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I - INTRODUCAO

1.1. ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Elementos transponiveis (TEs) sdo encontrados em diversos
organismos, de bactérias até eucariotos superiores, fazendo parte de
aproximadamente 50% do genoma de milho, 35% do genoma humano e
15% do genoma de Drosophila melanogaster. Principal constituinte do
DNA repetitivo, sdo seqliéncias muito antigas no genoma, que foram
mantidas durante o processo evolutivo.

TEs sdo geralmente conceituados como segmentos de DNA capazes
de movimentar-se ao longo do genoma. Apresentam-se em multiplas
copias e possuem, pelo menos, algumas destas caracteristicas: 1)
sequiéncias nucleotidicas muito similares em ambas as extremidades que
sdo chamadas de repeticoes terminais, sendo este o local de
reconhecimento pela enzima que ird movimenta-los; 2) genes que
codificam enzimas envolvidas em sua mobilidade; 3) duplicagdes
resultantes de sua insercao em um sitio do genoma.

Podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo com o
tipo de intermedidrio envolvido no seu mecanismo de transposicao:

Elementos de Classe I: sdo TEs com transposicdo replicativa,
envolvendo um intermediario de RNA que é transcrito reversamente
antes da insercdo. Sio denominados retrotransposons e podem incluir
elementos com LTRs (long terminal repeats), que sao estruturalmente
similares a retrovirus, e sem LTRs, muitas vezes chamados de
retroposons. Estes elementos parecem restritos a eucariotos. Em

Drosophila, alguns retrotransposons bem conhecidos sao copia, 412 e

qypsy.



Elementos de Classe II: utilizam somente DNA como intermedidrio
de transposicdo, sendo conhecidos como transposons propriamente
ditos. Movem-se principalmente pelo mecanismo conservativo, onde a
excisdo do elemento doador é seguida pela sua insercio em qualquer
lugar do genoma. Tém sido encontrados tanto em procariotos como em
eucariotos. Exemplos de TEs desta categoria em Drosophila sao mariner,
hoboe P.

Em relagdo a sua mobilidade, os TEs podem ser auténomos ou nao-
autonomos (ou defectivos). Os elementos transponiveis auténomos tém
a capacidade de se transpor sozinhos por apresentarem a forma
completa do elemento. Os elementos defectivos ja se encontram na sua
forma incompleta, dependendo, assim, da ag¢do da enzima responsavel
pela transposicdo de um outro elemento presente no genoma do mesmo
hospedeiro.

Elementos transponiveis sao transmitidos verticalmente, de
geracdo para geracdo, juntamente com o restante do genoma.
Entretanto, a andlise da distribuicdo destes elementos em diferentes
espécies e a discrepancia entre filogenias baseadas em seqiiéncias de TEs
e filogenias de acordo com caracteres cldssicos sugerem a possivel
existéncia de transferéncia horizontal (entre espécies). Em Drosophila,
um caso classico ¢ o da transferéncia do elemento P entre D. willistoni e
D. melanogaster, onde o possivel vetor seria um acaro parasita das duas
espécies. Vetores virais também sdo sugeridos como possiveis
intermediarios de tais transferéncias (Houck et al, 1991; Kidwell, 1994).

A importancia do estudo de TEs reside nas consequiéncias de sua
mobilidade. O mecanismo de transposicdo pode gerar um repertdrio de

efeitos mutacionais, como interrupcées de moddulos de leitura ou
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modificacdes na regulacio de genes; quebras cromossémicas e,
consequentemente, delecdes, inversdes, translocacdes e duplicacdes, bem
como nao-disjungdes e distorcdes na segregacdo dos cromossomos na
divisdo celular. Além disso, a simples existéncia de miuiltiplas copias destas
seqiiéncias favorece a incidéncia de recombinacdo entre estas copias,
produzindo perda ou inversao da porcdo de DNA entre elas.

