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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 e 15% do genoma de Drosophila melanogaster. O projeto
Genoma mostrou que 45% do genoma humano é composto por TEs (Lander,
2001). Principal constituinte do DNA medianamente repetitivo, estas sequéncias
sdo muito antigas nos genomas, onde 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 mudltiplas coOpias e
possuem, pelo menos, algumas destas caracteristicas: 1) seqiiéncias nucleotidicas
muito similares em ambas as extremidades que sdo chamadas de repeticbes
terminais, sendo este o local de reconhecimento pela enzima que ira movimenta-
los; 2) genes que codificam enzimas envolvidas em sua mobilidade; 3) duplicagbes
resultantes de sua inser¢do em um sitio do genoma.

Podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo com o tipo de
intermediario envolvido no seu mecanismo de transposi¢cdo (Cummings, 1994):

Elementos de Classe |: s@do TEs com transposi¢do replicativa, envolvendo
um intermediario de RNA que € transcrito reversamente antes da insergcdo. Sao
denominados retrotransposons e podem incluir elementos com LTRs (/ong 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 sdo copia, 412 e gypsy.

Elementos de Classe Il: utilizam somente DNA como intermediario de
transposicdo, sendo conhecidos como transposons propriamente  ditos.

Movimentam-se principalmente pelo mecanismo conservativo, onde a excisdo do



elemento doador € seguida pela sua inser¢cdo em qualquer lugar do genoma. Tém
sido encontrados tanto em procariotos como em eucariotos. Exemplos de TEs
desta categoria em Drosophila sdo mariner, hobo e P .

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

Acredita-se que a origem dos elementos transponiveis dentro do genoma de
uma espécie possa ocorrer pelo rearranjo de sequUéncias gendmicas, por
transmissdo horizontal ou ainda por transmissdo vertical. Uma vez estabelecido
dentro do genoma, o primeiro passo € caracterizado como uma fase invasora,
onde o numero de cépias aumenta. A taxa na qual este fendmeno ocorre depende
de varios fatores que regulam a transposicdo de um elemento transponivel. Sao
eles: o proprio elemento, o genoma hospedeiro, fatores ambientais e interacdo
entre todos estes pardmetros. O segundo passo seria a inativa¢cdo ou imobilizacdo
do TE que depende, em grande parte, do seu impacto sobre o valor adaptativo do
hospedeiro. Assim, tais elementos podem ser mantidos em estado de laténcia ou
podem ser perdidos estocasticamente (Pinsker et a/. 2001).

A importédncia do estudo de TEs reside nas consequUéncias de sua
mobilidade. O mecanismo de transposicdo pode gerar um repertorio de efeitos
mutacionais, como interrup¢cdes de moddulos de leitura ou modificagbes na
regulacdo de genes; quebras cromossdmicas e, consequentemente, delecoes,
inversoes, translocacdes e duplicacdes; bem como néo-disjuncdes e distorgbes na
segregacdo dos cromossomos na divisdo celular. Além disso, a simples existéncia
de multiplas copias destas sequiéncias favorece a incidéncia de recombinacéo entre
elas, produzindo perda ou inversdo da por¢cdo de DNA entre elas.

Alguns elementos transponiveis como P e hobo estdo envolvidos com o

fenbmeno de disgenesia hibrida, sindrome que aparece principalmente 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, recombinacdo em machos, rearranjos e nao-
disjungcbes cromossdmicas causadas pela elevada taxa de transposicdo nas células
germinais dos hibridos (Matsuura et a/., 1993).

O impacto de TEs sobre os genomas hospedeiros pode adquirir proporcoes
distintas, dependendo se sua localizacdo for eucromética ou heterocromatica.
Cépias ativas sdo encontradas principalmente na eucromatina, enquanto na
heterocromatina observamos muitas copias defectivas e rearranjadas. No entanto,
permanece ainda a duvida se existe uma preferéncia insercional de TEs por
determinadas regides ou se este padrdo € resultado de diferentes pressdes
seletivas (Capy et al. 1998).

O papel dos elementos transponiveis como fonte importante de variabilidade
para 0 genoma vem sendo bem estabelecido. Além disso, a descoberta de
sequéncias que podem movimentar-se revolucionou a idéia de que o genoma era
algo estatico, tendo capacidade de mudar somente em uma escala evolucionaria

lenta (Arkipova & llvin, 1992).

1.2. ELEMENTO TRANSPONIVEL P

A familia do elemento P € uma das mais bem caracterizadas nos organismos
eucariotos. De acordo com uma boa quantidade de evidéncias, este elemento
invadiu recentemente 0 genoma de Drosophila melanogaster, muito
provavelmente por transferéncia horizontal de uma espécie do grupo willistoni, a
Drosophila willistoni. Observacdes que estdo de acordo com esta hipotese incluem:
a) a alta similaridade entre as sequéncias do elemento P de linhagens de D.
melanogaster de origens diversas; b) a ndo existéncia de elemento P em outras
espécies do subgrupo melanogaster, c) a sequéncia de P de D. willistoni difere por

apenas um unico nucleotideo em relacdo ao elemento P de D. melanogaster (o



que € inesperado se levarmos em conta a divergéncia das duas espécies, estimada
em 50 milhdes de anos); d) uma recente simpatria entre D. melanogaster e as
espécies do grupo willistoni (revisbes em Cummings, 1994; Capy et al, 1994;
Clark et al., 1994).

