanogaster. Outro

caso parecido acontece no grupo obscura, onde encontramos sequéncias

58



relacionadas ao elemento copia no genoma de D. persimilis, mas nao encontramos
no genoma de sua espécie-irma D. pseudoobscura.

No caso de D. willistoni, ndo obtivemos sequéncias relacionadas ao elemento
copia nas buscas realizadas no genoma disponivel, contradizendo os dados de
Biémont e Cizeron (1999) para dados obtidos com experimentos de hibridizacao, e,
ainda, os dados obtidos de Jordan et al. (1999), para amplificacdo da regido da
5LTR-URL. N&o descartamos a possibilidade de a linhagem utilizada no
sequenciamento ser muito antiga, o que explicaria o fato de ndo encontrarmos
sequéncias relacionadas ao retroelemento, que pode ter “invadido” mais
recentemente esse genoma.

Portanto, das nove espécies investigadas do subgénero Sophophora,
somente em trés delas ndo encontramos sequéncias relacionadas ao elemento
copia, e nas trés espécies investigadas do subgénero Drosophila, sequéncias
relacionadas ao elemento foram encontradas apenas no genoma de D. mojavensis,
demonstrando uma distribuicdo desigual desse elemento nos genomas, e sendo
necessario, assim, uma analise mais detalhada das sequéncias encontradas para

