UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIODIVERSIDADE ANIMAL

HISTORIA EVOLUTIVA DOS ELEMENTOS homol
E howilli2 DE ESPECIES DE DROSOFILIDEOS
NEOTROPICAIS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Larissa Paim Bernardo

Santa Maria, RS, Brasil
2013



HISTORIA EVOLUTIVA DOS ELEMENTOS homol E howilli2
DE ESPECIES DE DROSOFILIDEOS NEOTROPICAIS

Larissa Paim Bernardo

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pos Graduacao
em Biodiversidade Animal, Area de Concentracio em Biologia Evolutiva de
Elementos Transponiveis, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial da obtencao do grau de
Mestre em Biodiversidade Animal

Orientador: Prof. Elgion Lucio da Silva Loreto

Santa Maria, RS, Brasil.
2013



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Gerac&do Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Bernardo, Larissa Paim

Histéria evolutiva dos elementos homol e howilli2 de
espécies de drosofilideos Neotropicais / Larissa Paim
Bernardo.-2013.

69 p.; 30cm

Orientador: Elgion Lucio da Silva Loreto

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de
Pés-Graduagdoc em Biodiversidade Animal, RS, 2013

1. Transposon 2. hATs 3. Evolucd3o gendmica 4.
Drosophilideos I. Loreto, Elgion Lucio da Silva II. Titulo.

© 2013

Todos os direitos autorais reservados a Larissa Paim Bernardo. A reproducéo de partes ou do
todo deste trabalho s6 poderé ser feita mediante a citacdo da fonte.

E-mail: larissap.bernardo@gmail.com




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de Pos-Graduacéio em Biodiversidade Animal

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertagdo de Mestrado

HISTORIA EVOLUTIVA DOS ELEMENTOS komol E howilli2 DE
ESPECIES DE DROSOFILIDEOS NEOTROPICAIS

elaborada por
Larissa Paim Bernardo

Como requisito para a obteng¢do do grau de
Mestre em Biodiversidade Animal

COMISSAO EXAMINADORA:

4 T ,./ .
Elgion Luci6 da Silva Loreto

(Presidente/Orientador)
./')
%\ﬁl AanO zﬂ
Fabiano Torre (Uﬁé?n’vﬁa)
%zﬁchen (UFSM)

Santa Maria, RS, Brasil
2013



A0s meus pais.

Ao professor Fabiano Torres.



Agradecimentos

Um agradecimento especial ao professor Elgion, pela acolhida e
credibilidade junto ao seu laboratério.

A CAPES e CNPq, pelo apoio financeiro para a execucéo do trabalho.

A familia Labdros, amigos e colegas que tiveram paciéncia e bom humor
em todos 0os momentos desde que ingressei no LabDros.

Aos Professores da graduacdo na Unipampa pelos ensinamentos, pelo
incentivo de permanéncia no meio académico, e principalmente, por instigarem
minha curiosidade e despertarem em mim o poder do questionamento.

Aos colegas de graduagdo que seguiram seus caminhos, mas sempre estao
presente na pessoa que eu me tornei.

Ao amigo Daniel Graichen que esteve presente desde a elaboracdo do
projeto, e que sempre contribuiu de forma positiva em minha formacéo.

Ao meu Professor de inglés, Ptolomeu Palma, da querida escola Study
English.

E a minha querida familia familia, em especial aos meus pais amados,
pelo apoio psicolégico, afetivo, fisico e financeiro. A ti Pai, pelo exemplo, pela
confianca, por mostrar o caminho. E a ti Mae, pelo apoio e incentivo a buscar
sempre o0 aperfeicoamento profissional.

Agradeco aos demais amigos e familiares por entenderem a minha
caminhada e me incentivarem sempre.



“Nada ¢ mais fatal para o progresso da mente
humana do que achar que nossas visbes da
ciéncia sdo definitivas, que nossos triunfos sao
completos, que ndo h& mistérios na natureza, e
que nao ha mundos novos a conquistar.”

[Humphry Davy]



RESUMO
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HISTORIA EVOLUTIVA DOS ELEMENTOS homol E howilli2 DE
ESPECIES DE DROSOFILIDEOS NEOTROPICAIS

Autor: Larissa Paim Bernardo
Orientador: Elgion Lucio da Silva Loreto
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 01 de margo de 2013

Elementos transponiveis (TEs) sdo fragmentos de DNA que podem se mover dentro e
entre genomas, causando grande impacto na evolucdo dos organismos. A superfamilia hAT
pertence a classe Il, subclasse | dos TEs e apesar de originalmente terem sido descritos em
insetos e plantas, hoje se sabe que esses elementos possuem uma ampla distribuicdo e séo
diversos em muitos grupos de organismos superiores. Estudos filogenéticos demonstram que
esta superfamilia € muito antiga e que sua ocorréncia nesses grupos pode estar relacionada a
eventos de transferéncia horizontal (TH). Este trabalho foi realizado com a finalidade de
estimar possiveis casos de TH entre elementos hATs. Os elementos homol e howilli2,
descritos por Ortiz e Loreto em 2009, nas espécies D. willistoni e D. mojavensis, foram
buscados nos genomas de Drosophila Neotropicais por meio de PCR com primers
degenerados, e por se tratarem de elementos muito similares e descritos em espécies
distantemente relacionadas, foi sugerido que esses elementos poderiam estar sendo
transmitidos horizontalmente. Das 34 espécies analisadas, houve amplificagdo em 18, e esses
elementos apresentaram uma distribuicdo descontinua e incongruéncias com a filogenia das
espécies hospedeiras, 0 que sugere eventos de TH. Além disso, a estimativa de divergéncia
das sequéncias encontradas revelou que esses elementos sdo ou foram ativos muito
recentemente nos genomas em que foram investigados. Sendo assim, nossos resultados
demonstram que esses elementos podem estar em processo de expansdo nos genomas de
drosofilideos Neotropicais devido a grande quantidade de eventos de TH que foram

observados.

Palavras-chave: Transposon. hATs. Evolugdo gendmica. Drosophilideos.



ABSTRACT
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SPECIES drosophilids NEOTROPICAL

Autor: Larissa Paim Bernardo
Orientador: Elgion Lucio da Silva Loreto
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 01 de margo de 2013

Transposable elements (TEs) are DNA fragments that can move within and between genomes
causing great impact on the evolution of organisms. The hAT superfamily belongs to class I,
subclass | of TEs and despite having originally been described in insects and plants, it is now
known that these elements have a wide distribution and are diverse in many groups of higher
organisms. Phylogenetic studies show that this superfamily is very ancient and its occurrence
in these groups may be related to events of horizontal transfer (HT). This work was performed
in order to estimate possible cases of hATs elements' HT. The elements homol and howilli2
described by Ortiz and Loreto in 2009 in D. willistoni and D. mojavensis species were
searched in Neotropical Drosophila genomes using PCR with degenerate primers and because
they are very similar elements and described in distantly related species, it was suggested that
these elements might be being transmitted horizontally. Amplification was detected in 18 of
the 34 species analyzed and these elements showed a patch distribution and incongruities with
the TEs and host species’ phylogeny, suggesting possible cases of HT. In addition, the
estimated divergence of sequences found showed that these elements are or recently were
active in the genomes that were investigated. Thus, our results demonstrate that these
elements could be in an expansion process in Neotropical drosophilid genomes due to the

large amount of HT events observed.

Key words: Transposon. hATs. Genomic evolution. Drosophilids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diversidade e Utilizacdo de Drosofilideos em Estudos Evolutivos com Elementos
Transponiveis (TES)

O Brasil estd no topo da lista dos paises megadiversos, sendo detentor de 70% da
diversidade biolégica do mundo, juntamente com mais 16 paises. O conceito de
megadiversidade é baseado no numero total de espécies de um pais e no grau de endemismo
ao nivel da espécie e em niveis taxondmicos mais elevados, segundo dados do Centro
Mundial de Monitoramento da Conservacao (Ultimo acesso em 29 de abril de 2013 pelo site:
http://www.environment.gov.au/soe/2001/publications/theme-reports/biodiversity/biodiversity
01-3.html). Em um estudo recente, estimou-se que deve existir atualmente em torno de 8,7
milhGes de espécies de animais no mundo (Mora et al., 2011), e insetos representam cerca de
5 milhdes de espécies descritas (Goston KJ, 1991). A familia Drosophilidae é uma das mais
de 120 familias de insetos que compdem a Ordem Diptera, e encontra-se entre as mais
diversas e amplamente distribuidas, com 4.100 espécies classificadas ao longo dos 76 géneros
(Bachli, 2011). Dentre todos os géneros alocados nesta familia, Drosophila é considerado o
mais abundante, com cerca de 1,162 espécies segundo Bachli (2011) das quais 181
apresentam registro para o Brasil segundo Gottschalk et al. (2008).