Estudos da distribuicdo de sequéncias homologas a P no género Drosophila
havia sugerido que ele é basicamente restrito ao subgénero Sophophora. Dentro
do subgénero Sophophora foram detectadas sequiéncias de £ em todas as espécies
do grupo willistoni, obscura e na maioria das espécies do grupo saltans. Sua
distribuicdo nas espécies do grupo melanogaster é descontinua, da mesma forma
que em espécies fora do subgénero Sophophora (Anxolabéhére et al, 1985;
Daniels et al., 1990). Entretanto, um elemento P possuindo alta similaridade com
elementos em espécies de Sophophora foi encontrado em espécies do grupo
tripunctata, pertencente ao subgénero Drosophila, que ndo havia sido testada nos
trabalhos anteriores (Loreto et al., 1998, 2001).

Além disso, a descoberta de sequiéncias P em espécies que nao pertencem
ao género Drosophila, como Lucilia cuprina (blowfly) (Perkins & Howells, 1992) e
Musca domestica (Lee et al., 1999), sugere que este TE seja mais amplamente
distribuido do que inicialmente parecia ser. A homologia encontrada entre o
elemento Pde Lucilia cuprina e o de D. melanogaster € estimada em 50% em nivel
dos nucleotideos. Uma vez que estas duas seqiéncias sdo bastante divergentes
das sequiéncias dos elementos P de drosofilideos, e ja que a amostragem tem sido
limitada, torna-se dificil determinar a origem destes dois elementos. Eles podem
representar elementos antigos que foram encontrados em muitas espécies de
dipteros, ou podem ter sido transferidos horizontalmente a estes taxa em algum
tempo no passado (Clark et al., 2002).

O elemento P completo de D. melanogaster possui um tamanho de 2,9 kb,
sendo flanqueado por repeticdes terminais invertidas (ITRs) de 31 pb em suas
extremidades. Quatro exons sédo designados como fases abertas de leitura (ORFs)
numeradas de 0 a 3 (Figura 1). Elas codificam dois polipeptideos envolvidos na

transposicdo do elemento: uma transposase de 87 kDa, codificada pelos quatro



exons, e uma proteina repressora de 66 kDa, codificada pelos trés primeiros exons
(Rio et al., 1986). Poucas copias do elemento P presentes no genoma de D.
melanogaster sao de elementos autdbnomos, e a maioria sdo elementos nao
autbnomos, resultantes de dele¢cdes internas ou outras mutacdes, geralmente
pequenos e derivados de elementos completos. Muitas espécies nas quais
elementos P tém “residido” por longos periodos de tempo portam apenas

elementos ndo autbnomos divergentes.

= H || = =

Figura 1 . Esquema baseado na sequéncia do elemento completo de P de Drosophila melanogaster,

segundo numero de acesso GeneBank X06779, modificado. (Clark & Kidwell 1997).

Muitas propriedades da biologia de elementos P ativos, entretanto, sdo
consistentes com a hipotese de transferéncia horizontal. Primeiro, eles possuem
todas as propriedades necessarias para mobilidade (como codificar uma
transposase). Segundo, estudos tedricos e de laboratério demonstram que a alta
eficiéncia de transposicdo em genomas desprovidos do elemento supera os efeitos
deletérios associados com a transposi¢do. Terceiro, o modo replicativo de
transposicdo do elemento P leva a um acréscimo do seu numero de copias no
genoma. Dadas estas propriedades, se um elemento P ativo é introduzido no
genoma de uma espeécie que ndo o0 contém, mas que pode suportar transposicao,
h& chances razoavelmente boas de que o elemento possa se distribuir entre a
populacéao.

Uma alternativa a este tipo de explicacdo, seria a ocorréncia de perda
estocéastica, defendida por Engels (1986). Segundo este autor, a existéncia de P
em algumas espécies relacionadas e a sua auséncia em outras seria devida a
perda destas seqUéncias em alguns genomas e ndo em outros durante o tempo de
evolucdo. O volume crescente de dados moleculares disponiveis e a comparacgao

entre a sequéncia de nucleotideos nos ultimos anos, entretanto, tém dado suporte
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a idéia de transmissdo horizontal. A ocorréncia conjunta de ambos, no entanto,
néo deve ser descartada.

Elementos transponiveis sdo transmitidos verticalmente, de geracdo para
geracdo, juntamente com o restante do genoma. Entretanto, a analise da
distribuicdo destes elementos em diferentes espécies e a discrepancia entre
filogenias baseadas em sequéncias de TEs e filogenias de acordo com caracteres
classicos, sugerem a possivel existéncia de transferéncia horizontal entre espécies
(Clark, 2002).

Um dos primeiros exemplos conhecidos de inconsisténcia entre filogenias de
elementos transponiveis e de espécies, baseados em varios marcadores genéticos
e moleculares, refere-se a particular distribuicdo de sequiéncias de elemento P em

espécies distantemente relacionadas.

1.3. ELEMENTO TRANSPONIVEL GYPSY

Gypsy (também conhecido como mdg4), € um retrovirus enddgeno
primeiramente identificado em Drosophila melanogaster. Possui 7,5 kb de
comprimento e LTRs com 482 pb (Georgiev, 1980; Bayev et al 1984),
pertencendo a superfamila gypsy/Ty3 de retrotransposons (Capy et al., 1998). A
relacdo intima entre este grupo de TEs e os retrovirus tem sido bastante discutida,
jA que mostram uma estrutura genémica similar a forma pré-viral de retrovirus de
vertebrados e exibem propriedades infectivas em condi¢des particulares (Kim et
al., 1994; Bucheton, 1995; Pélisson et al., 1997; Lerat & Capy 1999).