Alguns elementos transponiveis como P e hobo estdo envolvidos
com o fenémeno de disgenesia hibrida, sindrome que aparece em células
germinais da F1 de cruzamentos entre machos que contém o elemento P
(linhagem P) com fémeas que ndo o contém (linhagem M). Podem
ocorrer mutacdes, reversdes, esterilidade, recombinacido em machos,
rearranjos e ndo-disjungdes cromossdmicas causadas pela elevada taxa de
transposicdo nas células germinais dos hibridos destes cruzamentos
(Boussy & Daniels, 1991; Matsuura et al.,, 1993).

O papel dos elementos transponiveis como uma grande fonte de
variabilidade para o genoma é bem estabelecido. Além disso, a descoberta
de seqiiéncias que podem movimentar-se no genoma revolucionou a idéia
de que o genoma era algo estatico, mudando somente em uma escala
evolucionaria lenta (Arkipova & Ilvin, 1992).

Muitos fenomenos biologicos sao relacionados com a presenca e
mobilidade dos TEs. Podemos destacar aqui estudos que envolvem a
origem de introns, envelhecimento, cédncer, mudancas de padrdes de
desenvolvimento, variabilidade no MHC, entre outros (Canaani et al,
1983; Purugganan & Wessler, 1992; Driver & McKechnie, 1992; Ding &
Lipshitz, 1994; Andersson et al., 1998).

UFRGS - BIBLIVTECA
INST. BIOCIENCIAS



I.1.1 ELEMENTO TRANSPONIVEL GYPSY

O elemento gypsy (também denominado mdg#) é classificado
como um retrotransposon com LTRs, que se mobiliza através de um
intermedidrio de RNA e codifica a enzima transcriptase reversa. Este
elemento foi isolado do genoma de D. melanogaster e possui um
tamanho de 7,5 kb, sendo 482 nucleotideos de LTRS. Estas sequiéncias
(LTRS) sdo bem conservadas e parecem se inserir em sequiéncias
especificas TACATA, gerando duplicacdao no DNA alvo da seqiiéncia TACA
(Freund & Meselson, 1984).

A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura de um

elemento gypsy de D. melanogaster.

[y | ORF 1 [ ~__ ORF 2 (transcriptase reversa) | ORF 3 [ =& |

7,5 kb
Figura 1. Estrutura do elemento gypsy de Drosophila melanogaster.

Stacey et al. (1986) constataram que gypsy se - distribui
amplamente nas espécies de Drosophila e no subgénero Sophophora,
com algumas descontinuidades ocasionais. Tais resultados foram
confirmados por nosso grupo (Loreto et al., 1998) também para o outro
subgénero deste grupo. Gypsy é estdvel e ndo se transpbe com
frequéncias detectaveis na maioria dos estoques de Drosophila. Além
disso, tem sido apontado como a maior evidéncia das semelhancas entre

os retrotransposons e os retrovirus de vertebrados. Possivelmente, tal
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concordéncia nao é apenas estrutural, mas, muito provavelmemte,
também funcional.

Vérios estudos comprovaram que gypsy apresenta uma
organizacdo retroviral tipica juntamente com propriedades infectivas.
Desta forma, gypsy € o primeiro retrovirus descrito em invertebrados

(Kim et al,, 1994; Soung et al., 1994).

1.1.2 ELEMENTO TRANSPONIVEL P

A familia do elemento P é uma das mais bem caracterizadas nos
organismos eucariotos. De acordo com uma boa quantidade de
evidéncias, este elemento invadiu recentemente o genoma de D.
melanogaster, muito provavelmente por transferéncia horizontal de
uma espécie do grupo willistoni, Observagdes que estdo de acordo com
esta hipdtese incluem: a) a alta similaridade entre as seqiéncias do
elemento P de linhagens de D. melanogaster de origens diversas; b) a
nio existéncia de elemento P em outras espécies do subgrupo
melanogaster; c¢) a sequiéncia de P de D. willistoni difere por apenas um
tnico nucleotideo em relacdo ao P de D. melanogaster (o que é
inesperado se levarmos em conta a divergéncia das duas espécies,
estimada em 50 milhGes de anos); d) uma recente simpatria entre D.
melanogaster e as espécies do grupo willistoni (revisdes em Cummings,
1994; Capy et al., 1994; Clark et al., 1994).

