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RESUMO

Os  elementos  de  transposição  (TEs)  são  elementos  repetitivos  ubíquos  dos

genomas.  São  capazes  de  transpor-se  e  multiplicar-se,  podendo  atingir  um

número  de  milhares  de  cópias.  A  quantidade  de  TEs  nos  genomas  varia

imensamente mas podem atingir até mais de 50% de todo o DNA das espécies.

Os  TEs  comportam-se  como  parasitas  genômicos  e  eventualmente  são

domesticados adquirindo alguma função no hospedeiro. Os TEs têm um ciclo de

vida nos genomas que começa no momento de sua entrada (invasão), seguido

pela amplificação e decaimento (degeneração). O único meio de sobrevivência

dos  TEs  é  uma  “fuga”  para  outra  espécie.  Esse  processo  é  denominado

transferência  horizontal  (HTT,  do  inglês  Horizontal  Transposon  Transfer).

Inúmeros casos de HTT já  foram descritos,  inclusive entre espécies de níveis

taxonômicos  muito  distantes  como  ordens,  classes  e  até  mesmo  filos.  Neste

trabalho  utilizamos  diferentes  abordagens  na  compreensão  dos  TEs  e  do

processo da HTT. Na primeira parte  parte  desse trabalho tratamos acerca da

história  evolutiva  de  elementos  P de  Drosophila.  O  grupo  foi  reclassificado  e

inúmeros potenciais eventos de HTT  foram  detectados. Os resultados também

confirmam a monofilia dos elementos P em Drosophila e mostram a existência de

11  subfamílias.  Em  seguida,  testamos  possíveis  vetores  para  HTT  entre

Drosophila e  vespas  parasitóides.  Não  encontramos  evidência  de  que  estes

parasitóides sejam vetores de HTT, mas foram detectados eventos de HTT entre

diferentes  espécies  de  Drosophila.  E  por  fim,  analisamos  82  genomas  de

mamíferos  para  caracterização  do  padrão  de  HTT recentes  nestas  espécies.

Detectamos um grande viés na distribuição das HTT em mamíferos e grupos de

morcegos apresentaram uma alta incidência de invasões de TEs nos últimos 50

milhões de anos.
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ABSTRACT

The  transposable  elements  (TEs)  are  repetitive  elements  ubiquitous  of  the

genome. They are capable to transpose and multiply in the genomes and may

reach a number thousands of copies. The amount of TEs in the genomes varies

tremendously but can reach up to more than 50% of all DNA from species. The

TEs  behave  as  genomic  parasites  and  eventually  they  are  domesticated  and

acquired some function in the host. The TEs have a life cycle that begins in the

genomes invasion, followed by amplification and decay (degeneration). The only

way  to  the  TEs  survive  is  to  escape  to  other  species.  This  process  is  called

horizontal transposon transfer (HTT). A lot of cases of HTT have been described,

including among very distant species as from different orders, classes and even

phyla. In this work we use different approaches in understanding the TEs and the

process of  HTT. Initially  we work on evolutionary  history of  P elements  in  the

Drosophila species. The group was reclassified and a lot of potential events HTT

were  detected.  The  results  also  confirm  the  monophyly  of  P elements  in  the

Drosophila species  and  the  existence   of  11 subfamilies.  Then  we  tested  for

potential vectors to HTT between Drosophila and parasitoid wasps. We not found

evidence that these parasites are vectors of HTT but some HTT events between

different  Drosophila species were detected. Finally, we analyzed 82 mammalian

genomes for characterization of the recent HTT pattern in this group. We detected

a large bias in the distribution of HTT in mammals and some bats showed a high

incidence of TE invasions in the last 50 million years.
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CAPÍTULO I

Introdução

Os elementos de transposição (TEs) são elementos repetitivos ubíquos dos

genomas.  Possuem  a  capacidade  de  transpor-se  e  multiplicar-se  levando

algumas famílias de TEs a atingirem milhares de cópias. A quantidade de TEs

pode  variar  imensamente  nos  genomas,  como  por  exemplo  em  espécies  de

Drosophila onde  os  TEs  representam de  3% a  25% dependendo  da  espécie

(Clark  2011).  Em  outros  organismos  podem  atingir  proporções  ainda  mais

significativas, como no genoma humano onde chegam a cerca de 45% do seu

total (Lander et al 2001) ou ainda de forma mais extrema, como 85% no genoma

do milho (Schnable et al 2009). O fato é que os TEs são amplamente presentes

nos organismos eucariotos, desde os mais simples até os mais complexos. Na

maioria  das vezes  correspondem a porções significativas  dos  genomas e  em

muitos casos são até mesmo a maior parte destes. 

A descoberta dos TEs deu-se entre 1944 e 1947 por Barbara McClintock

durante seus estudos citogenéticos com milho. Durante sua investigação sobre os

padrões de cores que levavam ao mosaicismo nos grãos de milho ela identificou

recorrentes quebras cromossômicas as quais atribuiu a elementos que mudavam

de lugar no genoma. Ela identificou dois elementos,  Dissociator (Ds) e  Activator

(Ac), que denominou de elementos controladores (McClintock 1950). McClintock

verificou que os elementos  Ds causavam quebras cromossômicas e deixavam

algumas mutações instáveis quando Ac estivesse presente. E em seguida inferiu

que Ds e Ac poderiam mudar de posição nos cromossomos.