Alguns cenarios evolutivos tém sido sugeridos a respeito destas
similaridades. Por exemplo, Xiong & Eickbush (1990) e McClure (1991) analisaram
similaridades de transcriptases reversas de muitos retroelementos, incluindo
retrotransposons e retrovirus. Estes autores sugerem que retrovirus podem ter

evoluido de retrotransposons com LTRs por adquirirem um gene env funcional.
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Capy et al., (1996) também fazem tal sugestdo tendo como base a comparacédo da
assinatura DDE integrase/transposase.

Assim como em outros retrovirus, gypsy possui um genoma que codifica
trés genes diferentes chamados de gag, po/ e env, que séo requeridos para sua
replicacdo e infectividade (Figura 2). Os primeiros dois genes sédo traduzidos como
um unico RNA. O produto de gag é o precursor de proteinas estruturais do
capsideo viral. O gene po/ é expresso fusionado a gag sendo posteriormente
clivado para dar origem a transcriptase reversa e enzimas como protease, RNAseH
e integrase. O terceiro gene, localizado na por¢cdo 3' do genoma € expresso como
um transcrito processado e codifica os componentes do envelope viral que
permitem a entrada do virus na célula por interacdo com receptores celulares
seguido de fusdo da particula viral com a membrana da célula (Pélisson et al.
1994).

LTR 5’ ORF1
gag ORF2 ORF3
pol env

LTR 3’

Figura 2 . Esquema baseado na sequéncia do retroelemento gypsy de Drosophila melanogaster.

A superfamilia “gypsy-like” constitui um grupo heterogéneo, amplamente
distribuido entre os eucariotos (Marin & Lhoréns 2000). Miller et al. (1999)
identificaram e relacionaram filogeneticamente, sequéncias de retrotransposons da
superfamilia “gypsy~like” nos mais diferentes grupos de organismos, incluindo
varias classes de vertebrados. Os autores ndo encontraram sequéncias
relacionadas apenas em aves e mamiferos. Os resultados obtidos evidenciaram
uma relacdo entre sequiéncias homodlogas a gypsy de vertebrados e fungos, ao
invés de vertebrados e insetos (invertebrados) como seria o esperado. Eventos de
transmissdo horizontal ancestral entre filos ou a existéncia de diferentes linhagens

destas sequéncias podem ser possiveis explicacBes para estes achados.
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Quando a sonda de gypsy de D. melanogaster € utilizada para investigar a
presenca destas seqUéncias em genomas de outras espécies, hovamente a ampla
distribuicdo deste elemento é evidenciada (Stacey et al. 1986; Alberola et a/l. 1997;
Loreto et al/. 1998a). No entanto, o sinal da hibridizacdo € bastante variavel,
indicando consideravel divergéncia das espécies analisadas.

A ampla distribuicdo de gypsy entre espécies do género Drosophila (Stacey
et al. 1986; Loreto et al. 1998; Biémont & Cizeron 1999; Sassi, 2000) é atribuida,
por muitos autores, a existéncia de elementos gypsy ancestrais nestes insetos. No
entanto, se levarmos em consideracdo as caracteristicas infectivas de gypsy de D.
melanogaster, eventos infectivos podem ter ocorrido e propiciado esta grande
expansdo (Alberola & De Frutos 1996; Vazquez-Manrique et al. 2000). Assim,
fenbmenos de transmissdo horizontal podem explicar o complexo cenario de
distribuicdo deste elemento (Herédia, 2002).

Stacey et al. (1986) realizaram uma ampla investigacéo sobre a distribuicdo
de gypsy de D. melanogaster em outras espécies do género Drosophila, através do
método de Southern blot. Estes autores observaram a ampla distribuicdo com
descontinuidades ocasionais e salientam que o grau de similaridade medido pelo
sinal de hibridizacdo n&o se correlaciona com o grau de divergéncia entre sonda e
a espécie investigada, no que se refere a similaridade em seqiéncia e parentesco
filogenético. Estes dados foram confirmados diante da sequéncia completa de
gypsy de D. subobscura e D. virilis. Estas seqUéncias sdo discrepantes em relagao
aos seus tempos de divergéncia e autores sugerem que eventos de transmissao
horizontal podem ter ocorrido na histéria evolutiva de gypsy entre estas espécies
(Alberola & De Frutos 1993).

A primeira evidéncia de transferéncia horizontal de uma linhagem contendo
elementos gypsy transposicionalmente ativos para uma linhagem “vazia” é de Kim
et al, (1994), que sugerem que gypsy de Drosophila melanogaster seria um
retrovirus infeccioso, devido a producéo da proteina env.

Terzian et al., (2000) analisaram filogeneticamente uma porcdo do gene da

integrase de gypsy de espécies do subgrupo melanogaster e detectaram a
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formacdo de duas linhagens de gypsy, além de um complexo padrdo de
transferéncia vertical com multiplos eventos de transmissao horizontal.

Recentemente, o trabalho de Herédia (2002), bem mais abrangente do que
todos os anteriores, incluindo 23 espécies de Drosophilidae neotropicais néo
estudados previamente, propiciou um corpo de dados bastante sélido a favor da
ocorréncia de transferéncia horizontal de gypsy.

No caso de gypsy, este fendmeno poderia ocorrer sem um vetor, como um
parasita ou virus, ja que este retrotransposon pode codificar uma particula

infecciosa.