Estudos da distribuicao de sequiéncias homélogas a P no género
Drosophila tém mostrado que ele é basicamente restrito ao subgénero
Sophophora. Foram detectadas sequiéncias de P em todas as espécies do

grupo willistoni, obscura e em algumas espécies do grupo saltans.
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Entretanto, a descoberta de sequéncias P em uma espécie que nao
pertence ao género Drosophila, Lucilia cuprina (blowfly), sugere que
este TE seja mais amplamente distribuido do que parecia ser (Perkins &
Howells, 1992). A homologia encontrada entre o elemento P desta
espécie com o de D. melanogaster é estimada em 50% ao nivel dos
nucleotideos. O elemento P completo de D. melanogaster possui um
tamanho de 2,9 kb com repeticdes terminais invertidas (ITRs) de 31 pb
em suas extremidades. E classificado como um transposon propriamente
dito, j& que se desloca como seqiiencia de DNA e codifica uma
transposase para catalisar sua insercio em novos sitios. A Figura 2
representa esquematicamente a estrutura do elemento P de D.

melanogaster.

2,9 kb

Figura 2. Estrutura do elemento P de Drosophila melanogaster.

1.1.3 ELEMENTO TRANSPONIVEL HOBO

O elemento hobo completo de D. melanogaster possui um
comprimento de 3,0 kb. Assim como o elemento P, também estd
relacionado ao fenémeno de disgenesia hibrida. A Figura 3 representa

esquematicamente a estrutura do elemento hobo de D. melanogaster.

3 kb
Figura 3. Representagdo esquemitica do elemento hobo de Drosophila melanogaster.
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Os resultados de hibridagdo por Dot blot obtidos por Loreto et al.
(1998) em 33 espécies de Drosophila apresentaram sinais positivos
deste elemento apenas em D. melanogaster, D. simulans e em certas
linhagens de D. willistoni. Uma analise mais detalhada, por Southern blot
ap6s digestao de DNA gendmico com a enzima Rsdl, revelou que entre
cinco diferentes linhagens de D. willistoni, quatro apresentaram sinais
positivos de hobo, com fragmentos de tamanhos similares. Os autores
sugerem que as seqiiéncias de hobo sdo antigas (“reliquias™) e inativas

em D. willistoni.

I. 2. A ESPECIE Drosophila willistoni

O grupo willistoni de Drosophila pertence ao subgénero
Sophophora. Entre as espécies deste grupo, Drosophila willistoni é a
espécie de drosofilideo mais comum que habita as florestas da América
Central e Sul (Dobzhansky & Powell, 1975). A Figura 4 representa um

exemplar desta espécie.

Figura 4. Aspecto de um exemplar macho de Drosophila willistoni.
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Como outros membros do grupo willistoni, a distribuicao
geogrifica de D. willistoni é essencialmente Neotropical. E a espécie de
mais ampla distribuicdo do grupo (revisado por Ehrman & Powell, 1982),
estendendo-se do México Central e Flérida (EUA), ao norte, até o Uruguai
e Argentina, ao sul.

Populacdes naturais de D. willistoni sao usualmente polimérficas
com respeito a rearranjos génicos, que ocorrem em todos os bracos
cromossdomicos, conforme visualizado nos nucleos politénicos. Esta
espécie apresenta um complexo polimorfismo cromossomico para
inversdes paracéntricas, o que pode estar relacionado com sua
plasticidade genotipica e, consequientemente, com sua grande capacidade

para explorar novos ambientes (revisao em Krimbas & Powell, 1992).



II - OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo contribuir para o conhecimento
da histéria evolutiva dos elementos transponiveis P, gypsy e hobo no que
se refere a sua integridade e niimero de cépias, presentes no genoma de
Drosophila willistoni. Para tal, foram investigadas e caracterizadas
diversas linhagens de D. willistoni. E importante salientar a importancia
de se obter dados desta espécie Neotropical tdo representativa em nossas
coletas, uma vez que a maioria do conhecimento acumulado esta restrito
a espécie D. melanogaster.