A  classificação  dos  TEs  divide-os  tradicionalmente  em  duas  grandes

classes  com  base  nos  seus  mecanismos  de  transposição.  Os  elementos  da

classe I, chamados retrotransposons, são aqueles que possuem um intermediário

de RNA na transposição, enquanto os elementos da classe II  (transposons de

DNA) transpõe-se diretamente por excisão e inserção em um novo sítio (Capy et

al  1998).  Os  retrotransposons  codificam  a  enzima  transcriptase  reversa

10



necessária para copiar seu RNA em DNA durante sua replicação entre outras

enzimas também necessárias nesse processo. Os elementos de classe I ainda se

dividem em dois grupos, um grupo com longas terminações repetidas (LTRs) e

outro  sem (non-LTRs).  Já  os  transposons  de  DNA tipicamente  possuem uma

estrutura  mais  simples,  possuem  apenas  uma  ORF  que  codifica  uma

transposase, enzima necessária para sua remoção de um sítio e inserção em

outro, são flanqueados por uma repetição terminal invertida (TIRs) e geralmente

são menores que 5Kb (Wicker et al 2007, Pritham 2009).

Desde  sua  descoberta,  os  TEs  passaram  três  décadas  até  serem

redescobertos e aceitos como elementos móveis. Apesar disso, permaneceram

sendo  vistos  como  componentes  deletérios  ou  sem  função  nos  genomas  e

adquirindo inicialmente a alcunha de DNA lixo. De fato, hoje sabemos que os TEs

possuem na maior parte das vezes um comportamento egoísta, atuando como

parasitas genômicos (Palazzo e Gregory 2014). Mas uma crescente literatura tem

mostrado  que  além  da  face  egoísta,  os  TEs  também  têm  o  potencial  de

contribuírem na evolução, regulação gênica e na criação de genes estruturais nos

hospedeiros (Feschotte 2008, Hua-Van et al 2011, Cowley e Oakey 2013). Nesse

processo,  chamado domesticação,  os TEs mudam de uma relação parasitaria

para uma relação benéfica ao seu hospedeiro (Kidwell e Lisch 2000).

A maioria dos TEs são inativos. São eles que compõem a maior parte da

heterocromatina, uma porção do genoma que possui poucos genes, mas muitos

TEs, geralmente, apresentam uma baixa atividade de expressão gênica (Lippman

et al 2004). No geral, os TEs são muito ativos quando estes são recentes em um

genoma e tornam-se menos ativos ou inativos ao longo do tempo (Rouzic e Capy

2005).  Mas estes  também podem ser  ativados  em diferentes  situações  como

estresse  ou  eventos  de  hibridização.  Entre  os  tipos  de  estresse  que  podem

mobilizar TEs estão o estresse térmico, químico entre outros fatores ambientais

(Capy  et  al  2000).  Os  mais  numerosos  e  melhores  casos  documentados  de

mobilização de TEs após hibridização foram reportados em plantas (Rieseberg et

al 1995, Josefsson et al 2006, Ungerer et al 2006, Michalak 2009). Mas também

há evidências de atividades de TEs relacionadas à hibridização em outros grupos
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(Petrov et al 1995, O’Neil et al 1998, Fontdevila 2005, Carnelossi et al 2014). 

Como dito anteriormente, os TEs são muito ativos quando recentes nos

genomas. Isso acontece porque logo após a invasão do genoma por um novo TE,

o genoma ainda não possui  mecanismos de controle  específicos para o novo

invasor.  No  entanto,  os  genomas  possuem  alguns  mecanismos  de

reconhecimento e repressão de elementos genéticos invasores,  incluindo TEs,

que serão ativados para tentar conter uma replicação potencialmente danosa do

novo  TE.  Entre  estes  estão  distintos  classes  de  pequenos  RNAs  chamados

Piwi-interacting RNAs (piRNAs) (Aravin et al 2007, Siomi et al 2011). Além disso

outras  formas  de  controle  atuam  na  regulação  dos  TEs,  incluindo  outros

processos de controle epigenético, como a metilação e modificações de histonas

(Hua-Van et al 2011).

Paralelamente aos seres vivos, os TEs também possuem um ciclo de vida.

Este processo começa quando uma família de TEs coloniza um novo genoma

(invasão)  e  termina  quando  todas  as  cópias  de  elementos  desse  família  são

perdidos  ou  inativados.  De  modo  geral  todos  os  passos  deste  processo  são

invasão,  proliferação  no  genoma,  proliferação  na  população,  diversificação  e

inativação, com a consequente eliminação do genoma. Há duas possibilidades

para os TEs escaparem da extinção, a primeira é a transferência horizontal do TE

para um novo hospedeiro antes da inativação e a segunda é gerando o mínimo

possível  de  efeitos  deletérios  de  modo  a  passar  desapercebido  pela  seleção

natural (Schaack et al 2010).

Uma  vez  controlados  dentro  do  genoma,  os  TEs  inativos  podem  ser

perdidos de forma estocástica mas, eventualmente, podem ser aproveitados pelo

seu hospedeiro por via de um processo de domesticação molecular ou também

chamado de exaptação (Gould e Vrba 1982, Sinzelle et al 2009). A degradação de

TEs no genoma é um caminho frequente após sua inativação. Tanto que porções

significativas dos genomas de eucariotos é composta por esse tipo de material,

fragmentos de TEs. Mas os TEs também possuem o potencial de fornecer para

seu  hospedeiros  componentes  de  sua  própria  estrutura  como  domínios

enzimáticos e regiões regulatórias (Feschotte 2008, Rebollo et al 2012). Alguns
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casos  de  domesticação  são  os  casos  de  TEs  reparadores  de  telômeros  em

Drosophila (George et al 2010) ou TEs geradores da recombinação somática em

vertebrados (Kapitonov e Jurka 2005).