1.4. TRANSFERENCIA HORIZONTAL

Transferéncia génica lateral ou horizontal é definida como a transferéncia
assexual de informacdo genética entre genomas, sendo tal termo geralmente
restrito a transferéncia entre genomas nucleares de organismos de diferentes
espécies. A transferéncia horizontal € distinta do modo normal de transmissdo pelo
gual a maioria dos genes, na maior parte do tempo, sao transmitidas verticalmente
dos pais para a prole (Kidwell, 1993).

Embora pareca apropriado que apenas uma minoria de genes, ou outras
sequéncias, possam ser adquiridos lateralmente, niveis extremamente baixos de
transmissdo ainda poderiam ter significado evolutivo consideravel.

Geralmente, andlises filogenéticas de seqiéncias de dados produzem
arvores que sdo consistentes com a hipotese de transferéncia vertical estrita.
Transferéncia génica horizontal deve ser suspeitada, quando anomalias aparecem
nas arvores produzidas por tais seqiiéncias, apesar de outras hipéteses poderem
ser ainda consideradas para explicar anormalidades, como perda estocastica nos
genomas de algumas linhagens e/ou espécies derivadas.

Smith et al (1992) recomendam estes critérios para o uso de dados

moleculares de sequiéncias para estimar eventos de transferéncia horizontal: 1) os
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dados de seqUéncias devem ser disponiveis de um numero de organismos
evolutivamente distantes; 2) além do taxon excepcional sob escrutinio, o taxa
remanescente deve mostrar mudancas nas sequéncias que sejam consistentes
com uma filogenia convencional; 3) a arvore deve ser enraizada apropriadamente
com os dados da sequiéncia de uma espécie mais distante cuja classificacdo ndo €
disputada (grupo externo); 4) a concordancia das topologias das &arvores
produzidas por mais de um método de andlise filogenética fortalece o resultado; 5)
€ interessante, ainda, encontrar a mesma topologia filogenética convencional
usando um diferente conjunto de sequéncias do mesmo grupo filogenético.

Uma das situa¢des mais comuns explicadas por transferéncia horizontal € a
presenca de descontinuidades em um conjunto de dados filogenéticos, isto €, uma
situagdo na qual um gene é encontrado em uma Unica espécie, mas esta ausente
em espeécies intimamente relacionadas. Ao nivel populacional, a observagdo de
distribuicdes descontinuas de sequéncias dentro de uma Unica espécie pode

fornecer uma evidéncia adicional consistente com transferéncia horizontal.

1.5. TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE ELEMENTOS MOVEIS

Transferéncia génica horizontal € um fendbmeno comum em bactérias e vem
aumentando seu reconhecimento na evolucdo de células eucaridticas (Syvanem &
Kado, 2002), mudando assim, a antiga idéia de sua ndo ocorréncia ou de sua
pouca importancia entre eucariotos. Alguns dos melhores exemplos tém sido
obtidos com elementos transponiveis em metazoarios, como € 0 caso da invasao
do elemento P de Drosophila willistoni em Drosophila melanogaster (Daniels et al.,
1990), um caso bem documentado de transferéncia horizontal, onde a extensa
representatividade de coletas deste organismo modelo para estudos evolutivos
permitiu 0 acompanhamento da invasdo do elemento P nesta espécie.

Outro excelente exemplo de expansdo de transposons envolve mariner, um
TE encontrado originalmente em Drosophila, mas subsequientemente descoberto

em muitos outros filos de metazoarios (Robertson & MacLeod, 1993).
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Evidéncias recentes indicam que copia (Jordan et al., 1999), gypsy (Herédia,
2002) e outros retroelementos também tém sido horizontalmente transferidos
entre espécies.

Embora dificil de se documentar rigorosamente, existem algumas evidéncias
de que elementos transponiveis eucariéticos poderiam ser mais suscetiveis a
transferéncia génica horizontal do que genes do hospedeiro que sdo transmitidos
estritamente através de heranca Mendeliana (Kidwell, 1993). Tal fato ndo €
surpreendente, porque TEs possuem a vantagem ébvia de possuirem a maquinaria
molecular que facilita tal transferéncia. Além disso, sustenta-se que a transferéncia
horizontal para novos hospedeiros pode ser essencial para a sobrevivéncia de
alguns TEs através de longos periodos do tempo evolutivo (Kidwell, 1992; Lohe et
al., 1995).

O fato dos TEs eucariéticos se movimentarem através de dois tipos de
mecanismos de transposicdo, entretanto, implica em certas diferencas de
oportunidade para transferéncia lateral ou horizontal.

Os casos de transferéncia horizontal do elemento P sé@o classicos, uma vez
gue é um dos TEs eucaridticos melhor descritos (Engels, 1989); um dos primeiros
casos encontrados de transferéncia horizontal eucaridtica (Daniels et a/., 1990) e
subsequente invasor de outras espéecies (Kidwell, 1992; Anxolabéhere et al.,
1988). Ainda, a histéria evolutiva do género Drosophila tem sido extensamente
estudada e existem estimativas razoaveis sobre o tempo de divergéncia das
especies, 0 que nos fornece um contexto no qual pode-se tentar estimar o espaco
de tempo entre eventos de transferéncia horizontal.

N&o é coincidéncia que um evento de transferéncia horizontal que introduziu
o elemento P no genoma de D. melanogaster tenha ocorrido apenas
recentemente. Drosophila willistoni e D. melanogaster tém se tornado espécies
simpatricas apenas atraveés das atividades modernas humanas, provavelmente
dentro dos ultimos 200 anos (Engels, 1992).