entendermos sua histéria evolutiva em Drosophilidae.
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Figura 12: Arvore Filogenética geradas a partir de NJ, em A) Sequéncias de DNA das LTRs
do elemento copia encontradas nos genomas (bootstrap de 1000 réplicas). Em B)
Filogenia das espécies hospedeiras (modificada de http://flybase.bio.indiana.edu/blast).
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Tabela 6: Porcentagem de divergéncia de nucleotideos, calculada por distancia-P, (abaixo e esquerda na diagonal) e aminoacidos
(acima e direita na diagonal) encontrada entre as sequiéncias dos genomas e as seqiiéncias do elemento copia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1-copia 103 103 118 103 235 235 279 250 235 235 235 279 294 250 00 15 15 15 8,8 0,0 15 15 0,0 20,6 17,6 19,1
2-anal 22,2 0,0 15 0,0 221 221 250 235 235 235 235 265 294 250 103 103 11,8 118 191 103 118 118 103 221 19,1 20,6
3-ana2 22,2 0,0 15 0,0 221 221 250 235 235 235 235 265 294 250 103 103 11,8 118 191 103 118 11,8 103 221 19,1 20,6
4-ana3 22,2 0,0 0,0 15 235 235 265 250 250 250 250 279 309 265 118 118 132 118 206 118 132 132 118 235 206 22,1
5-ana4 22,2 0,0 0,0 0,0 221 221 250 235 235 235 235 265 294 250 103 103 11,8 118 191 103 118 11,8 103 221 19,1 20,6
6-ana9 133 289 289 289 289 0,0 235 265 265 279 265 279 309 279 235 235 250 250 309 235 250 235 235 265 235 25,0
7-anall 133 289 289 289 289 0,0 235 265 265 279 265 279 309 279 235 235 250 250 309 235 250 235 235 265 235 250
8-mojl 222 26,7 26,7 26,7 26,7 2272 0,0 279 162 176 162 191 235 176 279 279 294 294 368 279 294 294 279 279 26,5 27,9
9-moj3 289 333 333 333 333 26,7 222 356 235 250 235 279 250 250 250 250 235 265 324 250 265 235 250 324 324 324
10-persi 11,1 26,7 26,7 26,7 26,7 178 26,7 222 26,7 15 0,0 4,4 8,8 15 235 235 221 250 324 235 250 250 235 279 25,0 26,5
11-pers2 111 26,7 26,7 26,7 267 178 178 222 26,7 0,0 15 59 103 29 235 235 221 250 324 235 250 250 235 279 250 26,5
12-pers3 111 26,7 26,7 26,7 26,7 178 178 222 26,7 0,0 0,0 4,4 8,8 15 235 235 221 250 324 235 250 250 235 279 250 26,5
13-pers4 133 289 289 289 289 200 178 200 289 2,2 2,2 2,2 132 59 279 279 265 294 368 279 294 294 279 294 265 279
14-pers5 111 26,7 26,7 26,7 26,7 178 20,0 222 26,7 0,0 0,0 0,0 22,2 103 294 294 279 309 382 294 309 294 294 309 27,9 309
15-pers6 111 26,7 26,7 26,7 267 178 178 222 26,7 0,0 0,0 0,0 222 00 250 250 235 265 338 250 265 265 250 279 26,5 27,9
16-csech 2,2 200 200 20,0 200 156 178 244 31,1 133 133 133 156 133 133 15 15 15 8,8 0,0 15 15 0,0 20,6 17,6 19,1
17-sech04 2,2 200 200 200 200 156 156 244 311 133 133 133 156 133 133 0,0 2,9 2,9 10,3 15 2,9 2,9 15 22,1 19,1 20,6
18-sech07 44 222 222 222 222 178 156 267 289 111 111 11,1 133 111 111 2,2 2,2 2,9 10,3 15 2,9 2,9 15 22,1 19,1 20,6
19-sech08 2,2 200 200 200 200 156 178 244 31,1 133 133 133 156 133 133 0,0 0,0 2,2 10,3 15 2,9 2,9 15 22,1 19,1 20,6
20-sech1l 2,2 200 200 20,0 200 156 156 244 31,1 133 133 133 156 133 133 0,0 0,0 2,2 0,0 8,8 8,8 10,3 8,8 294 26,5 26,5
21-sech2l 156 333 333 333 333 289 156 37,8 444 267 267 267 289 267 267 133 133 156 133 133 15 15 0,0 20,6 17,6 19,1
22-sech28 44 222 222 222 222 178 289 267 31,1 156 156 156 178 156 156 22 2,2 4,4 2,2 2,2 15,6 2,9 15 22,1 19,1 20,6
23-sech30 2,2 200 200 200 200 156 178 244 31,1 133 133 133 156 133 133 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 13,3 2,2 15 20,6 17,6 17,6
24-sech3l 44 222 222 222 222 178 156 26,7 31,1 156 156 156 178 156 156 22 2,2 4,4 2,2 2,2 15,6 0,0 2,2 20,6 176 191
25-sech36 2,2 200 200 200 200 156 178 244 31,1 133 133 133 156 133 133 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 13,3 2,2 0,0 2,2 74 103
26-yak1l 200 311 311 311 31,1 26,7 156 200 378 244 244 244 222 244 244 222 222 244 222 222 356 244 222 244 222 2,9
27-yak2 222 333 333 333 333 26,7 267 222 356 267 26,7 26,7 244 26,7 26,7 244 244 26,7 244 244 378 26,7 244 26,7 244 2,2
28-yak3 200 311 311 311 31,1 26,7 267 200 378 244 244 244 222 244 244 222 222 244 222 222 356 244 222 244 222 0,0 2,2
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Tabela 7: Porcentagem de divergéncia de nucleotideos, calculada por distancia-P, encontrada entre as seqUéncias das LTRs de copia