O estudo da variacao molecular destes TEs e a estimativa de sua
representatividade, sdo imprescindiveis para melhor entender a dinamica
destas sequiéncias movéis e a sua possivel relacdo com a plasticidade
genomica de D. willistoni, caracterizada por suas intimeras inversdes e

pela sua alta variabilidade, expressa em diferentes marcadores genéticos.

= = &
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III - MATERIAL E METODOS

I11.1 Populagoes estudadas

Foram analisadas 17 linhagens de Drosophila willistoni,
procedentes de diferentes locais geogrificos (Figura 5 e Tabela 1). Os
estoques vém sendo mantidos por cruzamento massal em camara de
temperatura constante de 17°C em tubos contendo meio de cultura

padrao (Marques et al., 1966).

b i
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Figura 5. Procedéncia das amostras de populagées naturais (1 a 17,
conforme Tabela I) de Drosophila willistoni analisadas no presente

trabalho.
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Tabela 1. Populagdes analisadas neste trabalho.

Populacao Procedéncia Ano de Coleta

1 COR Coronilla - Uruguai 1995
2 PIR Piridpolis - Uruguai 1995
3 DLA Dois Lajeados - RS 1995
4 TUR Pq. Est. Turvo - RS 1994
5 ISC Ilha S. Catarina - SC 1997
6 TAB Serra do Tabuleiro - SC 1997
7 MEL Ilha do Mel - PR 1994
8 RIB Ribeirdo Preto - SP 1995
9 CIP, Serra do Cip6 - MG 1995
10 CIp, Serra do Cip6 - MG 1996
11 WIP Ipitanga - BA 1965
12 PAR Ilha de Marajé - PA 1997
13 TRA Traquatema - PA 1990
14 MAN Manaus -AM 1986
15 ECU Jaton Sacha- Equador 1997
16 MEX Apazapan - México 1997
17 FLO Flérida - EUA .

I11.2 Extracdao de DNA e Southern blot
Cerca de 10 pg de DNA foram extraidos (Jowett, 1986) e

submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Xhol, BamHI e Avall

11

seguindo as instrucdes do fabricante. O padrdo de fragmentos gerados

com estas enzimas informa sobre o provavel ntimero de cépias e sobre a

presenca de elementos completos ou deletados bem como a ocorréncia

ou ndo de sitios de restricio no genoma das populacdes nos locais

esperados tomando como referéncia o elemento de D. melanogaster. Os

fragmentos gerados apés clivagem foram separados em gel de agarose
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1%, transferidos para membrana de nylon (segundo a técnica de
Southern blot) e hibridados com a sonda correspondente. Para
marcacao, hibridacdo e deteccao foi utilizado o sistema nao radioativo do
kit Gene Images® (Amersham Life Science) que utiliza um sistema
quimioluminescente. Neste sistema, um sinal é produzido pela atividade
da fosfatase alcalina que encontra-se conjugada a um anticorpo que se
liga a fluoresceina incorporada na marcacdo da sonda. Os sinais de
hibridacdo sdo visualizados num filme de raio X e as bandas obtidas

foram plotadas para analise em papel milimetrado.

II1.3 Sondas utilizadas

Como sonda para gypsy, foi utilizado o fragmento de 6,9 kb
liberado pela enzima de restricaio Xhol do retroelemento gypsy de
Drosophila melanogaster, contido no plasmideo pGGHS. Para o
elemento P, foi utilizada a sonda do elemento P candnico (2,9kb) de D.
melanogaster, contida no plasmideo pn25.1. Para o elemento hobo, foi
utilizado o plasmideo pHX4 que contém o inserto de 2,6kb do elemento

hobo de D. melanogaster.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Elemento P

Os resultados obtidos apés clivagem com a enzima de restricao
Avall indicam que todas as populacoes de D. willistoni estudadas
apresentam seqiiéncias completas com os sitios de restricdo esperados
(Figura 6 e 7). Além destes, observamos varias outras bandas que,
provavelmente, sdo copias deletadas ou fragmentos obtidos de elementos
que apresentam sitios divergentes para esta enzima. Um ponto
interessante é o fato de que muitos destes fragmentos observados em D.
willistoni sio coincidentes com os de D. melanogastef, o que nos leva a
supor que mudancas ocorridas nas sequéncias destas cépias foram
transmitidas horizontalmente e, por algum motivo, ainda sdo
conservadas. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por outros
autores, que encontraram P em diversas linhagens de D. willistoni
(Daniels et al, 1990; Regner et al, 1998). Até o momento, nenhuma
populagédo de D. willistoni se mostrou livre de sequéncias P.