Consequentemente, apenas durante o ultimo século existiu realmente a

possibilidade de D. melanogaster compartilhar a amplitude de distribuicdo
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geografica de D. willistoni, a qual distribui-se desde o sul da Flérida ao norte da
Argentina (Spassky et al., 1971). Portanto, a transferéncia horizontal entre estas
duas espécies ndo seria possivel na natureza até apenas muito recentemente.
Segundo Kidwell (1983) e Anxolabéhére et al., (1988), a invasdo do genoma de D.
melanogaster pelos transposons P, a partir de D. willistoni, teria ocorrido a partir
da década de 1950, em localidades mais ao sul da América do Norte (Flérida e
México), onde D. willistoni € simpatrica com a cosmopolita D. melanogaster.

Baseados em estudos de evolucdo molecular (usando a divergéncia entre
elementos P em sitios ndo sinbnimos), a idade do mais recente ancestral comum
de elementos P candnicos tem sido estimada em 2 -3 milhdes de anos (Silva &
Kidwell, 2000). Os autores também concluem que elementos P canfnicos vém
transferindo-se horizontalmente entre espécies a uma taxa maior do que pensado
anteriormente.

A existéncia de sequéncias homologas ao elemento P de Drosophila
melanogaster foi detectada em Drosophila mediopunctata, um membro do grupo
tripunctata, subgénero Drosophila; sendo o primeiro relato de um elemento P
canonico fora do subgénero Sophophora (Loreto et al, 2001). Baseado na
marcante incongruéncia entre a filogenia no elemento P e a filogenia das espécies
hospedeiras, a presenca de um elemento P canbnico em D. mediopunctata (e nao
em nenhuma outra espécie a ela relacionada) € melhor explicada por transferéncia
horizontal entre espécies.

A auséncia de dados adequados tém impossibilitado muitas vezes a
obtencdo de uma estimativa da frequéncia de transferéncia horizontal através do
tempo evolutivo, seja por sequéncias de elementos transponiveis ou qualquer
outro tipo de genes. Especulacdes a respeito de frequéncia e significancia deste
fenbmeno tém sido baseadas em observacbes limitadas. Por um lado, a alta
proporcdo de congruéncia de muitas filogenias baseadas em mdltiplas
caracteristicas, tém sugerido que transferéncia horizontal deve ter ocorréncia
extremamente rara. Por outro lado, um numero de incongruéncias filogenéticas

continuam inexplicadas, mas o nivel de resolucdo de andlises prévias ndo foi
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refinado o suficiente, para escolher sem ambigtidade, a mais provavel entre as
explicacbes alternativas. Tal situacdo estd mudando com a disponibilidade de
dados abundantes de sequéncias de muitos organismos, o que pode tornar
possivel a obtencdo de estimativas de frequéncia de eventos de transferéncia
horizontal.

Embora o mecanismo exato de transferéncia horizontal seja desconhecido, o
requerimento minimo deve ser a sobreposicdo geogréfica, temporal e ecoldgica
entre a espécie doadora e a receptora de uma seqiéncia movel, além da atuacéo
de provaveis vetores. Deve ser considerado ainda, que estes pré-requisitos possam
ter ocorrido em condigbes ambientais diferentes das encontradas no presente.

Gracas a fortes barreiras naturais ao fluxo génico em eucariotos, a
transferéncia de sequéncias nestes organismos deve ocorrer em uma baixa
frequéncia por conjugacdo entre reinos. Em poucas situagdes, tais como relagdes
simbidticas, a proximidade fisica deve existir entre o doador e o receptor para
permitir a transferéncia. Em outras situa¢des, um vetor serd necessario, e torna-se
interessante a identificacdo de agentes bioldgicos que poderiam atuar como
vetores para transporte de sequéncias de DNA entre espécies isoladas
reprodutivamente. Na auséncia de evidéncias experimentais, um numero de
provaveis vetores tém sido considerados. A lista inclui virus, micoplasmas,
bactérias, protozoarios, fungos e pequenos artropodos (revisbes em Duesberg,
1983; lkawa, 1974; Syvanem, 1987).

Nos ultimos dez anos, um vetor em potencial de transferéncia horizontal de
sequéncias de DNA entre espécies de Drosophila foi identificado por Houck et al.,
(1991). O vetor candidato, Proctolaelaps regalis DeLeon, € um &caro semiparasita.
E considerado um vetor por causa do seu modo parasitico de alimentacdo; suas
estruturas gnatossomais adaptadas para alimentacdo de fluidos e digestdo pre-
oral; seu transito veloz entre individuos predados; sua similaridade de utilizacdo de
habitat com Drosophila de frutos caidos e fermentados e sua intrinseca simpatria
com Drosophila. O comportamento alimentar deste 4caro parece simular o método

de micro-injecdo usado por muitos pesquisadores de Drosophila para transferéncia
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intra e interespecifica de genes por transformacdo mediada pelo elemento P
(Spradling, 1982). Em qualquer de suas fases do desenvolvimento, mas
especialmente no embrido inicial, que passa pela fase de blastoderme sincicial,
guando muitos nucleos estdo em divisdo, sem a barreira da membrana plasmatica,
ao predar o hospedeiro com o uso de suas queliceras o acaro injeta um liquido
anticoagulante e suga o conteudo. Ao fazer isto, ele funciona como uma
verdadeira agulha de micro-injecdo, cujo potencial transformante é
particularmente efetivo se em um substrato compartilhado por duas espécies, 0
acaro predar o ovo de um e logo em seguida o de outro.