Uma característica marcante dos TEs, é que além de serem transmitidos

verticalmente  nas linhagens,  eles  também podem transferir-se  horizontalmente

nas  espécies.  Hoje  isso  parece  ser  muito  mais  comum  do  que  pensava-se

(Schaack et al 2010). Uma última revisão contabilizou 330 casos de transferência

horizontal  de  TEs  (HTT)  em  eucariotos  (Wallau  et  al  2012).  Mas  isso

possivelmente ainda é apenas a ponta do iceberg em termos do número de HTTs.

A origem da maioria das TEs ainda é desconhecida e possivelmente a maioria

das colonizações de novos genomas pelos TEs seja resultado de uma invasão

por  HTT.  Cada  espécie  tem  um  padrão  da  sua  composição  de  elementos

repetitivos assim como também variam quanto ao seu histórico de invasões do

seu genoma.  A análise  dos genomas mostra  que algumas espécies  possuem

pouca ou nenhuma atividade recente de TEs e invasões,  como é o caso dos

grandes primatas (Pace and Feschotte 2007), enquanto outras apresentam ondas

de invasões recentes e muita atividade de TEs, como é o caso dos morcegos

Vespertilionidae (Ray et al 2008). Os padrões de invasões dos genomas ainda

mostram que  um mesmo TE  pode  invadir  múltiplas  espécies  em um mesmo

período, assim como espécies muito distantes, até mesmo de Classes ou Filos

diferentes (Robertson 1997, Gilbert et al 2010).

Já foram contabilizados eventos de HTT em diversos grupos de eucariotos

(Schaack  et  al  2010,  Wallau  et  al  2012).  A grande  maioria  dos  casos  foram

descritos  em animais,  no  entanto  tudo indica  que o número de casos de em

plantas ainda seja subestimado (Baidouri et al 2014). A maior parte dos casos

relatados em animais são em artrópodes, mais especificamente em  Drosophila.

Ainda  não  é  claro  se  estes  organismos  possuem  alguma  propensão  a  este

fenômeno ou se isso é apenas um viés amostral, visto a quantidade de estudos

com estes organismos.  Mas independente disso,  o fato é que a literatura têm

mostrado cada vez mais casos nos mais variados organismos. Dentre os grupos

de grupos de TEs que destacam-se, são mais numerosos casos nas superfamílias

13



de elementos de RNA,  gypsy e entre os elementos de DNA, nas superfamílias

mariner e hAT (Wallau et al 2012). 

A transferência horizontal pode ser inferida principalmente com base em

três  tipos  de  evidências  que  são  a  alta  similaridade  entre  TEs  de  espécies

diferentes, as incongruências entre a filogenia dos TEs e a dos hospedeiros e a

distribuição  descontínua  dos  TEs  (Silva  et  al  2004).  Estas  evidências  ainda

podem ser usadas em conjunto para a detecção de eventos de HTT. Também

cabe ressaltar que outros processos evolutivos do ciclo de vida dos TEs, como

perda estocástica, variação de taxas evolutivas e o polimorfismo ancestral (Capy,

1994; Cummings, 1994) podem dificultar a identificação destes padrões usados

na detecção de HTT e em alguns casos até serem a explicação desses padrões. 

É considerada uma evidência de HTT quando as sequências de TEs de

duas  espécies  são  muito  similares  e  estes  valores  não  correspondem com o

tempo  de  divergência  esperado  para  estas  espécies.  Neste  caso  podem  ser

comparados os valores de divergência dos TEs com os de genes das espécies

hospedeiras.  Caso  os  TEs  sejam herdados por  forma vertical,  ou  seja,  estão

sendo mantidos no genoma das espécies junto com o genes constitutivos, desde

o  último  ancestral  comum  até  os  descendentes  atuais,  é  esperado  que  a

divergência seja semelhante a dos genes. Mas caso o TE tenha sido adquirido

por HT é esperado que a divergência significativamente menor que a dos genes

constitutivos. Esse padrão é esperado, porque os TEs que foram compartilhados

após  o  isolamento  reprodutivo  das  espécies,  acumularam diferenças  somente

depois do evento de HTT (Silva e Kidwell,  2000; para revisão ver Wallau et al

2012). 

Embora fique evidente que há esse fluxo de TEs entre as espécies, alguns

pontos ainda são pouco claros. Isso inclui: i) como ocorrem os eventos de HTT e

quais seus vetores; ii) com que frequência ocorrem e, iii) quais as implicações

biológicas. Dentre os possíveis meios de ocorrem eventos de HTT sugere-se uma

diversidade  de  potenciais  vetores.  Entre  estes  estão  os  próprios  TEs

circularizados (O’Brochta et al 2009), vírus (Piskurek e Okada 2007; Routh et al

2012), bactérias (Hotopp et al 2007; Klasson et al 2009), parasitas (Gilbert et al
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2010)  e  parasitóides  (Yoshiyama  et  al  2001).  A  relação  entre  parasita  e

hospedeiro aparentemente tem um forte potencial em promover a HTT. É o que

mostra a relação do triatomíneo parasita  Rhodnius prolixus com alguns de seus

hospedeiros,  em  que  em  alguns  casos  alguns  TEs  desse  inseto  chegam  a

compartilhar  TEs  98% similares  com o  hospedeiro  (Gilbert  et  al  2010).  Cabe

também salientar que os vetores não precisam, necessariamente, que os TEs

sejam integrados em seus genomas para estes sirvam como intermediários de

uma HTT.