dos genomas e as seqUéncias do elemento copia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1-copiaL TR
2-ana2-5’ 53,6
3-ana2-3’ 530 22
4-anal-5’ 541 44 2,2
5-anal-3’ 541 55 3,3 1,1
6-moj2-5’ 569 575 575 580 58,0
7-moj2-3’ 569 575 575 580 580 0,0
8-moj3-5’ 525 564 564 575 575 17,1 17,1
9-moj3-3’ 530 569 56,9 580 580 16,6 16,6 0,6
10-sech3-5' 5,0 525 519 530 530 580 580 541 54,7
11-sech3-3' 66 514 508 51,9 519 575 575 536 541 17
12-sech17-5’ 5,0 525 51,9 530 530 580 580 541 547 0,0 1,7
13-sech17-3’ 55 530 525 536 536 575 575 536 541 0,6 2,2 0,6
14-sech28-5’ 50 525 519 53,0 530 580 580 541 547 0,0 1,7 0,0 0,6
15-sech28-3’ 5,0 525 51,9 530 530 580 580 541 547 0,0 1,7 0,0 0,6 0,0
16-sech23-5’ 50 525 519 53,0 530 580 580 541 547 0,0 1,7 0,0 0,6 0,0 0,0
17-sech23-3’ 5,5 530 525 536 536 575 575 536 54,1 0,6 2,2 0,6 0,0 0,6 0,6 0,6
18-sech24-5’ 50 525 519 53,0 530 580 580 541 547 0,0 1,7 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,6
19-sech24-3’ 5,0 525 51,9 530 53,0 58,0 58,0 54,1 54,7 0,0 1,7 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0
20-sech33-3’ 61 530 525 536 536 586 586 547 552 11 2,8 1,1 1,7 1,1 1,1 1,1 1,7 1,1 1,1
21-sech33-5’ 5,0 525 51,9 530 530 580 580 541 547 0,0 1,7 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 1,1
22-persl-5 453 39,8 392 392 392 503 503 453 459 448 431 448 453 448 448 448 453 448 448 453 4458
23-pers1-3’ 453 39,8 39,2 39,2 39,2 503 503 453 459 448 43,1 448 453 448 448 448 453 448 448 453 448 0,0
24-pers2-5’ 453 398 39,2 392 392 503 503 453 459 448 431 448 453 448 448 448 453 448 448 453 448 0,0 0,0
25-pers2-3’ 46,4 40,3 398 398 39,8 50,3 503 453 459 459 442 459 464 459 459 459 464 459 459 464 459 11 1,1 1,1
26-pers5-5’ 459 398 39,2 392 392 508 508 459 464 453 436 453 459 453 453 453 459 453 453 459 453 0,6 0,6 0,6 0,6
27-pers5-3’ 459 398 392 392 392 508 508 459 464 453 436 453 459 453 453 453 459 453 453 459 453 0,6 0,6 0,6 0,6 0.0
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CAPITULO IV

Consideracdes Finais e Perspectivas
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1.

Consideracg0Oes Finais e Perspectivas

Referentes ao Capitulo Il

Devido aos resultados controversos encontrados no presente trabalho em

relacdo a alguns trabalhos encontrados na bibliografia (Biémont e Cizeron, 1999 e

Jordan et al., 1999), novas investigagcées serdo necessarias. Pretendemos testar as

hipoteses que levantamos com relagao as discrepancia entre nossos resultados de

PCR e Southern Blot da seguinte forma:

Hipotese 1: “Se existirem divergéncias entre a regido da 5’LTR-URL e outras
regides do elemento”. Para testarmos esta hipotese pretendemos desenhar
primers degenerados para regides da TR do elemento copia usando as

sequéncias obtidas no capitulo Ill.

Hipotese 2: “Pode existir um polimorfismo de numero de cépias e sitios de
insercdo nas populagdes que amplificam por PCR, sendo que poucos
individuos apresentam o elemento”. Para testar esta hipotese, faremos 50

isolinhagens e testaremos todas estas isolinhagens por PCR.

Hipotese 3: “O elemento copia poderia estar no genoma de um vetor
(Wolbachia ou spiroplasma)’. Esta hipotese é mais dificil de testar,
entretanto, alguns antibidticos e tratamento com frio sdo descritos como

capazes de eliminar estes endoparasitas.

Acreditamos que estes ensaios se fazem necessarios para podermos resolver

as inconsisténcias entre nossos dados de PCR e Southern com os dados da

literatura.
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2.

Referentes ao Capitulo IlI

Pretendemos ampliar os dados das buscas realizadas nos doze genomas

disponiveis, a principio com algumas estratégias:

Realizando novas buscas, e utilizando como sonda as sequéncias obtidas
nas primeiras buscas. Como descrito, as buscas foram feitas somente com a
sequéncia do elemento copia de D. melanogaster. Imaginamos que, ao
ampliar as buscas, empregando as sequéncias ja obtidas, novas sequéncias
podem ser encontradas, o que poderia refinar nossa analise filogenética.
Realizarmos testes de dS e dN (divergéncias encontradas em sitios
sinbnimos e nao-sinbnimos, respectivamente) pois se o elemento copia foi
transmitido de uma espécie para outra por TH, é esperado que o dS de copia
entre as espécies seja significativamente menor que os dS encontrado para
genes nucleares, refletindo o menor tempo de divergéncia das sequéncias em
relagao a sequiéncia ancestral.

Ampliar as analises das LTRs.
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