Drosofilideos vém sendo utilizados hd mais de um século como um excelente modelo
para estudos genéticos e evolutivos, devido a facilidade e baixo custo de manutencéo, e a
descoberta de elementos transponiveis (TES) como principais componentes gendmicos do
grupo (cerca de 12%) e como agentes causadores de variagdes morfologicas. Nas ultimas
décadas, os estudos com TEs tem se tornado frequentes e facilitados pela disponibilidade de
genomas sequenciados desse grupo. Esses elementos parecem explicar muitas variagoes
morfologicas em Drosophila, tais como a do loco white que afeta a cor do olho; e o elemento
P causador da sindrome conhecida como disgenesia hibrida, que gera variacdes genéticas, tais
como modificagfes no nimero de cerdas abdominais em Drosophila melanogaster (Daniels
et al., 1990b). Neste sentido, desde a descoberta dos TEs varios estudos vém sendo feitos a
fim de esclarecer questdes relacionadas com sua influéncia no genoma hospedeiro utilizando

especies de Drosophila como modelo no entendimento de processos evolutivos (Depra et al.,
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2009; Feschotte e Pritham 2006). Sabe-se que em seu processo de transposi¢do, os TEs
podem promover mudangas estruturais significativas, como: rearranjos cromossomicos,
modificagdes nos padrGes epigenéticos de regulacdo, além da geracdo de variabilidade
genética, novos genes e, consequentemente, inovagdes bioldgicas (Feschotte e Phrithan,
2007). Desta maneira, é interessante saber como eles interagem e influenciam na evolugédo dos
genomas, e a busca de evidéncias do envolvimento desses elementos em processos evolutivos

faz-se necessaria.

1.2 Elementos Transponiveis (TES)

Elementos transponiveis (TEs, do inglés Transposable Elements) sdo definidos como
sequéncias de DNA que possuem capacidade para mudar sua localizagdo no genoma (Capy,
1998). Eles foram descobertos por Barbara McClintock em 1940 em estudos com milho, mas
foram totalmente ignorados por muito tempo. Ao longo das ultimas décadas eles foram
atraindo a atencdo de cientistas, e 0 aparecimento constante de novos genomas sequenciados
revela que eles s@o os principais componentes do genoma de muitos organismos: 12% em
Drosophila, 45% em seres humanos, 50% no milho e cerca de 90%, em algumas plantas
(Flavell, 1986; SanMiguel et al., 1996; Kidwell e Lish, 1997; Bennetzen, 2000; Biémont e
Vieira, 2006), com apenas algumas excecdes (Pritham, 2009; Wicker et. al., 2007; Loreto et
al., 2007). Na década de 80 os TEs foram redescobertos, e verificou-se que sdo geradores de
mutacdes espontaneas em Drosophila (50% das mutagdes) e em milho (10% das mutacdes)
(Finnegan, 1992, Kazazian, 1998).

Esses TEs apresentam grande variabilidade em sua estrutura, mecanismo de replicagéo
e sequéncias de nucleotideos, e essa variabilidade possibilita sua classificacdo em classes,
subclasses, ordens, superfamilias, familias e subfamilias de acordo com o mecanismo de
transposicao, estrutura molecular e grau de similaridade de suas proteinas (Wicker et al.
2007). Muitos TEs estdo presentes no genoma como copias autdbnomas completas (ou
candnicas), que produzem as enzimas necessarias para sua transposicdo, entretanto podem
ocorrer copias nao autbnomas, que sdo elementos sem sequéncias de codificacdo da
transposase, que sao mobilizados por elementos autbnomos. Também pode ocorrer sequéncias
degeneradas conhecidas como reliquias (do inglés relics). Algumas evidéncias indicam que

copias completas e internamente deletadas sdo aquisi¢fes recentes dos genomas, enquanto 0s
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“relics” sdo componentes antigos, normalmente degenerados, defectivos e até recentemente
considerados imdveis.

Apesar dessa ampla diversidade de formas com que se apresentam os TES enguanto
componentes genémicos, duas caracteristicas os distinguem dos demais (Hua-Van et. al.,
2011; Wicker et. al., 2007): a capacidade de mobilizagéo e auto-replicacdo em alguma fase de
sua existéncia. Dessa forma a evolucdo desses elementos ocorre de forma independente nos
genomas promovendo alteragdes competitivas entre os TES e 0 genoma e entre copias de TES
gue habitam um mesmo genoma. O resultado dessas interacfes pode promover competicdes
entre copias de TEs. Aqueles que sdo capazes de produzir mais cdpias possuem melhores
chances de invadir novos genomas em comparacdo com aqueles que raramente sofrem
duplicacdo (Hua-Van et. al., 2011).

1.3 Evolugéo dos TEs

Em seu processo de transposicdo os TEsS podem promover mudancgas estruturais
significativas, como: rearranjos cromossdmicos, modificacdes nos padrdes epigenéticos de
regulacdo, além da geracdo de variabilidade genética, participam na formacéo de novos genes
e, consequentemente, inovagoes bioldgicas (Feschotte e Phrithan, 2007). E essas modificacGes
causadas por TEs nos genomas exercem influéncia na evolucdo dos hospedeiros, sendo eles,
portanto uma fonte de variabilidade genética. Mas para entendermos como esses processos
ocorrem devemos compreender um pouco da dindmica, origem, regulacdo e como suas

sequéncias sdo mantidas ou eliminadas do genoma hospedeiro (Figura 1).
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Figura 1 — Representa¢do esquematica da dindmica evolutiva dos TEs.

Silva e et al. (2004) e Loreto et al. (2008) descrevem alguns eventos de origem de TEs
nos genomas, tais como por eventos de mutacdo; recombinacdo de sequéncias presentes no
genoma ancestral; transferéncia vertical (TV), ou seja, heranca genética e/ou ancestralidade;
ou ainda por transferéncia horizontal (TH), que é a capacidade de invadir genomas sem ser
por ancestralidade. Se apds a origem esses elementos ndo forem eliminados rapidamente,
deve ocorrer uma répida proliferacdo de copias do elemento no genoma, e esse aumento no
namero de copias pode evitar que eles sejam eliminados por processos naturais. Além disso,
eles podem se diversificar e todas as interagdes que se estabelecem posteriormente ao
surgimento sdo fundamentais para a sobrevivéncia tanto dos TEs como para o hospedeiro
(Capy et al., 1998). A colonizagdo e como esses elementos afetam os genomas dependem de o
guanto o elemento é invasivo, ou seja, do quanto eles interagem e afetam os genomas
hospedeiros. Se este elemento possui uma capacidade de transposigéo elevada, ele pode vir a
aumentar o numero de copias, podendo dificultar os mecanismos de silenciamento dos
hospedeiros, mas o sucesso da invasdo depende das caracteristicas do genoma hospedeiro, dos
fatores ambientais e a interacdo de todos esses fatores (Pinsker et al., 2001). Portanto, 0
sucesso da colonizacdo é extremamente influenciada pela capacidade de mobilizacédo, e esta
se torna vital, pois com o passar do tempo cdpias imoveis podem acumular mutacdes

favorecendo o estabelecimento de mecanismos epigenéticos de silenciamento por parte do
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hospedeiro podendo causar a eliminacdo das sequéncias por a¢ao da selecdo natural (Almeida
e Carareto, 2005), ou, observando de forma mais ampla, esses processos ocorrendo durante
milhGes de anos sdo marcados por eventos que levam a geracdo de copias ndo autbnomas ou
degradacéo das sequéncias (Ortiz et al., 2010).

Diversos autores descrevem eventos que impedem a degradacdo dos TEs no genoma
hospedeiro. Por exemplo, a ocorréncia de eventos que promovem a perda de alelos
codificadores das proteinas repressoras da transposicdo, que sdo produzidas pelo hospedeiro
(Pelisson et al., 1994); ativacdo de TEs que foram silenciados anteriormente por eventos de
recombinacdo ectopica entre elementos (Jordan e McDonald, 1998); a domesticacdo dos
elementos de forma que venham a desempenhar alguma funcdo que beneficie a espécie
hospedeira (originando os denominados neogenes) (Pinsker et al., 2001); ou ainda pode
ocorrer eventos de transferéncia horizontal (TH), de modo que sequéncias de TEs invadam
genomas que ainda ndo possui mecanismo de defesa, evitando que sofram inativagéo vertical
(Flavell et al., 1999).

1.4 Transferéncia Horizontal (TH)

A TV de material genético por meio de reproducdo entre organismos aparentados é um
processo comum e amplamente aceito pela comunidade cientifica. No entanto, estudos
recentes sugerem que, aléem da TV, os organismos também vém adiquirindo informacéo
genética por meio de TH (Keeling e Palmer 2008; Schaack et al., 2010; Wallau et al., 2012).
TH é um evento comum entre espécies bacterianas (Gogarten Townsend e 2005), entretanto é
um fendmeno raro em eucariontes multicelulares, mas dos muitos casos relatados, os TES vém
sendo apontados como 0s principais responsaveis.

Descobertas crescentes de ocorréncia de TEs em genomas eucariontes, e a abundancia
deles nos genomas vém sendo relacionada a crescente descoberta de casos de TH, visto que
esses eventos sdo essenciais e muito comuns na dindmica evolutiva de TEs, participando
diretamente da origem e da colonizacéo desses elementos nos genomas, € evitando que os eles
sejam eliminados por selecdo natural e/ou deriva genética (Le Rouzic e Capy 2005; Venner et
al., 2009; Hua-Van et al., 2011, Schaack et al., 2010; Pinsker et al., 2001; Wallau et al.,
2012). Devemos notar que para a espécie hospedeira, a invasdo dos TES nos genomas pode

ser prejudicial ou benéfica: Prejudicial quando é capaz de gerar mutacfes, ou quando esses
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TEs apresentam uma alta taxa de transposic¢do, de forma que o nimero de cOpias aumenta
rapidamente no genoma hospedeiro e ocorre a geragdo de rearranjos cromossomicos ou
mutacdes deletérias ao hospedeiro (Le Rouzic e Capy, 2005, McVean 2010); Benéfica quando
a invasdo possibilita a geracdo de variacfes geneticas ao acaso, como um embaralhar de genes
que pode levar ao o desenvolvimento de novas fungdes (Pace et al., 2008; Thomas et al.,
2010).