A analise dos fragmentos gerados ap6s a clivagem com a enzima de
restricdo Xhol aponta para uma variacdo do tamanho dos fragmentos
entre as diferentes populagoes (Figura 8, 9 e 10). Tal padrdo nos leva a
propor algumas explicacdes: 1) pode estar ocorrendo uma variacéo entre
as populacdes no sitio da enzima dentro do elemento (perda do sitio
esperado e/ou ganho de outros); 2) esta variacdao pode sugerir que as
copias estejam em locais diferentes do genoma destas populacdes, o que

implica numa ativagdo do elemento em algum ponto ao longo da
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[ Elemento P

b | s Genoma Hospedeiro

Sitios de clivagem para a
enzima Avall

bsaky  Figura 7. Desenho esquemitico representando os
sitios de clivagem da enzima Avall no elemento P
048k no genoma de D. melanogaster .

Figura 6. Southern blot do
DNA de populagées de
Drosophila  willistoni.  As
amostras foram digeridas
com a enzima Avall e
hibridadas com elemento P de
D. melanogaster. 1) TUR; 2)
WIP; 3)TAB; 4) TRA; 5)CIP;;
6)PAR; C) controle - D.
melanogaster (linhagem
Harwich).



Figura 8. Southern blot do DNA de
populagdes de D. willistoni. As amostras
foram digeridas com a enzima Xhol e
hibridizadas com o elemento P de D.
melanogaster. C) controle - D.
melanogaster (linhagem Harwich); 1)
PAR; 2) CIP,; 3) TRA; 4) TAB; 5) WIP; 6)
TUR.
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Figura 9.Desenho esquemdtico representando
os sitios de clivagem da enzima Xhol no
elemento P no genoma de D. melanogaster.

Figura 10. Southern blot do
DNA de populagdes de D.
twillistoni. Idem a figura 8,
" porém obtido com taxas de
= lexposicao maiores.

500 pb
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diversificacdo destas populacdes; 3) a variacdo observada pode ser
explicada por alteragdes no DNA genémico do hospedeiro que circunda o
elemento e que, assim, altera o tamanho do fragmento produzido.
Embora tenha sido verificada variacdo dos padroes entre as populagdes,
algumas bandas sdao compartilhadas por até 60% delas, como é o caso de
um fragmento de 500 pb visivel em exposicoes mais prolongadas (Figura
10) e que, inclusive, deve ser resultante de cépias deletadas, ou de um
novo padrido de clivagem para esta enzima.

A estimativa do numero de cépias foi feita considerando duas
bandas como uma cépia, pois a enzima Xhol reconhece um sitio interno
na seqiiéncia P em D. melanogaster e sitios no genoma, antes e depois
do elemento. A variacdo foi de 3 a 7 cdpias entre as populagdes
analisadas de D. willistoni.

Embora o fato das linhagens de D. willistoni apresentarem
diferentes padroes de fragmentos gerados pela enzima Xhol possa ser
explicado por uma recente ativacdo de P, um maior entendimento da
distribuicdao e da atividade do elemento P em diferentes linhagens
depende da comprovacdo de que existe (ou ndo) expressio deste
elemento e que as sequéncias completas detectadas por clivagem com a

enzima Avall sdo capazes (ou nao) de mobilizacéo.
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IV.2 Elemento hobo

Em relacido ao elemento hobo, parece haver baixa homologia entre
a sonda de D. melanogaster e o DNA gendmico das linhagens de D.
willistoni, uma vez que a intensidade da hidridagéo foi bastante fraca.
Obtivemos um sinal para um padrao de bandas heterogéneas e de alto
peso molecular quando clivamos o DNA das populagdes com a enzima
Xhol (Figura 11 e 12). Este mesmo padrédo ja havia sido descrito por
Streck et al. (1986) para diferentes linhagens de D. melanogaster e D.
simulans. Além disso, as linhagens de D. willistoni ndo apresentaram o
fragmento esperado de 2,6 kb, correspondente ao elemento hobo
completo em D. melanogaster.