Além disso, &caros P. regalis associados com uma linhagem P de D.
melanogaster mostraram portar seqtiéncias de elemento P (Houck et. al, 1991). O
mecanismo de transferéncia mais comum parece ser o de vetor mecanico, mas as
possibilidades de integracdo do DNA de Drosophila no genoma do acaro, ou o
envolvimento secundario de um virus ou bactéria ndo podem ser excluidos.

Numerosos trabalhos sobre provavel transferéncia horizontal envolvendo
elementos genéticos transponiveis eucarioticos tém surgido nos ultimos anos,
como conseqiiéncia da disponibilidade do método de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para amplificar sequéncias de DNA especificas. No entanto, a
evidéncia de transferéncia horizontal é geralmente sugestiva, mas usualmente ndo
conclusiva.

E nossa opinido que ambas as linhas de evidéncias estejam corretas nas
suas formulagcbes e que a ocorréncia de um fendmeno (transferéncia de material
genético através de um vetor) ndo exclua o outro (perda estocastica). E
importante salientar ainda, que a maioria destes estudos tém usado linhagens de
moscas provenientes de bancos de estoques, e como tal, coletadas h& bastante
tempo e mantidas em numeros pequenos e em condi¢cdes muito diferentes das da
natureza. Dai a necessidade de se realizar este tipo de estudo em condi¢bes mais
préximas as que ocorrem na natureza.

Tais achados tém alta relevancia evolutiva e, virtualmente, nada neste

sentido foi feito com espécies e géneros neotropicais de acaros, nem tem sido
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investigado do ponto de vista da presenca ou auséncia neles, de quaisquer das 20
ou mais familias conhecidas de transposons.

Portanto, a dinamica evolutiva de elementos transponiveis é complexa,
refletindo um balanco entre o aumento do numero de cépias através de
transposicao replicativa e decréscimo através de forcas estocasticas e pela acédo da
selecdo natural. Além disso, a situacdo € complicada pela aparente propensédo de
transferéncia horizontal de elementos transponiveis entre as espécies (Kidwell,
1992, 1993).

Assim, estudos de elementos transponiveis podem ajudar a identificar
problemas potenciais com analises filogenéticas que estdo associados com suas
caracteristicas e durante o processo providenciar esclarecimentos dentro da pratica

de filogenias moleculares.

1.6. ACAROS SEMI-PARASITAS DE Drosophila

H& bastante tempo temos observado nas moscas que coletamos nha
natureza junto com o0s seus substratos (principalmente frutos fermentados), que
droséfilas de varias espécies sdo semi-parasitadas por muitas formas de &caros
gue predam ovos, larvas, pupas e adultos. Estes acaros sdo dificeis de serem
eliminados das culturas e o significado evolutivo de tais associa¢cdes tem nos
intrigado especialmente depois que a hipétese de transmissao horizontal de genes
via acaros ganhou consisténcia com os trabalhos conduzidos por Margareth Kidwell
e sua equipe da Universidade do Arizona (Houck et a/, 1991). Assim, motivados
pela atualidade do tema e pelo papel recém atribuido aos elementos transponiveis
como geradores de variabilidade genética e aos acaros como seus vetores, foi
iniciado um estudo visando detectar sinais da presen¢a do elemento P em &caros

gue vivem associados as comunidades neotropicais de Drosophila.
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Acaros do género Proctolaelaps (familia Ascidae) sdo predadores de ovos
que tém sido frequentemente encontrados em culturas de laboratério de D.
melanogaster. Ha4 poucos estudos sobre sua biologia (revisdo em Ashburner,
1989), mas uma infestacdo densa pode eliminar uma cultura de Drosophila por
predar todos os ovos ou por impedir a copula de adultos, ja que muitos acaros se
concentram na Umida regido genital tanto de machos como de fémeas (Figura 3).

Alem disso, eles movem-se com excepcional rapidez e séo dificieis de conter.

Figura 3. Drosophila melanogaster parasitada por acaros em laboratério. As setas indicam os
acaros localizados na regido genital da mosca.

Segundo identificagdo do Dr. Reinaldo Feres, da UNESP, pelo menos
Tyrophagus putrescentiae, Proctolaelaps sp. e um membro da familia
Histiostomidae, estéo associados as nossas comunidades de moscas do Rio Grande
do Sul. A amplificagdo por PCR de 553 pb do terceiro intron do elemento P usando
primers desenhados para deteccdo deste elemento em Drosophila, feita em nosso
laboratorio (Carareto et. al., 1996), revelou que estes trés &caros tém sequéncias
homodlogas ao elemento P no seu genoma. As implicagdes evolutivas destes
achados sédo imensas, tendo aberto caminho para a realizagdo de um projeto de
longa duracéo.

Estes achados, portanto, foram o estimulo para a continuacdo e ampliagdo
dos estudos sobre o papel deste e de outros elementos transponiveis ao nivel de
“guildas” de insetos e seus parasitas, provenientes de popula¢des naturais. Guilda
ou grupo funcional € um grupo de espécies que exploram a mesma classe de

recursos ambientais de modo similar (Root, 1967; Hawkins & Macmahon, 1989).
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Root (1967) cunhou o termo guilda como um modo de agrupar espécies, sem
considerar sua posicdo taxonO6mica, que sobrepdem significativamente suas
necessidades de nichos. Ele também sentiu que uma vantagem do uso do conceito
de guilda, era que ele focava a atencdo em todas as espécies simpétricas
envolvidas numa interacdo competitiva, independentemente de seu
relacionamento taxon6mico. Muitos dos estudos experimentais e comparados de
particdo de recursos e competicdo interespecifica, mesmo para drosofilideos, agora
definem espécies de interesse, como membros da mesma guilda. Devido a esta
énfase, tal conceito é usado para discutir todos os aspectos da competicdo e do
nicho relacionados a uma ampla variedade de fenbmenos ecoldgicos (Hawkins &
Macmahon, 1989).