Identificar casos de TH é dificil, pois € necessario considerar todas as caracteristicas
intrinsecas do ciclo de vida de TE (Cummings 1994; Capy et al., 1998; Wallau et al., 2012).
Entretanto, desde que TH foi descrita pela primeira vez, muitos autores tém sugerido
diferentes abordagens para inferir ocorréncia desses eventos, tais como: condi¢cdes minimas
de sobreposicdo geografica (atual ou passada), temporal e ecoldgica entre as espécies
doadoras e receptoras de um TE (Loreto et al., 2008); alta similaridade de sequéncias dos
elementos de espécies pouco relacionadas (Daniels et al., 1990a, b; Robertson and Lampe,
1995; Brunet et al., 1999); incongruéncia entre a filogenia do TE e da espécie hospedeira
(Silva et al., 2004, Robertson and Lampe, 1995; Terzian et al., 2000; Almeida e Carareto,
2005); distribuicdo irregular de um TE em um grupo de espécies (Daniels et al., 1990a, b;
Loreto et al., 2001); e a comparacédo das taxas de evolugdo neutra das sequéncias dos TEs e
dos genes hospedeiros (Silva e Kidwell 2000; Lerat et al., 2000; Loreto et al., 2008; Wallau et
al., 2012).

Para discernir casos de TH e fases naturais do ciclo de vida dos TEs, Wallau e
colaboradores (Wallau et al., 2012) sugeriram um teste de hipoteses que compara as taxas de
substituicdo sindnimas das sequéncias de TEs e de genes hospedeiros, bem como observa o
viés de codons (codon usage bias — CUB) dos TEs e dos genes das especies hospedeiras
(Figura2).
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Figura 2 — Uma representagdo esquemaética de um teste de hipdtese para discernir entre transferéncia
horizontal e as fases naturais do ciclo de vida de elementos transponiveis. Siglas — TE: elemento
transponivel; FE: filogenia da espécie; FTE: filogenia do elemento transponivel; Ds: taxa de substitui¢fes
sinbnimas; GE: gene da espécie hospedeira; CUB: codon usage bias; TH: transferéncia horizontal; TV:
transferéncia vertical.

1.5 Classificacéo

Em 1989, Finnegan propds o primeiro sistema de classificacdo de elementos
transponiveis, que distinguiu duas grandes classes por meio de seu intermediario de
transposicdo: RNA (elementos da classe | ou retrotransposons) e DNA (elementos da classe |1
ou transposons), e hoje esses termos ainda sdo utilizados para distinguir as classes de TEs.
Capy em 1998 em seu livro Dynamics and Evolution of Transposable Elements descreve a
classificacdo dos TEs em nivel de classe, subclasse, superfamilia, familia e subfamilia. Ele

distinguiu as subclasses através da estrutura molecular dos TEs — presenca/auséncia de
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dominios e/ou assinaturas; superfamilias pela similaridade de seus motivos ou assinaturas;
familias como elementos que possuem 30-50% de similaridade entre suas sequéncias de
aminoacidos; e subfamilias como elementos que possuem 50-70% de similaridade das
sequéncias de aminoacidos. Os elementos MITEs foram classificado separadamente por
apresentarem mecanismo de transposic¢do desconhecido.

Em 2007, Wicker e colaboradores propuseram um sistema unificado de classificacdo
dos TEs, onde alguns niveis de classificacdo foram mantidos (subclasse, superfamilia, familia,
subfamilia), porém com modificacbes de seus critérios de definicdo, e outros foram
adicionados (ordem - leva em consideragdo o mecanismo de insergdo, organizagdo geral e
enzimologia). O autor distingue duas classes: Classe | possuem um mecanismo de
mobilizacdo que utiliza duas enzimas transcritas pelos elementos: transcriptase reversa (RT,
do inglés Reverse Transcriptase) e integrase (IN). O RNA mensageiro (MRNA) do TE €
transcrito pela maquinaria de transcricdo do hospedeiro, apos, 0 mMRNA ¢é revertido para DNA
pela enzima transcriptase reversa e, em seguida, o fragmento de DNA é inserido em outra
regido do genoma pela enzima integrase (Figura 3). J& nos da Classe Il somente uma enzima
chamada transposase retira o elemento de uma regido do genoma e o insere em outra. Os TEs
da classe Il séo subdivididos em duas subclasses que distinguem elementos que copiam-se e
inserem-se em outro sitio (copia-e-cola), dos que recortam-se e inserem novas copias em
outros sitios (recorta-e-cola). Também reflete o nUmero de cadeias de DNA que sdo cortadas
durante a transposicdo do TE (Wicker et.al., 2007). Apesar das diferencas nos mecanismos de
transposicao, a integrase de alguns elementos de RNA e a transposase de alguns elementos de

DNA provavelmente tém uma origem comum (Capy et al., 1998).
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Figura 3 — Mecanismo de transposi¢do dos elementos transponiveis. A) mecanismos de transposicao dos
elementos da classe I. B) mecanismos de transposicao dos elementos da Classe Il. Tesoura representa a
enzima transposase. Figura modificada de Almeida e Carareto, 2005.
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1.6 Superfamilia hAT

A superfamilia hAT pertence a classe I, subclasse | dos TES e seu home originou-se
dos iniciais das trés primeiras familias de elementos descritos que compuseram a
superfamilia: hobo (Insetos), Ac e Tam3 (em plantas) (Warren et al. 1994). Apesar de
originalmente terem sido descritos em insetos e plantas, respectivamente, hoje sabe-se que
esses elementos possuem uma ampla distribuicdo e diversidade em diversos grupos de
organismos, tais como fungos (Kempken e Kick 1996), nematodes (Bigot et al., 1996),
peixes (Koga et al., 1996) e humanos (Esposito et al., 1999). Todos possuem como
caracteristicas comuns da superfamilia geracdo de um sitio de duplicacdo de 8pb (TSDs — do
inglés Target Site Duplications) decorrente do processo de transposicdo; presenca de uma
curta repeticdo terminal invertida (TIRs — do inglés Terminal Inverted Repeats) de
aproximadamente 5-27pb; e similaridade de sequéncias limitada que pode ser observada
principalmente em algumas sequéncias de aminoacidos que sdo motivos da transposase (Capy
et al.,1998; Ortiz et al., 2010).

Os resultados de estudos filogenéticos realizados a partir de analises de sequéncias de
elementos hATs sugerem que essa superfamilia € muito antiga e sua ocorréncia em grupos de
organismos superiores (plantas, animais e fungos) pode estar relacionada a eventos de
transferéncia horizontal (Rubin et al., 2001).

Recentemente analises dos dominios conservados de varios elementos dessa
superfamilia possibilitaram o agrupamento de seus membros em duas grandes familias: Ac e
Buster (Arensburger et al., 2011).

Ortiz e Loreto em 2009, através de analises in silico dos 12 genomas de Drosophila
sequenciados, identificaram 37 novos elementos hATs, que foram descritos e agrupados em
quatro diferentes familias: Homo, Herves, Hobo e Hopso, e muitos desses foram classificados
como potencialmente ativos. Além da descri¢do de diversos elementos, esse estudo levantou
guestdes interessantes sobre o relacionamento filogenético de varios elementos descritos, pois
cdpias encontradas nos genomas de espécies nao aparentadas foram altamente similares e seus
agrupamentos ndo refletiam a histéria evolutiva de seus hospedeiros. Foi o caso dos
elementos hosimery (Depra et al., 2010), harrow (Mota et al., 2010) e dos elementos homo1l e
howilli2 investigados nesse estudo. A analise dos elementos harrow e hosimery revelou que
esses elementos sdo ou foram ativos recentemente, bem como estdo em processo de

colonizacao dos genomas devido a grande quantidade de eventos de TH observados.
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1.7 Elementos homol e howilli2

Os elementos homol e howilli2 foram descritos por Ortiz e Loreto em 2009 nos
genomas de D. mojavensis e em D. willistoni, respectivamente, e assim como os elementos
harrow (Mota et al., 2010) e hosimery (Depré et al., 2010), eles também sdo muito similares,
ocorrem em espécies de subgéneros distantemente relacionadas e podem estar em processo de
expansdo de nimero de copias nos genomas de varias espécies de Drosophila. Foram 16
copias descritas no genoma de D. mojavensis e sete em D. willistoni, dois potencialmente
ativos nos genomas de cada espécie (Ortiz et al., 2010). Esses elementos variam quanto ao
tamanho de suas sequéncias, o tamanho de suas TIRs e 0 tamanho de seus TSDs (Figura 4).
Entretanto o elemento completo de homol apresenta aproximadamente: 2,817pb de tamanho,
TIRs de 13pb, TSDs de 8pb e codifica uma proteina com 605 aminoacidos; e howilli2
apresenta aproximadamente: 2,847pb de tamanho, TIRs de 13pb, TSDs de 8pb e codifica uma
proteina com 566 aminoacidos. Ambos 0s elementos sdo potencialmente ativos nas espécies

de D. mojavensis e D. willistoni (Ortiz e Loreto, 2009).

homol

13pb
,_ll_\ 13,1)b D. mojavensis

8pb 8pb

100 ym

howilli2

13pb

D. willistoni

5°-UTR Transposase

codifica uma proteina com 566 aminoacidos
8pb 8pb

Figura 4 — Representagdo esquematica dos elementos homol e howilli2.
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Como esses elementos sdo muito similares e foram descritos em espécies
distantemente relacionadas, a questdo é: Como sera a distribuicdo desses elementos nas
espéecies Neotropicais? Esses elementos estdo sendo transferidos verticalmente ou

horizontalmente?

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

Analisar a historia evolutiva dos elementos homol e howilli2 em espécies de

Drosophila Neotropicais.