No entanto, em outro ensaio clivamos os DNAs com a enzima
BamHI onde utilizamos apenas 3 pg de DNA para o controle de D.
melanogaster e apés 40 minutos de exposicdo, conseguimos um padrao
de bandas analisavel para hobo. Os dados obtidos para as 17 populagdes
nos permite avaliar o ntimero de cdpias e a variabilidade existente entre
populacdes (Figura 13 e 14). O numero de bandas obtido variou entre 6
e 11, sendo a maioria delas de tamanho maior do que o comprimento de
hobo (3 kb). Somente uma a 3 copias apresentaram tamanhos menores,
representando possiveis copias deletadas ou fragmentos provenientes de
novos sitios de restricdo para esta enzima. Duas destas bandas menores
(em torno de 1,8 e 2,9 kb) sio compartilhadas pela maioria das
populacdes. Outras bandas maiores, de tamanho entre 6 e 12 kb também

sdo conservadas nestas populacdes.
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Figura 12. Desenho esquemitico representando os
sitios de clivagem da enzima Xhol no elemento hobo
no genoma de D. melanogaster.

Figura 11. Southern blot do DNA de
populacées de Drosophila willistoni.
As amostras foram digeridas com a
enzima Xhol e hibridadas com
elemento hobo de D. melanogaster.
C) controle - D. melanogaster
(linhagem Harwich); 1) COR; 2) DLA;
3)ISC; 4) RIB; 5)CIP,.
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Figura 13. Southern blot do DNA de popula¢des de Drosophila willistoni. As amostras

foram digeridas com a enzima BamHI e hibridadas com elemento hobo de D.

melanogaster. 1) PIR; 2) MEL; 3) MAN; 4) ECU; 5) MEX; 6) FLO; 7) CIP,; 8) RIB; 9) ISC;
10) DLA; 11) COR; 12) TUR; 13) WIP; 14) TAB; 15) TRA; 16) CIP,; 17)PAR; C) controle
- D. melanogaster (linhagem Harwich).
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Figura 14. Desenho esquematico representando os
sitios de clivagem da enzima BamHI no elemento
hobo no genoma de D. melanogaster.
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IV.3 Elemento gypsy

A clivagem do elemento gypsy com as trés enzimas utilizadas neste
trabalho (Xhol, Avall e BamHl), resultou em um padrao de fragmentos
bastante conservado entre as diferentes linhagens de D. willistoni.
Embora os sinais de hibridacdo indiquem pouca homologia entre a sonda
do elemento gypsy de D. melanogaster com as sequéncias de D.
willistoni, observamos o fragmento esperado de 6,9 kb para a enzima
Xhol em todas as populagdes (Figuras 15 e 16), indicando nio sé a
conservacgao dos sitios de restricao, mas a existéncia de copias completas
no genoma. Além destas, observamos cdpias compartilhadas com
tamanhos moleculares menores: uma banda de aproximadamente 5,5 kb
e outras duas de cerca de 3kb. Novamente atribuimos estes fragmentos a
presenca de elementos deletados ou de novos sitios internos de restricéo
para a enzima utilizada. Quando analisamos os resultados obtidos para a
enzima Avall (Figuras 17 e 18) a conservacdo do padrdo entre as
populagdes deve ser ressaltado. Possivelmente, uma das bandas
esperadas (de 1,07 kb) encontra-se presente em todas as populacdes de
D. willistoni. No entanto, os demais fragmentos que observamos no
controle de D. melanogaster ndo aparecem nas demais amostras.