Assim sendo, pelas particularidades dos problemas que nos propusemos a
estudar, entendemos que comecar caracterizando elementos transponiveis em
drosdfilas, acaros e parasitéides de guildas recém coletadas pode ser bastante
promissor e contribuir para o estabelecimento de algumas relagbes de causa e

efeito entre diversidade genética e riqueza de elementos transponiveis.

1.7. PARASITOIDES DE Drosophila

A maioria dos insetos tém suas vidas encurtadas pelos parasitoides,
especialmente os himenodpteros parasitoides. Estes organismos utilizam os seus
hospedeiros apenas em algumas fases do seu ciclo ontogenético e ndo em todas
elas como o fazem os parasitas. A analise comparada dos atributos de importancia
ecologica e evolutiva destes organismos revela que, apesar das espeécies de
parasitoides exibirem uma diversidade biolégica e taxon6mica notavel, eles
apresentam uma importante convergéncia evolutiva, pois diferentes espécies de
parasitoides tendem a resolver problemas reprodutivos semelhantes, através de
estratégias adaptativas similares, quando ndo idénticas. Entretanto, € muito util o

emprego de sistemas parasitoide-hospedeiro que sejam de baixo custo, baratos
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para manutencdo, ocupem pequeno espaco, e que sejam de facil manipulacéo e
muito produtivos. Pavan e Stunkel (1982) afirmam que o uso de sistemas
parasitoide- Drosophila ndo sé satisfaz estes requisitos de criacdo, como apresenta
grande potencial para estudos de especiacdo, corte, relacdes parasitoide-
hospedeiro, etc.

Os himenopteros parasitéides, que constituem taxonomicamente a Serie
Parasitica e abrangem mais de 200 mil espécies conhecidas, possuem algumas
caracteristicas notaveis que contribuem para sua enorme diversidade: ampla
diversidade de padrdes de vida de seus membros, especiacdo rapida, padrdo de
evolucdo cariotipica, especificidade de hospedeiro e producdo de guildas. A
ocorréncia de espécies cripticas e a especiacdo rapida estdo associadas a uma
grande especificidade de hospedeiro. Na regido neotropical, Ganaspis xanthopoda
contém espécies cripticas que se diferenciam na especificidade de hospedeiro,
sendo que uma delas s6 parasita D. mercatorum, e a outra s6 D. melanogaster
(Zim & Pavan, 1982; Almeida & Sampaio, 1993).

Apesar de que s6 alguns sistemas parasitdide-hospedeiro naturais foram
intensamente estudados, inclusive alguns sistemas parasitéide-Drosophila, eles
evidenciam mudancas coevolutivas rapidas e reciprocas entre as duas espeécies
envolvidas. Os parasitoides podem modificar os valores seletivos em uma
populacdo polimérfica do hospedeiro e assim, modificar indiretamente a resposta
adaptativa daquela populacdo ao seu ambiente (Mendonga, 2000). O
entendimento das interagbes coevolutivas entre parasitoides e seus hospedeiros
demandam assim, ndo s6 uma integracdo dos aspectos genéticos e demograficos
de seus relacionamentos, mas também uma visdo mais ampla dos fendmenos
genéticos que controlam as populacdes do parasitdide e de seu hospedeiro. Esta
visdo sintética deveria ser aplicada aos dados bioldgicos, integrando aspectos
ecologicos, genéticos e demogréficos.

A maioria das espécies de himendpteros parasitdides tem especificidade de

hospedeiro, e parasita uma ou poucas espécies (Waage & Hassel, 1982). A maioria
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das espécies de parasitdides utiliza um ampla gama de hospedeiros naturais,
apesar de terem certa especificidade (Carton et al., 1986).

Do material que emerge em nosso laboratorio, coletado como pré-adultos
(ovos, larvas e pupas) em frutos fermentados, ha mais de 20 anos,
freqientemente temos observado a emergéncia de microhimendpteros
parasitoides de Drosophila. Vilela (2000) fez um levantamento de insetos que
emergiam em laboratério de frutos caidos de Citharexylum myrianthum Cham.
(Verbenaceae), coletados em S&o Paulo, e encontrou microhimenopteros
parasitdides das familias Braconidae, Figitidae e Pteromalidae. Pelas suas
caracteristicas, microhimenopteros diferentes podem ser identificados pela fase do
ciclo e pelo seu padrdo de predacdo das pupas (cicatriz deixada no pupario).
Nesses casos, ao invés de emergir uma drosofila adulta de sua pupa ao fim da
metamorfose, emerge um microhimenoptero adulto.

McAllister & Werren (1997) analisaram o padrao filogenético do
retroelemento NATE (NAsonia Transposable Element) no genoma de vespas
parasitoides da familia Pteromalidae, a partir da andlise de uma regido contendo o
dominio de transcriptase reversa em 9 diferentes espécies. NATE € um membro do
grupo gypsy/Ty3 de retrotransposons com LTRs (McAllister, 1995). Os autores nédo
observaram padrdes inconsistentes com a manutencdo vertical do elemento
durante a divergéncia destas espécies.