1.8.2 Objetivos especificos

e Investigar sequéncias homdlogas dos elementos homol e Howilli2 em genomas de
diferentes espécies de Drosophila Neotropicais.
e Investigar transferéncia horizontal através de analise filogenética dos elementos

homol e howilli2 em espécies de Drosophila Neotropicais.



Capitulo 11

Historia evolutiva dos elementos homol e Howilli2 de espécies de

drosofilideos Neotropicais
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Abstract

Transposable elements (TES), by their capacity of moving and inducing mutations in the
genome, are considered important drivers of species evolution. Elements homol and
howilli2 described in D. mojavensis and D. wilistoni distantly related species, are highly
similar and these aspects are indicative of horizontal transfer (HT). A search for
homologous sequences was performed by PCR in 36 Neotropical species of Drosophila,
and we observed a patch distribution of these elements between species groups.
Subsequently, a phylogenetic analysis revealed the incongruence between the
phylogenies of the elements and species. The divergence estimated revealed that these
elements invaded the species genome recently. These results suggest that these elements
are or have been active recently, as well as its distribution in the groups of species can

be explained by events of HT.

Key Words: hATs elements, vertical transfer, horizontal transfer, Neotropical,

Drosophila, Drosophilidae

Introducéo

Elementos transponiveis (TEs, do inglés Transposable Elements) sdo definidos
como sequéncias de DNA que possuem capacidade para mudar sua localizacdo no
genoma (Capy, 1998). Com o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de DNA,
sabe-se hoje que a maioria dos organismos possui TES em seus genomas, e que a
atividade deles exerce influéncia na evolucdo dos genomas hospedeiros (Biémont e
Vieira, 2006). Em seu processo de transposicdo TEs podem promover mudancas
estruturais significativas, como: rearranjos cromossomicos, modificagcdes nos padrdes
epigenéticos de regulacdo, além da geracdo de variabilidade genética, novos genes e,
consequentemente, inovacdes biologicas (Feschotte e Phrithan, 2007). Sendo assim, 0s
TEs representam uma fonte de variabilidade genética, pois atuam diretamente na
evolugéo dos genomas.

A superfamilia hAT pertence a classe Il, subclasse | dos TEs. Essa familia €
amplamente distribuida ocorrendo em fungos (Kempken e Kiick 1996), Nematodes
(Bigot et al., 1999), peixes (Koga et al., 1996), humanos (Esposito et al., 1999), e em
insetos, é conhecida a ocorréncia do elemento hobo em Drosophila melanogaster (Calvi
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et al., 1991), Hermes em Musca domestica (Warren et al., 1994), Homer em Bactrocera
tryoni (Pinkerton et al., 1999), hermit em Lucilia cuprina (Coates et al., 1996), hopper
em Bactrocera dorsalis (Handler e Gomez, 1997), e Herves em Anopheles gambiae
(Arensburger et al., 2005). Essa ampla distribuicdo em grupos de organismos superiores
pode estar relacionada a eventos de transferéncia horizontal, e estudos filogenéticos
realizados a partir de andlises de sequéncias de elementos hATs sugerem que essa
superfamilia é muito antiga (Rubin et al., 2001), mas pouco se sabe sobre evolugdo e
interacdo de elementos hATs com os genomas hospedeiros. Recentemente Aresburger e
colaboradores (Arensburger et al., 2011) analisaram dominios conservados de varios
elementos dessa superfamilia agrupando-os em duas grandes familias: Ac e Buster, mas
anteriormente Ortiz e Loreto (2009) ja haviam analisado nos genomas sequenciados de
Drosophila uma ampla diversidade de elementos hATs. Nas andlises in silico
identificaram na época 37 novos elementos, que foram descritos, analisados e puderam
ser agrupados em quatro diferentes familias: Homo, Herves, Hobo e Hopso. Em analises
mais detalhadas desses elementos descreveram varias sequéncias novas e demonstraram
regibes muito similares utilizadas para classificacdo (Ortiz et al., 2010), conforme
metodologia adotada por Wicker et al. (2007) para classificar familias por similaridade
de regides de seus dominios conservados. Isso mostra que analises detalhadas de e uma
observacdo mais acurada dos TEs em grupos de organismos distintos possibilita uma
classificacdo mais precisa em nivel de familia.

Ainda nas analises filogenéticas realizadas por Ortiz e Loreto (2009) questbes
interessantes sobre o relacionamento filogenético de varios dos elementos descritos
foram levantadas, pois algumas sequéncias se mostraram altamente similares e seus
agrupamentos nao refletiam a histdria evolutiva de seus hospedeiros fato que é bastante
indicativo de eventos de transferéncia horizontal (TH). Estudos posteriores
demonstraram que elementos com essas caracteristicas, hosimery (Depra et al., 2010) e
harrow (Mota et al., 2010), estavam em processo de colonizagdo recente dos genomas
de varias espécies de Drosophila Neotropical devido ao grande nimero de eventos de
TH observados, e que também poderiam ser ou ter sido ativos recentemente. Os
elementos homol e howilli2 que foram identificados no genoma de D. mojavensis e D.
willistoni, respectivamente podem estar em processo de expansdo de numero de copias
nos genomas hospedeiros, e ambos 0s elementos sdo potencialmente ativos nas espécies
de D. mojavensis e D. willistoni (Ortiz e Loreto, 2009). Portanto, a incongruéncia entre
as filogenias das espécies D. mojavensis e D. willistoni e seus TEs homol e howilli2,
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além da alta similaridade genética entre estes transposons, sugerem a ocorréncia de TH
deste elemento entre estas espécies (Ortiz e Loreto, 2009). Por tratar-se de duas espécies
Neotropicais com sobreposicdo de distribuicdo geogréfica, hipotetizou-se que este
elemento pode ser mais amplamente distribuido em espécies de drosofilideos desta
regido. O objetivo desse estudo é investigar a histéria evolutiva desses elementos em
espécies de Drosophila Neotropicais, buscando sequéncias homdlogas em genomas de
diferentes espécies do género, analisando as caracteristicas das sequéncias encontradas e
avaliando a possibilidade de TH através do estudo filogenético desses elementos. Dessa
forma o presente trabalho contribui para elucidar as questdes relacionadas a evolugéo
dos elementos hATs, bem como ampliar a visdo de distribuicdo desses elementos em
drosofilideos Neotropicais.

Material e métodos

Espécies utilizadas

Sequéncias homdlogas dos elementos homol e howilli2 foram investigadas nos
genomas de espécies de diferentes grupos de drosofilideos Neotropicais e sdo mostradas
na Tabela 1. Um total de 36 espécies foi analisado, 25 do subgénero Drosophila e nove
do subgénero Sophophora. S&o elas do subgénero Drosophila: D. canalinae (grupo
canalinea); D. cardinoideis e D. neocardini (grupo cardini); D. camargoi (grupo
dreyfusi); D. incompta e D. cestri (grupo flavopilosa); D. funebris (grupo funebris); D.
maculifrons, D. guaru; D. griseolinneata e D. ornatifrons (grupo guarani); D.
immigrans (grupo immigrans); D. gasici, D. gaucha e D. pavani (grupo
mesophragmatica); D. pallidipennis ( grupo pallidipennis); D. buzzati, D. hydei e D.
mercatorum ( grupo repleta); D. robusta (grupo robusta); D. paraguayensis e D.
bandeirantorum (grupo tripunctata); D. virilis (grupo virilis). E do subgénero
Sophophora: D. sturtevant (grupo saltans); D. simulans e D. ananassae (grupo
melanogaster); D. capricorni, D. nebulosa, D. sucinea, D. equinoxialis, D. willistoni e
D. paulistorum ( grupo willistoni). Os elementos também foram investigados em

espécies do subgénero Zaprionus (Zaprionus sp.) e Zigotrica (Zigotrica vitimaculosa).



Tabela 1 — Espécies utilizadas para investigar a ocorréncia dos elementos homol e howilli2. Sinal (+) indica que houve amplificacdo de uma banda de tamanho

26

esperado dos elementos e/ou houve confirmagéo das sequéncias como sendo dos elementos investigados. Sinal (-) indica que ndo houve amplificagéo e/ou ndo foram
confirmados como elementos investigados.