Já a algum tempo sabemos que os TEs são onipresentes dos genomas

dos eucariotos.  E hoje sabemos que além da transmissão vertical  muitos TEs

também acabam sendo transferidos de um genoma para outro. E esse fluxo de

TEs pelos genomas têm um potencial  impacto na evolução dos genomas.  No

entanto,  ainda sabe-se muito pouco sobre a extensão exata desse fenômeno,

assim como acerca dos mecanismos e potenciais vetores que levam os TEs de

um genoma para outro. É com o intuito de esclarecer pontos como estes que foi

proposta  esta  tese.  Pontos  desde  mais  específicos,  como  a  evolução  da

superfamília de elementos P em Drosophila (Capítulo 1) ou sobre o potencial de

vespas parasitoides como vetores também em Drosophila (Capítulo 2) ou então

mais  amplos  como  o  entendimento  da  distribuição  dos  eventos  de  HTT  em

mamíferos (Capítulo 3).
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Objetivos

O objetivo geral desta tese é contribuir para o entendimento do processo 

biológico transferência horizontal de elementos de transposição de eucariotos.

Capítulo II - Reconstruir a história evolutiva dos elementos P em espécies de 

Drosophila neotropicais.

Capítulo III - Testar o papel de vespas parasitóides como potenciais vetores de 

transferência horizontal de transposons em Drosophila.

Capítulo IV - Descrever os padrões de distribuição de transferência horizontal de 

transposons em mamíferos.
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ABSTRACT

Almost all  species have transposable elements (TEs) and they can account for

significant portions of the genomes. Most of the time the TEs “live” inside of the

genome but eventually they “jump” from one genome to another, a process called

horizontal transposon transfer (HTT). Unlike arthropod genomes, the mammalian

genomes generally lack recent DNA transposon activity or TEs invasions. As an

exception, the vesper bats have show some recent DNA transposon activity and

multiples waves of TEs invasions. We performed a in silico searches for horizontal

transfer of DNA transposon families among 82 mammal genomes. We found that

at least 82 different TE families invaded mammalian lineages in the last 50 Myr.

The  highest  number  occurred  in  the  insectivorous  bats  lineages,  where  we

identified 62 (75%) different TE families invasions. However, there are a strikingly

contrast with groups that have no TE invasions in the last 50 Myr, such as orders

Cetacea  and  Carnivora  or  few  sporadic  invasions,  like  Rodentia.  We  also

determined that 82 families that invaded mammals, at least 21 are shared with

arthropods  species.  These  results  show  that  insectivorous  bats  are  a  special

group among mammals in regards to horizontal transfers. Additionally, because

insectivorous bats are very diverse and their ability to fly, allows them to occupy

wide range of environments, we suggest that this may increase the exposure to

parasites,  prey  and  vector.  Because  host-parasite  interactions  have  been

implicated in  increased rates  in  HT, it  is  possible  that  this  expose could  have

accelerated the abundant HT events seen in the insectivorous bats.
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INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are ubiquitous repetitive components of the

genome and can account for a significant fraction of eukaryotic genomes. They

may be classified in two classes based upon their method of transposition. Class I

is represented by the retrotransposons and Class II includes the “cut-and-paste”

DNA transposons. The TE content of human genome reach 45% of all DNA and

Class II TEs match 3% of the genome (Lander et al 2001). Most of the time, TEs

propagate within the genome but, on occasion, they are capable to “jump” from

one genome to another. This process, called horizontal transposon transfer (HTT),

explains  the  presence  of  nearly  identical  TE  in  species  separated  by  large

evolutionary distances (Silva et al 2004). Although the mechanism by which HT of

TE  occurs  remains  mysterious,  it  seems  to  be  a  common  and  widespread

phenomenon (Schaack et al 2010, Wallau et al 2012).

Horizontal  transposon transfer  has been described in  several  organism,

from plants (Baidouri et al 2014) to animals (Gilbert et al 2010). Several striking

cases of DNA transposon transfers have been reported in mammals but it is still

not  clear  whether  these are  exceptional  events  and if  they  are restricted to  a

particular time frame or phylogenetic groups. Theoretical models have indicated

that for  a successful  genome invasion is necessary be followed by a TE copy

number burst,  indicated by a intense transpositional  activity  (Rouzic and Capy

2005). After the phases of increase of copy number, mechanisms of silencing or

control of transposition is developed by the host genome. This include a range of

epigenetic  mechanisms  as  methylation,  histone  modifications  and  RNA
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interference  (Hua-Van  et  al  2011).  Normally,  after  the  establishment  of

mechanisms for control the transposition, TEs became inactive and degenerated.

For example, some evidences show a intense ancient activity of DNA transposons

at  primates  lineages  but  a  cessation  in  the  transpositional  activity  of  DNA

transposons in a recent period, without evidence for any human DNA transposon

families younger than 37 My (Pace and Feschotte 2007). Otherwise, have been

recorded 23 families of DNA transpons younger than 40 My in some bat lineages

and at least half are more recent than 10 My (Ray et al 2008). This suggest us that

HTT  may  be  not  a  uniform  process  over  time  and  across  the  phylogeny  of

mammals.