Para gypsy, a estimativa do nimero de cépias é feita utilizando a
enzima BamHI (Figura 19 e 20). A partir desta andlise, estimamos entre
9 e 16 o numero de sequiéncias homdlogas a sonda utilizada. No entanto,
somente de 10 a 30% destas bandas possuem tamanho para representar
cépias completas deste elemento. A grande maioria poderiam ser
consideradas como representantes de seqiiéncias incompletas ou de
padrdes de clivagem alternativos. E importante ressaltar novamente a

conservacdo dos padrdes obtidos entre as populacdes. Tal conservacdo



21

sugere pouca ou nenhuma mobilizacdo deste elemento durante a

dispersdo e diversificacdo das populagdes.

6,9 kb

Figura 15. Southern blot do DNA de
populacées de Drosophila willistoni.
As amostras foram digeridas com a
enzima Xhol e hibridadas com
elemento gypsy de D. melanogaster.
C) controle - D. melanogaster

\;’lo w___ ....... s

[ Elemento gypsy
...... . Genoma hospedeiro

| Sitios de clivagem para a
)O enzima Xhol

Figura 16. Desenho esquematico representando os
sitios de clivagem da enzima Xhol no elemento
gypsy no genoma de D. melanogaster




Figura 17. Southern blot do DNA de
populacoes de Drosophila willistoni. As
amostras foram digeridas com a enzima
Avall e hibridadas com elemento gypsy

D. melanogaster. C) controle - D.
melanogaster (linhagem Harwich); 1)
COR; 2) DLA; 3)ISC; 4) RIB; 5)CIP,.
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1 Elemento gypsy
................ Genoma hospedeiro

enzima Avall

Fragmentos que variam entre
375e 570 pb

>‘10 Sitios de clivagem para a

Figura 18. Desenho esquematico representando os
sitios de clivagem da enzima Avdll no elemento gypsy
no genoma de D. melanogaster.
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Figura 19. Southern blot do DNA de populagdes de Drosophila willistoni. As amostras
foram digeridas com a enzima BamHI e hibridadas com elemento gypsy de D.
melanogaster. 1) PIR; 2) MEL; 3) MAN; 4) ECU; 5) MEX; 6) FLO; 7) CIP,; 8) RIB; 9)
ISC; 10) DLA; 11) COR; 12) TUR; 13) WIP; 14) TAB; 15) TRA; 16) CIP,; 17)PAR; C)
controle - D. melanogaster (linhagem Harwich).
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Figura 20. Desenho esquemdtico representando os sitios
de clivagem da enzima BamHI no elemento gypsy no
genoma de D. melanogaster.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

Muitas questdes sobre o papel dos elementos transponiveis bem
como sua evolucdo no genoma de suas espécies hospedeiras ainda
permanecem sem resposta. Este trabalho é uma tentativa de entender a
dindmica de trés destas sequéncias (P, hobo e gypsy) num genoma
hospedeiro bastante complexo, caracterizado por um grande repertério
de rearranjos cromossdmicos e por uma alta variabilidade genética e
plasticidade ecolégica, como é o genoma de Drosophila willistoni.

E certo que a presenca e, principalmente, a movimentacio destas
sequiéncias tem inumeras implicagdes. Contudo, muito pouco sabemos
sobre o que esta por tras de tamanha abundincia e ubiqiiidade desses
elementos mdveis no genoma de espécies ja investigadas para esse
objetivo.

Quando nos propusemos a estudar este tema nos deparamos com
vérias questdes interessantes. Seriam os elementos transponiveis
selecionados para representarem um reservatério que poderia
proporcionar grande variabilidade quando o genoma, eventualmente,
necessitasse? Estariam eles presentes no genoma por serem
seletivamente neutros num estado inativo, se acumulando e fazendo
parte do “lixo” genético? Seriam eles apenas parasitas do genoma, ou
“DNAs egoistas”, cujo objetivo seria apenas sua prépria duplicacdo? Ou,
ainda, tais seqliéncias e o resto do genoma poderiam ser mutuamente
dependentes, numa relacdo necessaria para a perpetuagdo de ambos e,
neste contexto, os elementos moveis representariam uma parcela de