Subgénero

Drosophila

Canalinea

Cardini

Dreyfusi

Flavopilosa

Funebris

Guarani

Immigrans
Mesophragmatica
Pallidipennis
Repleta

Robusta

Tripunctata

Virilis

Subgrupo

cardini

nesiota

funebris
guaramuru

guarani

mesopragmatica

mulleri
hydei
mercatorum

rosusta
I

"I
virilis

O0DO0OD0OD0D0OU0OU0O000OO0O0o

Espécie

. canalinae

. cardinoideis
. neocardini

. camargoi

. incompta

. cestri

. funebris

. maculifrons
. guaru

. griseolineata
. ornatifrons

. immigrans
. gasici

D. gaucha

O0ODO0ODU0O0O0O00O0o

. pavani

. pallidipennis

. buzzatii

. hydei

. mercatorum

. robusta

. paraguayensis

. bandeirantorum
. virilis

Amplificacdo

+ + + + + +

+ +

Sequenciamento



Saltans sturtevant D. sturtevanti + +
melanogaster D. simulans - -
Melanogaster

ananassae D. ananassae + -
D. capricorni + +
Sophophora bocainensis D. nebulosa + -
e D. sucinea + +

Willistoni .
D. equinoxialis + +
willistoni D. willistoni + +
D. paulistorum + +
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Extracdes de DNA, PCRs e sequenciamento

O DNA gendmico de cada linhagem foi extraido de aproximadamente 20
moscas adultas de acordo com Oliveira et al. (2009). Para a realizagdo das buscas por
sequéncias homologas foi realizada uma Polymerase Chain Reaction (PCR) utilizando
primers desenhados com o software Oligo 4.1 (Rychlik, 1992) baseado nas sequéncias
de homol e howilli2 descritas por Ortiz e Loreto (2009), cujas sequéncias
correspondentes séo: forward - 5 CAW CAC YGG YTC AGC AAATCAT e reverse -
3’GCC GAC AAT CYT GAA CYA CCC A. Os primers sdo degenerados e amplificam
um fragmento de aproximadamente 600pb na regido indicada na Figura 1. A reacdo de
PCR foi realizada com aproximadamente 10ng de DNA, 1U Taq polymerase, 2 pl ml
10X tampdo de reacdo fornecido pelo fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
0.25mM de cada nucleotideo, 20 pmol de cada primer e 2.5mM de MgCl,, e uma
temperatura de anelamento (Tm) dos primers de aproximadamente 57°C. Os produtos
de PCR foram clonados através do kit TA Cloning (Invitrogen) seguindo protocolo do
fabricante. Posteriormente, células de Escherichia coli (Invitrogen Shot® TOP10
Chemically Competent) foram transformadas por choque térmico e o0 DNA plasmidial
das possiveis coldnias recombinantes foram recuperadas segundo protocolo descritos
em Sambrook et al. (1989). Os clones foram sequenciados a partir dos plasmideos
purificados com polietileno glicol (PEG) 13%, NaCl 1,6 M em sequenciador automatico
MegaBace 500. A reacdo de terminacdo de cadeia foi implementada usando o kit
DYEnamic ET® (GE Healthcare) com os primers especificos.

Nas amostras em que ndo houve amplificacdo positiva dos elementos
investigados, os DNAs foram submetidos a uma PCR utilizando como loci alvo
hunchback — HB. As condic¢des de PCR e os oligonucleotideos utilizados s&o descritos
por Mota et al. (2008) e apresentaram amplificacdo positiva, 0 que demonstra a

qualidade dos DNAs utilizados.
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Howilli2
Tamanho do elemento: 2847pb

537

| 663pb I

72 735
Sequéncia de nucleotideo datransposase: 1701 pb
Transposase: 566 aa

2237

Homol
Tamanho do elemento: 2817pb

426

| 666pb I

72 738

2243

Sequéncia de nucleotideo datransposase: 1817 pb
Transposase: 605 aa

Figura 1 — Informac0es referentes a regido de amplificagdo dos primers. (regido em rosa).

Southern Blot

Um Southern blot foi realizado com amostras de produtos de PCR das espécies
em que ndo houve sinal de amplificacdo, ou que o sinal foi fraco de mais e néo
possibilitou a clonagem. Este procedimento fez-se necessario para que fosse confirmada
a auséncia do elemento nessas espéecies. As amostras de PCR foram transferidas para a
membrana que foi hibridizada com a sonda concentrada em aproximadamente 20ng/ul
de plasmidio de um dos elementos hATs clonados. A deteccdo de sinal de hibridizacéo
foi realizada conforme protocolo de fabricante do Kit Amersham Gene Images AlkPhos

Direct Labelling e Detection System.
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Analise filogenética

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW 2.0.10
(Thompson et al., 1994). A reconstrucdo filogenética utilizou o modelo Hasegawa-
Kishano-Yano com correcdo gama (HKY + G) selecionado por meio do teste AIC
(Akaike 1974) implementado com o auxilio do programa jModelTest 2.1 (Posada e
Crandall, 1998). Dois métodos de inferéncia filogenética foram utilizados neste
trabalho: analise de Méaxima Verossimilhanca (ML) realizada através dos programas
Mega 5 (Tamura et al., 2011), utilizando 1000 réplicas de Bootstrap; e a andlise
Bayesiana (BA), implementada com o programa MrBayes 3.2 (Ronquist e Huelsenbeck,
2003), foi conduzida com 1.000.000 geracOes e arvores salvas a cada 1.000 geracdes. A
probabilidade posterior de cada um dos agrupamentos foi avaliada (Hall, 2001). Nas
analises de divergéncia, as sequéncias de TEs das espécies foram agrupadas par a par
para realizar uma andlise de p-distancia utilizando o programa Mega 5 (Tamura et al.,
2011).

Estimativas de tempo de divergéncia entre os TES

Para estimar o tempo de ocorréncia de eventos de TH, foi empregada a equacao
proposta por Graur e Li (2000): T = k/2r, em que T = tempo de divergéncia entre TEs; k
= dS e r = 0.016, é a taxa evolutiva, ou seja, nUmero de substituicGes por sitio por
milhdo de anos - MA. O valor de “r” foi proposto por Sharp e Li (1989). Entretanto,
como as sequéncias clonadas neste trabalho ndo correspondem a regides codificadoras,
ao invés de utilizar os valores de dS, utilizou-se distancia entre sequéncias de TE. O
valor de r=0.016 também foi adotado, visto que sequéncias de regiGes que néo
codificam uma transposase supostamente estéo sob efeito de selecdo neutra.

Para estimar o tempo de divergéncia dos grupos resultantes da filogenia, foi

utilizado a média de divergéncia dos elementos que formaram grupos.

Inferéncia de TH

A inferéncia de casos de TH foi feita com base em trés aspectos: (1) alta
similaridade entre TEs que ocorrem em espécies distantemente relacionadas (Daniels et
al., 1990a, b; Robertson e Lampe, 1995; Brunet et al., 1999); (2) incongruéncia entre a
filogenia dos TEs e das especies hospedeiras (Robertson e Lampe, 1995; Terzian et al.,
2000; Almeida e Carareto, 2005); (3) ocorréncia descontinua de TES em grupos de
espécies (Daniels et al., 1990a, b; Arca e Savakis, 2000; Loreto et al., 2001);
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Resultados

Deteccéo e distribui¢do dos elementos homol e howilli2 nas espécies analisadas

Das 34 espécies analisadas houve amplificacdo positiva em 18: D. cardinoideis,
D. neocardini (grupo cardini); D. guaru; D. griseolinneata e D. ornatifrons (grupo
guarani); D. gaucha e D. pavani (grupo mesophragmatica); D. buzzati (grupo repleta);
D. sturtevant (grupo saltans); D. capricorni, D. sucinea, D. equinoxialis, D. willistoni e
D. paulistorum ( grupo willistoni). Fragmentos de cerca de 600 pb foram amplificados
nessas espécies. Buscou-se a similaridade das sequéncias obtidas por BLASTn nos

bancos de dados NCBI (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/) através da ferramenta Basic

Local Alignment Search Tool (BLAST) e no Genetic Information Research Institute —

GIRI no banco de dados de transposon Rapbase Update (http://www.girinst.org/). N&o

encontramos similaridade com elementos hATs nas sequéncias obtidas nas espécies D.
immigrans (grupo immigrans), D. hydei (grupo repleta), D. robusta (grupo robusta), D.
annanasseae (grupo melanogaster) e D. nebulosa (grupo willistoni). Essas
amplificacBes inespecificas podem ser consequéncia da sequéncia dos primers ser
degenerada. Entdo, para confirmacdo da auséncia dos elementos homol e howilli2 nas
espécies amostradas foi realizado um Southern blot e o resultado demonstrou de
maneira satisfatoria a auséncia dos elementos homol e howilli2 nessas espécies e nas
que apresentaram sinal fraco de amplificacdo Tabela 1.

Os resultados obtidos demonstram uma distribuicdo irregular dos elementos nas
espécies do subgénero Drosophila e Sophophora (Tabela 1, figura 2). A anélise de
distancia das sequéncias de hATs investigadas demonstrou uma alta similaridade entre
o0s elementos encontrados em espécies distantemente relacionadas (Tabela 1 do material

suplementar).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
http://www.girinst.org/
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Figura 2 — Filogenia das espécies de Drosophila Neotropicais que foram investigadas neste trabalho.
Circulos e quadrados representam o grupo cujas espécies pertencem e o sinal positivo (+) e negativo
(-) representa, respectivamente, presenca ou auséncia dos elementos investigados nos genomas das
espécies investigadas (Modificado de Robe et al., 2010)
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Andlise evolutiva

As sequéncias obtidas foram alinhadas e cerca de 600 nucleotideos foram usados
para construir uma filogenia com as 52 sequéncias de clones obtidos neste trabalho,
juntamente com as sequéncias homol e howilli2 descritas por Ortiz e Loreto (2009) e a
de hobo descrita por Streck, et al. (1986) que foi utilizada como grupo externo.

Entre os dois métodos filogenéticos de inferéncia utilizados, a AB apresentou
significancia na formacdo de praticamente todos os grupos, por isso a filogenia
resultante dessa andlise foi a escolhida neste trabalho como sendo a que melhor
representa as relacdes filogenéticas dos TEs analisados. A MV apresentou valores de
bootstrap baixos em quase todos os grupos formados, mesmo assim a topologia
resultante foi muito semelhante a encontrada por meio de AB.

O resultado da analise filogenética foi ilustrado na Figura 3, E. Podemos
perceber que as relacdes dos TEs das espécies D. cardinoides (grupo cardini), ndo
ficaram bem resolvidas. As sequéncias dos elementos dessas espécies apresentam
regides com grandes delec¢des, 0 que pode ter contribuido para esse resultado.