To shed light on these questions, we conducted a systematic survey of HT

of DNA transposons over the last 50 million years (My) and across 82 mammalian

genomes. We perform the first systematic and comprehensive search for HTT at

mammals looking for frequency and widespread patterns.  We found that at least

82 different TE families invaded mammalian lineages which 62 (75%) occurred

particularly in the insectivorous bats lineages. Furthermore 21 families are shared

with arthropods species, showing us potential  sources to these TEs or at least

species  that  share  the  common  TE  sources.  Finally,  our  results  suggest  the

insectivorous  bats  are  a  stand  out  group  among  mammals  regarding  to  HTT

seems a group of mammals striking prone to TEs invasions.

RESULTS

We conducted a search for HTT among 82 mammal genomes belonging to
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24 orders. We look for know DNA transposons (Class II) using homology based

searches. We established as cut-off to analyze TE genome invasions that have

occurred in  the  last  50  My  at  mammals  lineages.  In  this  periods  almost  all

mammals order had already clearly diverged (Meredith et al 2011, Springer et al

2011), furthermore determine the more ancient HTT could be imprecise. First, we

retrieved a TE database Repbase (Jurka et al 2005) and the genome sequences

assemblies  (www.ncbi.nlm.nih.gov).  As  initial  criteria  to  find  the  potential  HTT

events we considered the elements that share at least 80% of identity in at least

80% of  your  size  or  when the  elements  are unique in  the lineage.  Using this

approach  we  detected  143  invasions  (HTT)  of  82  different  TE families  in  the

mammal  lineages  (Figure  1).  We  highlight  that  some  TE  families  invaded

independently more than one lineage, like  SPIN family that invaded seven times

the mammals lineages or HSMAR1 with eleven invasions. This explain the higher

value of invasions than the TE families. These 82 TE families are represented

primarily just by three DNA transposons superfamilies, mariner, hAT and piggyBac.

The  mammal  species  shown to  be  more  prone  to  invasions  TE  from  mariner

superfamily with 38 cases, followed by hAT with 23 and piggyBac with 16 cases.

Five  TE  families  are  from  unknown  superfamilies.  There  are  a  concordance

between the families more involved in HTT and numerical abundance in genomes

since  the  mariner and  hAT are  the  two  most  abundant  superfamilies  of  DNA

transposons  described  in  all  species  and  piggyBac one  of  most  abundant,

especially  in animals  (Jurka  et  al  2005).  Despite  the  HTT  distribution  bias

discussed below, the mariner and hAT supefamilies are not apparently restricted to
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specific lineages, otherwise the piggyBac seems to be restricted to Chiroptera and

the primate mouse lemur (Microcebus murinus).

We can see some strong differences among the lineages in regards the

frequencies of HTT. Some mammals present virtually no invasions in the last 50

My,  like  in  Cetartiodactyla  or Carnivora  orders  (Figure  1)  otherwise  the

representative number of species with available genomes. Altogether there are 31

mammal lineages without DNA transposons invasions in the last 50 My (Figure 1).

This contrast with some orders with sporadic invasions like Rodents (8 invasions/6

families) or  Simiiformes  primates  (6/5),  but  this  strikingly  contrast  with  some

lineages that seems to be more propensity to DNA transposons invasions. The

Chiroptera order proved to be extremely prone to receive new TEs, with  83/63

invasions at the last 50 My (Figure 1). But even within bats there are great bias,

especially between the insectivorous and non-insectivourous bats. In this case the

non-insectivourous  or  frugivorous  bats  have  only  2/2  invasions  while  the

insectivorous bats count 81/62 invasions of Chiroptera order (Figure 1). At this first

analysis,  specialty  a  family  Vespertilionidae  of  bats  lineage  (Eptesicus  fuscus,

Myotis brandtii,  M. davidii,  M. lucifugus) seems to be a special group with 40/40

invasions.  The  number  of  invasions  could  be  underestimated  in  this  group,

especially because  Myotis group have close related species making difficult  to

count independently invasions in this branch. Four other mammals species, the

marsupial opossum (14 invasions), the primates lemur (10) and the mouse lemur

(7) and the tenrec (7) from Afrosoricida order, are also highlighted by the number

of HTT, however they account a lower invasions each one and they are not a
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phylogenetic cluster.

We identified that  21(25%) from this  82 DNA  transposons families what

invaded mammals recently are share with arthropods (Figure 1). We considered a

HTT elements that share at least 70% of identity in at least 70% of your size. Any

TEs with this identity level are, much probably, share by HTT once any arthropods

and mammals diverged at least 700 My ago. Among these arthropods species we

detected diverse kind of organisms. These include 27 arthropods species, from 10

orders. Two groups in particular stand out among this arthropods, arachnids and

hymenopterans. We have identified five arachnids species that share 15 TEs with

mammals while 13 hymenopterans species share seven different TEs (Table 2).

Among species that most share TEs are the scorpions, Mesobuthus martensii (11)

and Centruroides exilicauda (8), the spider, Stegodyphus mimosarum (6) and the

ant, Harpegnathos saltator (4).

DISCUSSION

Our  results  show  that  a  biological  phenomenon  horizontal  transposon

transfers is unequally distributed in mammals lineages, suggesting that HTT is an

evolutionary force impacting unevenly the mammal lineages. We concluded this

because  among  24  mammals  orders  analyzed  there  are  a  large  discrepancy

among invasions frequency and distribution.  We detected zero invasions in  11

orders  and  a  significant  amount  of  invasions  in  others  (83  in  Chiroptera),

especially in some insectivorous lineages, highlighting the vesper bats. We verified

a special  volume of  invasions in insectivorous bats (81)  represented by seven
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species, especially when compared with megabats (2), a frugivorous lineage of

bats, represented by three species. This lead us to think that a feeding behavior of

bats  could  promote  the  expose  to  DNA  transposons  invasions  leading  the

insectivorous bats to be potentially more prone to DNA transposable invasions.