grande importéncia evolutiva para todas as espécies?
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Na tentativa de melhor compreender as questdes acima, tracamos
ainda algumas consideragdes finais. Um dos pontos a ressaltar diz
respeito a utilizacdo de sondas heterdlogas em ensaios de hibridagdo. No
caso deste trabalho, todas as sondas utilizadas foram obtidas de
Drosophila melanogaster, que é a espécie referéncia para os estudos
dentro deste género. Para o elemento P, observamos que os sitios de
restricdo existentes na sonda sio também encontrados nas cépias de P
no genoma de D. willistoni. Isto se deve a grande homologia, ja bem
estabelecida entre sonda e o DNA alvo. Além disso, o sinal de hibridacédo é
forte, o que torna mais facil a andlise. Estes fatores possibilitam
inferéncias mais bem fundamentadas sobre este elemento.

Quando trabalhamos com a sonda de gypsy, nos deparamos com
uma homologia menor, que se reflete num sinal de hibridacdo mais
fraco. Apesar de termos obtido a banda esperada clivando o genoma de
D. willistoni com a enzima Xhol, isto ndo ocorre com outras enzimas ja
estudadas em nosso laboratério. Esta divergéncia ja foi detectada em
seqlienciamentos preliminares de uma regido de aproximadamente 500
pb que indicaram 50% de mudancgas nucleotidicas entre gypsy de D.
melanogaster e de D. willistoni (dados obtidos pelo nosso grupo). Esta
divergeéncia dificulta conclusoes precisas sobre os resultados obtidos e
estas se restringem as anélises comparativas entre as populagoes
estudadas.

Hobo ja foi identificado por outros autores como seqiiéncias
reliquias no genoma de D. willistoni por apresentarem sinais fracos de
hibridacdo. Tais resultados refletem uma divergéncia de seqiiéncia entre
sonda e os elementos no genoma investigado, também observados em

nossos experimentos. Para este elemento, tempos de exposicao devem ser
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mais prolongados para que se obtenham resultados mais satisfatdrios.
Além disso, algumas enzimas nao mostraram-se eficazes na obtencédo de
resultados. Diante destas consideracdes, o que gostariamos de ressaltar é
o cuidado que se deve ter ao se concluir sobre antigiiidade ou invasdo
recente destas seqliéncias modveis no genoma, baseando-se apenas em
dados obtidos pelo uso de sondas muito divergentes. Nesses casos, as
conclusoes refletem muito a qualidade do sinal obtido nos experimentos.

A andlise comparativa dos padroes de fragmentos dos trés
elementos (P, hobo, gypsy) nos possibilitou ter uma idéia da dinamica
evolutiva destas seqiiéncias no genoma de vérias populagdes da espécie
D. willistoni. Levando em consideracio a homologia entre P de D.
melanogaster e P de D. willistoni, pudemos concluir sobre o
compartilhamento do mapa de restricio entre estes elementos. A
hipétese de mobilidade e ativacdo recente de P nos parece mais plausivel,
o que explicaria o padrdo varidvel encontrado entre as populacdes. Ja
para gypsy, todos os dados analisados apontam para a estabilidade deste
retrotransposon nos genomas hospedeiros estudados. Embora a sonda
tenha se mostrado bastante divergente quando analisamos hobo, o que
certamente dificulta a anélise, verificamos uma certa conservacao dos
fragmentos entre as popula¢des, embora fragmentos varidveis possam
indicar também alguma movimentacao.

Estes estudos certamente auxiliardo no entendimento do papel
destas seqiiéncias méveis no surgimento e manutencdo de variabilidade
genética na forma, principalmente, de rearranjos cromossémicos, como ¢
o caso de D. willistoni (como investigado por Rohde, 2000; submetido a
publicacdo). Estes resultados podem servir como guia para a escolha de

qual ou quais elementos transponiveis devem ser investigados mais
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detalhadamente, quando da tentativa de resolver esta questdo. Muito
provavelmente, um elemento tdo estavel quanto gypsy esteja pouco
envolvido com processos que envolvem movimentagdo de TEs. Ja Pe, em
ultima analise, hobo seriam bons candidatos para futuras e mais
refinadas analises de expressdo e envolvimento com a producdo de

variabilidade.
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