Em geral, os valores de divergéncia de todas as sequéncias foram muito baixos e
todos os grupos formados refletem uma incongruéncia com a filogenia das espécies

hospedeiras (Figura 2 e Figura 3, E. Tabela 1 do material suplementar).
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Figura 3 — A: Mapa de sobreposi¢do de distribui¢do geografica das espécies analisadas. B: Mapa de
distribuicéo das espécies: D. griseolineata, D. neocardini e D. gaucha; C: Mapa de distribui¢do das
espécies: D. willistoni, D. paulistorum, D. ornatifrons e D. equinoxialis; D: Mapa de distribui¢cdo das
espécies D. sturtevanti, D. buzzati e D. pavani; E: Filogenia dos elementos hATs obtida por meio de
anélise Bayesiana. Nomenclatura das sequéncias: Sequéncias da especies D. equinoxialis [hAT
Equin (2,4,5,6)]; D. ornatifrons [hAT Ornat (2, 45,7, 10, 11 e 14)]; D. paulistorum [hAT Paulist (5,
9,11, 16, 17, 18, 19 e 23)]; D. gaucha [hAT Gau (6)]; D. pavani [hAT Pav (1)]; D. neocardini [nAT
Neo (1, 2)]; D. willistoni [hAT willi (10, 13, 14, 18, 19, 20, 22 e 23)]; D. sucinea [hAT Suc (1)]; D.
capricorni [hAT Cap (4, 2,3)]; D. sturtevanti [hAT Sturt (2,3,4,5,11,16)]; D. buzzati [hAT Buz
(2,3,4,6,7, 11, 15,18]; D. willistoni [howilli2]; D. mojavensis [homol] D. griseolineata [hAT Gris (1)];
D. cardinoides [hAT Card (1,2,4)]; D. melanogaster [Hobo]. Circulos: nome dos grupos de espécies;
Linhas pontilhadas e continuas: ilustram a distribuigdo das espécies na regido Neotropical. OBS: A
distribuicdo da espécie D. mojavensis esta restrita a regido da América do Norte. (Fonte Bachli
2011)

HOBO

Estimativa de divergéncia e inferéncia de TH

As estimativas de tempo divergéncia das sequéncias de TEs nos genomas das
especies estudadas sdo mostradas detalhadamente na Tabela 1 (material suplementar).
Em uma anélise mais ampla foram utilizadas as estimativas de divergéncia evolutiva
sobre pares de sequéncias entre 0s grupos para estimar o tempo de divergéncia das

sequéncias dos grupos resultantes da filogenia, e os valores sdo expressos na Tabela 2.
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Nossos resultados demonstram que sequéncias de TES pertencentes a0 mesmo grupo
séo praticamente idénticas.

As sequéncias dos elementos da espécie D. buzzati divergiram em torno de 20%
da sequéncia de homol que ocorre em D. mojavensis e ambas pertencem ao grupo
repleta. O tempo estimado de divergéncia entre os TEs dessas duas espécies ficou em
torno de 6 milhdes de anos, assim como para as sequéncias de D. cardinoides e D.
neocardini pertencentes ao grupo cardini ficou em 8 milhdes de anos (Tabela 3). Nos

grupos 5, 6 e 7, todas as sequéncias foram muito similares (tabela 2).

Tabela 2 — As estimativas de divergéncia evolutiva média nos pares de sequéncias dentro de grupos.

N Sequéncias que formam o grupo D
1 Hobo -
2 hAT Card (1,2,4) 0%
3 hAT Buz (2,3,4,6,7, 11, 15,18) 5%
4  homol -
5 hAT Equin (2,4,5,6); 1%
6 hAT Ornat (14,2); 0%
v howilli2; hAT willi (23,20); hAT Suc (1); hAT Cap (4, 2,3); hAT Sturt

(2,3,4,5,11,16) 1%
8 hAT Willi (10, 13, 14, 18, 19, 22); hAT Gris (1) 2%
9 hAT Ornat (4,5,7, 10 e 11); hAT Paulist (5, 9, 11, 16, 17, 18,19 e

23), hAT Gau (6); hAT Pav (1); hAT Neo (1, 2); 1%

N corresponde a numeracdo do grupo; D valores de divergéncia.

Tabela 3 — As estimativas de divergéncia evolutiva sobre pares de sequéncias entre 0s grupos.

Equi Paul howilli2  homol Buz Gris Orn Card
Equi
Paul 7%
howilli2 7% 9%
homol 12% 15% 10%
Buz 23% 27% 22% 19%
Gris 15% 17% 17% 21% 27%
Orn 26% 30% 25% 32% 49% 39%
Card 23% 26% 22% 23% 25% 29% 50%
Hobo 61% 70% 56% 52% 40% 72% 120% 39%

Equi: Sequéncias hAT Equin (2,4,5,6); Paul: hAT Ornat (4,5,7, 10 e 11); hAT Paulist (5, 9, 11, 16, 17,
18, 19 e 23), hAT Gau (6); hAT Pav (1); hAT Neo (1, 2); howilli2: howilli2; hAT willi (23,20); hAT Suc
(1); hAT Cap (4, 2,3); hAT Sturt (2,3,4,5,11,16); Homol: homol; Buz: hAT Buz (2,3,4,6,7, 11, 15,18);
Gris: hAT Willi (10, 13, 14, 18, 19, 22); hAT Gris (1); Orn: hAT Ornat (14,2); Card: hAT Card (1,2,4);
hobo: Hobo
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Tabela 4 — Tempo de divergéncia estimado em milhdes de anos (MA), a partir dos valores de estimativas
de divergéncia evolutiva sobre pares de sequéncias entre 0s grupos.

Equi Paul howilli2  homol Buz Gris Oorn Card hobo
Equi
Paul 2,202
howilli2 2,140 2,949
homo1l 3,736 4,622 3,239
Buz 7,041 8,515 7,020 6,014
Gris 4,668 5,229 5,273 6,519 8,508
Orn 8,199 9,464 7,781 9,877 15,330 12,185
Card 7,173 8,082 6,788 7,263 7,944 9,057 15,573
Hobo 19,063 21,945 17,481 16,315 12,425 22560 37,567 12,043

Equi: Sequéncias hAT Equin (2,4,5,6); Paul: hAT Ornat (4,5,7, 10 e 11); hAT Paulist (5, 9, 11, 16, 17,
18, 19 e 23), hAT Gau (6); hAT Pav (1); hAT Neo (1, 2); howilli2: howilli2; hAT willi (23,20); hAT Suc
(1); hAT Cap (4, 2,3); hAT Sturt (2,3,4,5,11,16); Homol: homol; Buz: hAT Buz (2,3,4,6,7, 11, 15,18);
Gris: hAT Willi (10, 13, 14, 18, 19, 22); hAT Gris (1); Orn: hAT Ornat (14,2); Card: hAT Card (1,2,4);
hobo: Hobo.

Discussao

Vaérios estudos vém demonstrando que eventos de TH ndo sdo tdo raros em
eucariontes como se pensava anteriormente e, nesses organismos, tudo indica que esses
eventos ocorrem devido aos processos envolvidos na mobilizacdo dos TEs. Eventos de
TH desempenham um papel essencial no ciclo de vida dos TEs. Por exemplo, formas
ativas dos TEs podem ser mobilizadas nos genomas hospedeiros e assim serem
mantidas, enquanto formas inativas tendem a ser extintas por perdas estocasticas
(Almeida e Carareto, 2005; Jordardan e McDonald, 1998; Le Rouzic et al. 2007;
Pelisson et al., 1994; Pinsker et al., 2001; Wallau et al., 2012). Por isso esses eventos
sdo dificeis de detectar, pois é necessario considerar todas as caracteristicas intrinsecas
do ciclo de vida dos TEs (Cummings 1994; Capy et al., 1998).

A metodologia proposta em nosso trabalho para a observagao de eventos de TH
considera a observacédo dos seguintes eventos: (1) distribuicdo irregular de um elemento
em grupos de espécie; (2) incongruéncia entre a filogenia do hospedeiro e do elemento;
(3) alta similaridade entre sequéncias de elementos que ocorrem em espécies distantes
filogeneticamente (Silva et al., 2004). Porém, esses fatores devem ser analisados com
cuidado, pois em algumas condi¢Ges especiais a TV também pode expor essas
caracteristicas, por exemplo: alta similaridade entre as sequéncias que ocorrem em
espéecies ndo aparentadas pode ser explicada por taxas evolutivas diferentes entre os
elementos; a distribuicdo irregular em grupos de espécie pode ser devido a perdas
estocésticas; e a discordancia observada entre as filogenias pode ser justificada por
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polimorfismo ancestral (Capy et al., 1998; Silva et al., 2004; Loreto et al., 2008). Em
nossos resultados observamos esses trés fendmenos. (1) Confirmamos através dos
resultados das PCR (Tabela 1, Figura 2) a distribuicdo irregular dos elementos nos
grupos de espécie; (2) por meio de uma andlise de divergéncia de sequéncias de
nucleotideos observamos alto grau de similaridade entre as sequéncias (Tabelas 2 e
Tabela 1 do material suplementar); (3) e a andlise filogenética demonstra a
incongruéncia entre a filogenia das espécies (Figura 2) e dos elementos de espécies que
apresentam sobreposicdo geografica (Figura 3, A - E).