The HTT could happen through vectors but could occur without them too. Our

hypothesis is reinforced when we look the secondary group prone to invasions, all

four species have insectivorous behavior and looking some orders with few or

sporadic invasions, particularly among Laurasiatheria group, orders like Cetacea,

Perissodactyla, Artiodactyla and Carnivora, any of them exhibit the insectivorous

habit. Finally, our results clearly show that some species are more susceptible to

invasion by genomic parasites than others.

This  idea of  insectivore  diet  of  mammals (potentially  the same thing  as

arthropods diet) to explain the HTT is supported when we searched for potential

sources to this TEs or at least species who share the same TEs. At least 25% of

all TEs are shared with arthropods, mainly arachnids (spiders and scorpions) and

insects(especially wasp and ants). It is direct the predation relationship between

insects  and  insectivorous  mammals,  especially  bats,  although  this  is  not  so

evident between spiders and mammals. But typically arachnids are insectivorous

which could explain the sharing TEs (8) with some insects. In that case mammals

and arachnids are sharing TEs indirectly, by share the same potentially source, the

food. The TEs horizontally transferred some times seems to be omnipresents in

the species (see review, Wallau et al 2012). It seems to be evident that biological

relationship is the way of promotions of promiscuity of TEs by species, but now we
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see that the foods chains could be a explanations to this omnipresence of TEs.

The relationship of vertebrates and insect has been explored to explain the HTT

events  (Gilbert  et  al  2010),  in  that  case,  the  host-parasite  interactions.  The

biological interactions, as parasitism and the predation (insectivory in this case) in

any way are mutually exclusive forms to promote HTT, but could be a associated

forms of biological interactions promoting the TEs spread in the species. Because

this seems plausible the idea of insectivore diet of mammals is a way of promoting

the exposure to the new DNA transposons invasions.

Intrinsics characteristics of species could too explain why some groups are

more  prone  to  successful  HTT.  These  include  differences  into  epigenetics

mechanisms of TEs control (Hua-Van et al 2011). Also differences of viromes to

which the species are expose once this infections agents are a potential vectors to

spread  TEs (Gilbert et al 2014). We can also mentioning that DNA transposons

are simples DNA strands that eventually not even need the vector since they could

form autonomous particulates like episomes (O’Brochta et al 2009) or yet use the

transport system (microvesicles) of organism as exosomes (Balaj et al 2011). 

METHODS

We performed searches for HTT at 82 available mammals genomes comprising 24

different  mammals  orders  (see  Supplementary  Table  1  to  complete  list  and

informations)  download  from  NCBI  Genome  Browser

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/). At the first step to detect HTT we

perform homology based searches, using BLAST software (Altschul et al 1990),
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querying a  total of  7417  Class  II  transposable  elements  from  Repbase18.10

database  (Jurka  et  al  2005) against  all  mammals  genomes.  We  exclude  the

Helitron superfamily  because  of  its  distinct  characteristics  of  TIR  DNA

transposons. Initially, we considered potential HTT events, the TEs with hits with

sequence identity >80% in at least 80% of your size. Moreover, we performed the

de novo searches at select species because some available genomes are relative

new generated and don't have your TE content fully inquired and to discard the

potential bias from initial query datasets. We used RepeatScout software to  de

novo with default parameters (Price et al 2005). Ab initio searches was conducted

in the 20 following species: Chiroptera (Rhinolophus ferrumequinum,  Pteronotus

parnellii,  Megaderma  lyra,  Pteropus  alecto,  Eidolon  helvum);  Didelphimorphia

(Monodelphis domestica);  Afrosoricida (Echinops telfairi,  Chrysochloris asiatica);

Primates  (Microcebus  murinus,  Otolemur  garnettii,  Daubentonia

madagascariensis,  Tarsius  syrichta,  Saimiri  boliviensis);  Cetartiodactyla  (Sus

scrofa, Bos  taurus);  Carnivora  (Canis  lupus);  Rodentia  (Chinchilla  lanigera,

Microtus ochrogaster),  Scandentia (Tupaia belangeri) and Hyracoidea (Procavia

capensis).
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Figure 1. Distribution of HTT events in 82 mammals species. Each cycle represent

a HTT. In the left there are all TEs divided in the superfamilies mariner (yellow), 

hAT (green), piggybac (blue) and unknown families (grey). The black cycles (A) 

indicate the TEs with are shared with arthropods species. This is a schematic 

representation of phylogeny with no branches support modified from Springer et al