Alta similaridade e a ampla distribuicdo desses elementos em Vvarios grupos de
espécies de Drosophila Neotropicais s6 foram observadas porque aparentemente esses
elementos invadiram os genomas dessas espéecies muito recentemente (Tabela2 e 4) e o
tempo estimado é pequeno em comparacao ao periodo em gque 0s grupos de espécie das
quais os elementos foram descritos divergiram. 1sso pode ser observado nos clados oito
e nove (Figura 3, E - descrigdo dos grupos na tabela 2). As espécies hospedeiras do
primeiro clado sdo D. willistoni e D. griseolineata pertencentes ao subgénero
Sophophora e Drosophila respectivamente. Segundo Markow e O’Grady (2007) esses
grupos divergiram a cerca de 40 MA, mas a estimativa de divergéncia que encontramos
entre os elementos é muito recente, cerca de 5 MA (Tabela 4). No segundo grupo
também percebemos esses resultados, ndo s6 pela analise das sequéncias encontradas
nos genomas de D. paulistorum (Sophophora), mas também no relacionamento entre as
sequéncias de D. gaucha e D. pavani (subgrupo mesophragmatica) com D. ornatifrons
(grupo guarani) e D. neocardini (grupo cardini). De acordo com as anélises
filogenéticas de Robe et al. (2010) esses grupos de espécies compde a radiacdo
imigrans-tripunctata e a radiagédo virilis-repleta (Figura 2) e estes grupos divergiram a
aproximadamente 45-50 milhGes de anos. Portanto, ndo seria possivel essa alta
similaridade das sequéncias por meio de taxas evolutivas diferentes, nem a distribuicéo
irregular é devido a perdas estocasticas, tdo pouco a filogenia incongruente poderia ser
justificada por polimorfismo ancestral, pois esses fenbmenos exigem muito tempo de
adaptacdo dos grupos de espécies envolvidas.

Dessa maneira podemos concluir, com relacdo a ocorréncia de TH, que 0s
elementos investigados estdo em processo de invasdo recente e descontinua nos
genomas dos grupos de especies analisadas por meio desses eventos. Além de TH esses
fatores também indicam que esses transposons sdo ou foram ativos muito recentemente.

Resultados semelhantes também foram observados por Depra et al. (2010) e Mota et al.
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(2010) analisando os elementos hosimary (hosim/hosec) e harrow (homo3/howilli3),
respectivamente, inicialmente descritos por Ortiz e Loreto (2009).

Com relagdo aos aspectos evolutivos, de distribuicdo e diversidade dos
elementos da superfamilia hAT, nossas analises ampliaram a visdo de distribuicéo e
diversidade desses elementos nos grupos de drosofilideos Neotropicais. Sendo o Brasil
detentor de uma grande diversidade desses espécimes (Figura 3, A-D) estudos que
venham a disponibilizar conhecimento sobre aspectos evolutivos de TES nesses grupos
se fazem necessarios.

hATs sdo pouco caracterizados ndo somente em drosofilideos, mas nesses
organismos ja se sabe que TEs sdo diversos em estrutura e distribuicdo (Ortiz et al.,
2010). Estudos evolutivos de varios elementos descritos demonstram que TH pode ser
responsavel por essa ampla distribuicdo nos genomas de varios grupos de organismos
(Ortiz e Loreto, 2009, Ortiz et al., 2010, Deprad et al., 2010 Mota et al., 2010,
Arensburger et al., 2011). Entretanto, a TV também vem sendo apontada como
responsavel pela visdo atual de distribuicdo dos elementos dessa superfamilia
(Arensburger et al., 2011; Depra et al., 2012). E o caso do elemento Mar, um MITE da
superfamilia hAT que ocorre no grupo willistoni, que parece evoluir somente por TV
(Depré et al., 2012).

Nossos resultados juntamente com os resultados obtidos por Ortiz et al. (2010),
Depra et al. (2010) e Mota et al. (2010) demonstram varios aspetos referentes as
sequéncias de hATs quando analisadas de forma mais detalhada, e que devem ser
levados em consideracdo ao se fazer a classificacdo de TEs em niveis maiores. Essa
diversidade de elementos hATs somente em Drosophila e que possibilita a classificacdo
desses elementos em varias familias distintas (utilizando a metodologia proposta por
Wicker et al., 2007) também deve ser verdade nos grupos de organismos superiores

analisados por Arensburger e colaboradores (Arensburger et al., 2011).

Conclusao

A alta similaridade dos elementos homol e howilli2, distribuidos de forma
descontinua entre espécies distantes filogeneticamente, bem como a invaséo recente nos
genomas em que foram encontrados pode ser explicado por eventos de TH. Os
elementos investigados nesse trabalho possivelmente estdo em processo de expanséo

nos genomas investigados devido a grande quantidade de eventos de TH que foram
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observados. Nossos resultados servem de base para estudos de caracterizacdo e

descricdo de atividade de elementos hATSs.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nossos resultados trazem mais perspectivas de investigacdo de elementos hATs
distribuidos nos genomas de Drosophila. A descoberta de novos elementos distribuidos em

genomas de espécimes de grupos distintos levanta questfes interessantes, por exempo:

Hipotese 1: Ser& que esses elementos sdo ativos atualmente?
Hipotese 2: Se ativos, quais as consequéncias da sua atividade nos genomas hospedeiros?

Hipdtese3: Como € e sera que existe polimorfismo de sitio de insercdo desses elementos?

A resposta a essas questdes poderia ser por meio de analises in vivo de incisdo desses
elementos em embrides de Drosophila aliada a estudos in silico da regido do sitio de insercao

desses elementos.
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APENDICE

Tabela 2: Estimativa de divergéncia evolutiva e valores estimados de tempo de
divergéncia das sequéncias de TEs. Acima da diagonal valores de erro padrdo. Abaixo

da diagonal valores da distancia e tempo de divergénica (T) entre as sequéncias de TEs.



hAT Equin3
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavani1
hAT Paulist16
hAT Paulistd
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturt5
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturtd
Homo1

hAT Equin5 T Equin5

0,004
0,012
0,023
0,116
0,116
0,118
0,118
0,116
0,116
0,118
0,116
0,116
0,121
0,116
0,121
0,116
0,116
0,115
0,131
0,116
0,146
0,143
0,151
0,140
0,147
0,141
0,136
0,145
0,147
0,135
0,128
0,139
0,133
0,191

0,120
0,361

0,004
0,004

0,723
3,625
3,625
3,698
3,698
3,625
3,625
3,698
3,634
3,634
3,779
3,625
3,770
3,634
3,625
3,609

4,106

3,639
4,553
4473
4722
4375
4,597
4412
4,261
4,529
4,588
4,225
3,997
4338
4172
5,961

0,023
0,121
0,121
0,128
0,128
0,121
0,121
0,128
0,126
0,126
0,126
0,121
0,125
0,121
0,121
0,120
0,134
0,124
0,150
0,151
0,155
0,148
0,155
0,139
0,139
0,151
0,151
0,138
0,130
0,136
0,131
0,195

hAT Equin2 T Equino2 hAT Equin6é T Equinot hAT Equind T Equino4 Ornat11

0,015
0,014
0,015
0,015

0,000
0,006
0,006
0,000
0,000
0,006
0,007
0,007
0,007
0,000
0,007
0,004
0,004
0,006
0,006
0,005
0,106
0,105
0,113
0,100
0,111
0,093
0,096
0,110
0,109
0,088
0,092
0,093
0,093
0,156

T Omat11

Ornat5 T Ornatb

0,117
0,117
0,175

3,531

50



hAT Equin5 T Equin5
hAT Buzé
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz15
hAT Buz7
hAT Buz4
hAT Buzi8
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Ornat14
hAT Ornat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

hAT Equin2 T Equino2 hAT Equiné T Equinoé hAT Equind T Equino4 Ornati1

T Omati11

Omat5

T Ormats

51



hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omati1
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavanil
hAT Paulist16
hAT Paulist
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturtd
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturtd
Homo1

Neo?2

L e

Neo1

T Neol

Omat7
0,015
0,014
0,015
0,015
0,000
0,000
0,003
0,003

0,000
0,006
0,007
0,007
0,007
0,000
0,007
0,004
0,004
0,006
0,006
0,005
0,106
0,105
0,113
0,100
0,111
0,093
0,096
0,110
0,109
0,088
0,092
0,093
0,093
0,156

T Ormat7

Omat10

T Omatld Pavl

T Pavl

Paulist16

T paulist16

52



T Neo2 Neol
hAT Buzbt
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz15
hAT Buz7?
hAT Buzd4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

T Neo1

Omat7

T Ormat7

Omat10

T Omat10 Pavl

T Pavi

Paulist16

T paulist16

53



hAT Equind
hAT Equin2
hAT Equinb
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavanil
hAT Paulist16
hAT Paulistd
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturth
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturt
hAT Sturt4
Homo1

Paulist5

0,014
0,015
0,015
0,015
0,004
0,004
0,004
0,004
0,004
0,004
0,003
0,003

0,008
0,007
0,007
0,004

0,004

0,006
0,004
0,002
0,110
0,106
0,117
0,101
0,108
0,095
0,094
0,108
0,109
0,085

0,089
0,095
0,095

0,152

T Paulistd Paulist11 T Paulist11 Paulistd

0,015
0,014
0,015
0,015
0,000
0,000
0,003
0,003
0,000
0,000
0,003
0,004
0,004
0,004

0,007
0,004
0,004
0,006
0,006
0,005
0,106
0,105
0,113
0,100
0,111
0,093
0,096
0,110
0,109
0,088
0,092
0,093
0,093
0,156

T paulistd Paulist19

0,117

T Paulist19 Paulist17

0,015
0,014
0,015
0,015
0,003
0,003
0,004
0,004
0,003
0,003
0,004
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003

0,000
0,002
0,002
0,000
0,106
0,106
0,113
0,101
0,111
0,093
0,096
0,110
0,109
0,088
0,092
0,093
0,093
0,156

T Paulist17 Ornat4

T Ornat4

3,431
3413

4,881

54



Paulistd T Paulistd Paulist11
hAT Buzb
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz1s
hAT Buz7
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

T Paulist11 Paulist9

T paulist9 Paulist19

T Paulist19 Paulist17

T Paulist17 Omnat4

T Ornat4

55



hAT Equind
hAT Equin2
hAT Equin6
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omatd
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavani
hAT Paulist16
hAT Paulisth
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturth
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suci
hAT Sturtb
hAT Sturt4
Homo1

Paulis23
0,015
0,014
0,015
0,015
0,003
0,003
0,005
0,005
0,003
0,003
0,005
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,002
0,002

0,004
0,002
0,105
0,105
0,113
0,100
0,110
0,092
0,096
0,109
0,109
0,087
0,091
0,002
0,003
0,155

T Paulist23 Paulist18

T Paulist18 Gaub

T Gaub

Howilli2

T Howilli2 Cap4

T Cap4

willi23

T Willi23

56



Paulis23
hAT Buzb
hAT Buz?
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buzi15
hAT Buz7
hAT Buz4
hAT Buzi8
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

T Paulist23 Paulist18

T Paulist18 Gaub

T Gaub

Howilli2

T Howilliz Cap4

T Cap4d

willi23

T Willi23

57



hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavani1
hAT Paulist16
hAT Paulist5
hAT Paulisti1
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturth
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturtd
Homo1

hAT Cap3

0,016
0,016
0,016
0,016
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,013
0,012
0,013
0,012
0,012
0,012
0,013
0,013
0,007
0,006
0,008

0,036
0,031
0,030
0,027
0,029
0,034
0,032
0,031
0,032
0,161

T Cap3

hAT Willi20 T willi20

hAT Sturt3 T Sturtl
0,018
0,017
0,017
0,017
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,014
0,006
0,006
0,007
0,007
0,007

0,005
0,005
0,002
0,024
0,024
0,014
0,012
0,163

hAT Sturtd

T Sturtd

hAT Sturt11 T Sturt11
0,016
0,016
0,016
0,017
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,014
0,005
0,005
0,006
0,006
0,005
0,003
0,002

0,005
0,019
0,020
0,015
0,012
0,173

hAT Sturt

T Sturt2

58



hAT Capl

hAT Buzbt
hAT Buz?
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buzi15
hAT Buz?
hAT Buz4
hAT Buzi18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi1g
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omati4
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

T Cap3

hAT Willi20 T willi20

hAT Sturtd

T Sturt3

hAT Sturt

T Sturt

hAT Sturt11 T Sturt11

hAT Sturt2 T Sturt2

59



hAT Cap? T Cap2 hAT Suci T Soci hAT Shwrié T Sturth hAT Sturid4 T Sharid Homo THomol! hAT Buzré T Buzb

hAT Equinb 0,016 0,017 0,018
hAT Equin2 0,016 0,017 0,018
hAT Equiné 0,017 0,017 0,018
hAT Equind 0,017 0,017 0,018
hAT Ormatd1 0,013 0,013 0,016
hAT Omats 0,013 0,013 0,016
hAT Neo2 0,013 0,013 0,016
hAT Neot 0,013 0,013 0,016
hAT Omat7 0,013 0,013 0,016
hAT Omat10 0,013 0,013 0,016
hAT Pavani 0,012 0,013 0,015
hAT Paulist16 0,012 0,013 0,015
hAT Paulists 0,012 0,013 0,015
hAT Paulist11 0,013 0,013 0,016
hAT Paulistd 0,013 0,013 0,016
hAT Paulist19 0,013 0,013 0,016
hAT Paulist17 0,013 0,013 0,016
hAT Omat4 0,013 0,013 0,016
hAT Paulist23 0,013 0,013 0,016
hAT Paulist18 0,013 0,013 0,016
hAT Gaub 0,013 0,014 0,017
Howillii2 0,004 0,006 0,014
hAT Capd 0,003 0,006 0,014
hAT Willi23 0,005 0,007 0,014
hAT Cap3 0,007 0,014
hAT Willi20 0,005 0,014
hAT Sturt3 0,006 0,015
hAT Sturts 0,005 0,015
hAT Sturi1 0,005 0,014
hAT Sturt? 0,006 0,014
hAT Cap2 0,015
hAT Suct 0,010 0,015
hAT Sturté 0,024 0,015
hAT Sturid 0,021 0,016
Homod 0,160




hAT Cap2 T Cap2 hAT Suci

hAT Buzb
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz15
hAT Buz?
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi1g
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

T Suci

hAT Sturtb

T Sturtb

hAT Sturtd

T Sturtd

Homo1

T Homo1

hAT Buz6 T Buzb
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hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7
hAT Omat10
hAT Pavanil
hAT Paulist16
hAT Paulist
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4d
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturt
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturt4
Homo1

hAT Buz? T Buz2

0,018
0,018
0,018
0,018
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,016
0,016
0,016
0,017
0,016
0,016
0,016
0,016
0,017
0,018
0,015
0,015
0,015
0,014
0,015
0,016
0,016
0,015
0,015
0,016
0,016
0,016
0,016
0,015

hAT Buz3

T Buz3

hAT Buz11 T Buz11
0,018
0,017
0,018
0,018
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,016
0,017
0,016
0,016
0,016
0,016
0,017
0,019
0,015
0,015
0,015
0,015
0,015
0,016
0,016
0,015
0,015
0,016
0,016
0,016
0,016
0,015

hAT Buz15 T Buz 15

hAT Buz?7 T Buz?
0,020
0,019
0,020
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,021
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017

hAT Buz4 T Buz4
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hAT Buz2 T Buz2
hAT Buzt
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz15
hAT Buz?
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi1g
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

hAT Buz3

T Buz3

hAT Buz11 T Buz11

hAT Buz15

T Buz 15

hAT Buzi T Buz’?

hAT Buz4 T Buz4
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hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavani1
hAT Paulist16
hAT Paulist
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturtd
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturtd
Homo1

hAT Buz18 T Buz18

0,020
0,020
0,020
0,020
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,022
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017

hAT Willi19 T Willi19

hAT Gris1
0,016
0,017
0,017
0,017
0,013
0,013
0,012
0,012
0,013
0,013
0,012
0,012
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,014
0,012
0,012
0,013
0,011
0,013
0,013
0,013
0,012
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,016

T Gris1

hAT Willi13 T Willi13

hAT Willi18 T Willi18
0,016
0,016
0,016
0,017
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,013
0,012
0,012
0,012
0,013
0,014
0,012
0,012
0,013
0,011
0,013
0,013
0,013
0,013
0,012
0,013
0,013
0,013
0,013
0,016

hAT Willi14 T Willi14
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hAT Buzb
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buzi15
hAT Buz7
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

hAT Buz18

T Buz18

hAT Willi19 T Willi19

hAT Gris1

T Gris1

hAT Willi13 T Willi13

hAT Willi18 T Willi18

hAT Willi14 T Willi14
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hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omat11
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omat7?
hAT Omat10
hAT Pavani1
hAT Paulist16
hAT Paulist5
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulist17
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist18
hAT Gaub
Howilli2

hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Cap3
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturth
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturt4
Homo1

hAT Willi10 T Willi10
0,016
0,016
0,016
0,017
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
0,013
0,012
0,012
0,012
0,013
0,014
0,012
0,012
0,013
0,011
0,012
0,013
0,013
0,012
0,012
0,013
0,013
0,013
0,013
0,015

hAT Willi22 T Willi22

hAT Ormnat1: T Omat14 hAT Omat2 T Omat2
0,018
0,018
0,018
0,019
0,015
0,015
0,014
0,014
0,015
0,015
0,015
0,014
0,014
0,015
0,015
0,015
0,014
0,014
0,014
0,015
0,016
0,014
0,014
0,014
0,013
0,014
0,015
0,015
0,014
0,014
0,015
0,015
0,015
0,015
0,016

hAT Card1
0,030
0,029
0,029
0,030
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,023
0,025
0,030
0,022
0,021
0,022
0,021
0,022
0,024
0,024
0,023
0,023
0,023
0,023

i

0,023

0,023
0,023

T Card1

hAT Card4

T Card4
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hAT Buzb
hAT Buz2
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buz15
hAT Buz7?
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi1g
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO

hAT Willi10 T Willi10

hAT Willi22 T Willi22

hAT Omat1: T Ormat14 hAT Omat2 T Omat2

hAT Card1

T Card1

hAT Card4 T Card4
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hAT Car2 T Card2 HOBO
hAT Equin5
hAT Equin2
hAT Equint
hAT Equind
hAT Omati1
hAT Omat5
hAT Neo2
hAT Neo1
hAT Omatr
hAT Omat10
hAT Pavanil
hAT Paulist16
hAT Paulist
hAT Paulist11
hAT Paulist9
hAT Paulist19
hAT Paulisti7
hAT Omat4
hAT Paulist23
hAT Paulist1i8
hAT Gaub
Howilli2
hAT Cap4
hAT Willi23
hAT Capl
hAT Willi20
hAT Sturt3
hAT Sturtd
hAT Sturt11
hAT Sturt2
hAT Cap2
hAT Suc1
hAT Sturtb
hAT Sturtd
Homo1
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hAT Car2 T Card2 HOBO

hAT Buzb
hAT Buz?
hAT Buz3
hAT Buz11
hAT Buzi5
hAT Buz?
hAT Buz4
hAT Buz18
hAT Willi19
hAT Gris1
hAT Willi13
hAT Willi18
hAT Willi14
hAT Willi10
hAT Willi22
hAT Omat14
hAT Omat2
hAT Card1
hAT Card4
hAT Car2
HOBO
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