2011 and Meredith et al 2011.
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HTT DNA TE Family Identity (%) Invasions HTT DNA TE Family Identity (%) Invasions
1 Mluc.npiggy_67 99 1 42 Rfer.R50.Mariner-like 93 2
2 Mluc.npiggy165 99 1 43 Rfer.R180 93 2
3 Mluc.Myotis_piggyBac 99 1 44 hAT-2_TS (OC1) 92 8
4 Mluc.nhAT17 99 1 45 nMariner-2_EF 92 1
5 nhAT-3a_Nhu 99 2 46 Rfer.R81.Mariner-like 92 4
6 Rfer.R24.nhAT1 99 1 47 npiggy3_Mm 92 1
7 Mluc.npiggy_200 99 1 48 92 1
8 Mluc.npiggy_525a 99 1 49 Mluc.DNA1-2_ML 92 3
9 MARIN1_ML 99 1 50 Rfer.R193 92 2
10 Myotis_hAT1 (hAT1) 98 2 51 HSMAR1 91 5
11 hAT-3_AC 98 1 52 Rfer.R1086 91 1
12 Mluc.npiggy_1353a 98 1 53 Mluc.nhAT206 90 2
13 nMariner-8_EF 98 1 54 Mluc.nMar303 90 2
14 Mluc_Mar_C0304 97 1 55 Mari2_Pca 90 5
15 REP-1_EF 97 3 56 Rfer.R12.SMAR4 90 2
16 SPIN_Ml 97 7 57 MARINERNA8_MD 90 1
17 Mluc.npiggy111 97 1 58 MARINERNA10_MD 90 1
18 Mluc.npiggy269a 97 1 59 MARINER2_MD 90 1
19 MER85 97 4 60 Rfer.R945 90 2
20 DNAX5_ML 96 1 61 MER30 90 4
21 Mluc.nhAT171 (ET) 96 1 62 Mari3_Pca 89 1
22 Mluc.Mariner1_ML_a 96 1 63 Mariner-1_XT 89 1
23 Mluc.Mariner1_ML_b 96 1 64 Ehel.R262 89 1
24 piggyBac1_Mm 96 2 65 Mluc.nMar.Tc1_311 88 1
25 piggyBac2_Mm 96 5 66 Mariner-4_AMi 88 1
26 npiggy2_Mm 96 1 67 Mariner1_BT 88 1
27 nhAT-2_EF 96 1 68 MARINERNA9_MD 88 2
28 Mluc.nhAT37 95 1 69 Mariner-2_AMel 87 1
29 Mluc.npiggy259 95 1 70 Mariner-5_XT 87 1
30 hAT-4_ML 95 1 71 MER75 87 3
31 Mluc.DNAX1_ML 95 1 72 hAT-1_MEu 87 2
32 nhAT-1_EF 95 1 73 MARINERNA7_MD 87 1
33 MER107 95 2 74 Mariner4N_MEu 87 1
34 Mluc.nhAT114 94 1 75 Mariner-4_XT 86 5
35 nMariner-1_EF 94 2 76 HAT3_MD 86 1
36 Rfer.R69.Mariner-like 94 1 77 OposCharlie4a 86 1
37 Rfer.R1267 94 1 78 MARINERNA3_MD 85 1
38 Rfer.R453 94 2 79 Mluc.DNAX4_ML 84 1
39 Mluc.Myotis_Tc2 93 1 80 Charlie12 83 3
40 Rfer.R190.MER99 93 1 81 HAT3NA1_MD 83 1
41 hATN-1_LA 93 1 82 MARINER4_MD 82 1

Table 1. Description of HTTs identified in the mammal genomes.
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CAPÍTULO V

Discussão

É  cada  vez  mais  evidente  a  importância  evolutiva  dos  elementos  de

transposição  junto  aos  genomas  eucariotos.  Hoje  os  TEs  possuem cada  vez

menos a alcunha de DNA lixo. No entanto, ainda na maioria das vezes acabam

comportando-se  como  parasitas  genômicos  e  em  muitas  situações  acabam

gerando detritos genômicos que podem corresponder a porções significativas dos

genomas e de fato, sem função, tais como DNA lixo (Palazzo e Gregory 2014). Os

TEs  também  podem  tornarem-se  úteis  para  seu  hospedeiro,  processo

denominado domesticação. O fato é que o estudo da evolução dos TEs além de

ajudar na compreensão desses elementos que possuem uma “vida” paralela nos

genomas dos eucariotos, também traz contribuições no entendimento da evolução

dos genomas dos eucariotos. Estudos específicos de um grupo particular de TEs

ou mais amplos como a busca por padrões gerais dos TEs certamente vem a

trazer contribuições nesse sentido.

O primeiro capítulo desta tese traz novas informações acerca de história

evolutiva de uma grupo de TEs em particular, os elementos  P de  Drosophila. O

elemento P é um transposon com TIRs descoberto primeiramente em Drosophila

melanogaster (Bingham et al 1982; Rubin et at 1982). É desse grupo também, o

primeiro caso de HTT descrito, entre D. melanogaster e D. willistoni (Daniels et al

1990). Outros transposons dessa mesma superfamília estão presentes em outros

grupos de seres vivos, mas são distantemente relacionados aos elementos de

Drosophila e  de  algumas  outras  espécies  de  insetos  onde  também  são

encontrados.  Além  de  suportar  a  monofilia  dos  elementos  P em  Drosophila

propomos a reclassificação das subfamílias já conhecidas e a criação de novas,

totalizando  11  subfamílias.  O  fato  dos  elementos  P de  Drosophila serem

monofiléticos mostra-se muito  interessante por  ao mesmo tempo mostrar-se a
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existência de muitas incongruências filogenéticas entre a filogenia das diferentes

subfamílias  e  a  das  suas  espécies  hospedeiras.  Isso  mostra  que  diferentes

subfamílias podem coabitar um mesmo genoma hospedeiro mas também sugere

inúmeras  transferências  horizontais,  mas  todas  restritas  as  espécies  de

Drosophila. Esse cenário é marcadamente diferente de outras superfamílias de

TEs como mariner, hAT ou piggybac em que os eventos de HTT não são restritos

a um grupo filogenético (Wallau et al 2012). Esse fato confirma a existência de

fatores específicos dos hospedeiros que restringem a HT de elementos  P para

outros  taxa  distantes.  Drosophila  willistoni também  mostrou-se  possuir

representantes de cinco diferentes subfamílias. Essa diversidade de elementos

nessa  espécie  pode  refletir,  em  parte,  sua  ampla  distribuição  geográfica  na

América  do  Sul,  o  que  propiciou  o  seu  contato  com  outras  espécies  e

consequentes invasões no seu genoma.

Diante do complexo cenário evolutivo de elementos P em Drosophila não

foi  estimado o número de eventos  de HT entre estas  espécies.  Esse cenário

deve-se em parte pelo alto número de HTT, mas também por muitas das espécies

analisadas serem muito  próximas evolutivamente.  Isso porque uma HTT pode

gerar  uma  série  de  falsos  positivos  quando  comparados  os  valores  de

substituições sinônimas usados para inferir  os  eventos  de HTT nesse tipo  de

caso. Essa discussão sobre subestimativas e superestimativas de HTT, além de

outros pontos, foram tratados na revisão Wallau et al 2012 (Apêndice).

Embora o fenômeno da HTT seja cada vez mais evidente, ainda são pouco

claros  os  mecanismos  que  levam  a  esses  eventos.  Uma  série  de  possíveis

vetores já foi levantada como meios de promoção da HTT (Schaack et al 2010).

Mas ainda carecem evidências acerca dos mecanismos e possíveis vetores que

levam a HTT. Na tentativa de tentar esclarecer sobre um potencial vetor é que

propomos testar o papel de vespas parasitóides de  Drosophila como potenciais

vetores  de  HTT, por  meio  da  infecção  de  alguns  vírus  do  tipo  polidnavírus.

Segundo nossos resultados nossa hipótese mostrou-se falsa. No entanto, dados

mais  recentes  apontam o potencial  de  alguns vírus  do tipo  baculovírus  como

vetores para HTT entre animais, especialmente entre insetos (Gilbert et al 2014).
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Ainda  mostram  que  esses  eventos  de  HTT  ocorrem  em  uma  frequência

baixíssima,  o  que  poderia  explicar  parte  desse  resultado  negativo  dos

experimentos com vespas parasitóides de Drosophila. Além disso, nem todas as

espécies estão necessariamente igualmente propensas a invasões de TEs.

Por fim, no terceiro capítulo tratamos dos padrões de HTT em mamíferos.

Nessa abordagem foram buscadas por todas as potenciais invasões de TEs nos

genomas de mamíferos nos últimos 50 milhões de anos. Diferenças nos padrões

de HTT entre as linhagens já  eram apontados na literatura.  Entre os grandes

primatas, por exemplo, já tinha sido visto que essa linhagem sofreu uma grande

quantidade de HT por transposons de DNA no passado mas que não haviam

quase invasões recentemente (Pace e Feschotte 2007), enquanto que algumas

linhagens de morcegos mostravam o contrário,  uma intensa onda de invasões

extremamente recente em suas genomas (Ray et  al  2008).  Os nossos dados

confirmaram  exatamente  isso  e  ainda  mais.  Ao  analisarmos  82  genomas,

verificamos  um  grande  viés  entre  as  diferentes  linhagens  de  mamíferos.

Especialmente as linhagens de morcegos insetívoros apresentaram um grande

volume  de  HTT  nos  últimos  50  milhões  de  anos.  Outras  linhagens  também

apresentaram um número significativo de HTT, embora em menor escala.

De  forma  geral,  estes  trabalhos  contribuíram  para  o  entendimento  do

fenômeno Transferência Horizontal de Transposons. E ao final, contribuímos para

reforçar as evidências de que este é um fenômeno amplo e de grande impacto na

história evolutiva das espécies. Os meios pelos quais este processo evolutivo se

dá ainda precisam ser melhor esclarecidos. Mas já é evidente que esse processo

é  fundamental  para  sobrevivência  dos  TEs  e  que  tem um forte  impacto  nas

espécies hospedeiras dos TEs.
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Perspectivas

A  crescente  quantidade  de  dados  genômicos  abre  possibilidades

imensuráveis para o estudo evolutivos dos TEs. E consequentemente de todos os

processos  biológicos  inerentes  a  eles,  incluindo  suas  transferências  entre  as

espécies. Tais informações irão permitir a detecção de padrões evolutivos acerca

das  populações  de  TEs  nos  genomas.  Chegaremos  a  uma  definição  melhor

acerca  de  seu  papel  nos  genomas,  papel  este  que  transita  entre  parasita  e

material  potencial  para  seleção  natural.  Estes  elementos  de  DNA  já  foram

considerados sem importância e agora cada vez mais assumem um papel central

na evolução das espécies. No entanto, ainda enfrenta-se muitas dificuldades para

estudar  os TEs.  Apesar  de sua crescente importância,  muitos cientistas ainda

consideram os TEs apenas material intergênico e pouco relevante. Ainda carecem

programas  para  análise  de  TEs,  assim  como  análises  padronizadas  destes

elementos, mas a maior dificuldade da área talvez ainda seja outra. Necessita-se

de  uma  urgente  revisão  da  classificação  dos  TEs  e  de  sua  nomenclatura.  A

padronização nesses pontos é fundamental para o desenvolvimento dessa área

do conhecimento.
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