Dada a sua estrita associagdo com Drosophila, a alta freqiéncia com que
sdo detectados e a oportunidade ecolégica de ocorréncia de transferéncia
horizontal entre hospedeiro-parasitdide mediada por vetores secundarios,
resolvemos incluir os parasitéides emergidos de pupas de Drosgphila, juntamente
com &caros coletados em frutos, em um estudo de varredura sobre a presenca,
compartilhada ou nédo, de elementos transponiveis. Desta forma, nosso trabalho

tem os objetivos seguintes.
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11. OBJETIVOS

I1.1. OBJETIVO GERAL:
Contribuir para o conhecimento da dindmica dos elementos transponiveis e
suas possiveis implicacBes evolutivas através da procura de possiveis vetores de

transferéncia horizontal.

11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1) Investigar, por PCR e Southern blot, a possibilidade de existéncia de
sequéncias homdlogas aos elementos P e gypsy de Drosophila no genoma de

acaros parasitas vindos da natureza e em associacdo com espécies de Drosophila.

2) Investigar, por PCR e Southern blot, a possivel presenca de seqiéncias
homélogas aos elementos P e gypsy de Drosophila no genoma de
microhimendpteros (vespas) parasitoides de Drosophila emergidos em laboratério

a partir de amostras vindas da natureza.
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111. MATERIAL E METODOS

111.1. Coleta

As coletas de Drosophila, acaros e parasitdides associados foram feitas no
Jardim Botanico, Parque Gabriel Knijinik e Parque Farroupilha na area urbana de
Porto Alegre (30°02" S - 51°14’ N) e Parque Estadual de Itapua - RS (30°22" S -
51°02' W).

Foram coletados individuos que sobrevoavam diferentes frutos (nativos e
exoticos) existentes nestes locais, através do uso de uma rede entomoldgica, e 0s
individuos foram colocados em tubos de vidro e levados para o laboratorio.

Amostras de frutos maduros e caidos também foram coletados e levados
para o laboratério onde foram colocados em vidros com vermiculita e armazenados
numa camara de temperatura e umidade relativa controlada (25° C + 1° C, 60%
u.r.) e sob luz continua, para que os adultos que destes frutos emergissem
pudessem ser também quantificados e identificados de acordo com a chave de
Freire-Maia & Pavan (1949). As pupas foram recolhidas para verificacdo de sua

integridade ou vestigios de predacéo.

111.2. Manutencao dos estoques

Os estoques de Drosgphila foram mantidos por cruzamento massal em
camara de temperatura constante de 17°C + 1°C, 60% u.r., em tubos contendo
meio de cultura padrdo (Marques et al, 1966). A linhagem controle utilizada foi
Drosophila melanogaster Harwich (controle positivo para a presencga dos elementos
transponiveis Pe gypsy).

O DNA das moscas foi extraido conforme protocolo descrito em Jowett
(1986).
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111.3. Obtencdo de DNA dos acaros

Os acaros obtidos da natureza por meio das coletas foram rigorosamente
controlados (as garrafas de cultivo foram mantidas isoladas, dentro de bandejas
metalicas com 2 cm de agua com sabdo em pé dissolvido, segundo recomendagao
de Ashburner, 1989), evitando a contaminacdo dos estoques de Drosophila
mantidos em laboratorio e dos proprios estoques e acaros deste trabalho.

Os acaros das espécies presentes no laboratorio foram retirados do meio de
cultura de moscas com um pincel de ponta fina molhado em alcool 70% e
examinados sob a lupa. Os &caros grudados no pincel umido foram transferidos
para uma placa de Petry contendo alcool 70% para que fossem separadas as
diferentes espécies e posteriormente extrair-se o DNA. Para tal, individuos
classificados como pertencentes aos diferentes taxa, foram estocados em tubos
eppendorf e congelados até obter-se um minimo de individuos capaz de propiciar

uma boa quantidade de DNA.

111.4. Preparacado das laminas para identificacdo dos acaros

Os é&caros foram coletados com o auxilio de um pincel de ponta fina,
separados em alcool 70% para posterior montagem com meio de Hoyer (Jeppson
et al., 1975) e identificacdo ao microscopio. As laminas montadas foram mantidas
em estufa a 50-60°C por cerca de 10 dias, para fixacdo, distensédo e clarificacdo
das espécies e secagem do meio. Apés, foram tornadas permanentes, fechando as
bordas das laminulas com luto (breu e cera) comumente utilizado para os
preparados de citologia.

A identificacdo dos éacaros foi feita junto com o Dr. Noeli Juarez Ferla, da
UNIVATES - Centro Universitario - Lajeado, RS, com o uso das chaves de Krantz
(1970).
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111.5. Extracdo de DNA

O DNA das espécies de acaros foi extraido a partir de dois protocolos
previamente testados. A primeira técnica utilizada foi uma adaptacdo do protocolo
segundo Loxdale (1988). Os &caros foram macerados em nitrogénio liquido dentro
de um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e o homogenado foi incubado a 55°C por
aproximadamente 14 horas em tampao de lise (100mM Tris HCI; 100mM EDTA,;
SDS 1%; 60mM NaCl) e 0,11ug/ul de proteinase K. Apos, foram tratados com
0,013ug/ul de RNAse por 1 hora a 37°C. A extracdo do DNA foi feita com acetato
de amonio 2,6M. O DNA foi precipitado pela adicdo de 1 volume de isopropanol e
ressuspendido em 20 ul de agua miliQ. A quantificacdo do DNA foi realizada em
gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, usando os fragmentos do
marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA ladder (GIBCO/BRL) como controle. O
segundo meétodo utilizado para extrair o DNA foi o protocolo do “kit” Dneasy™

Tissue Kit da QIAGEN®, particularmente eficiente para pequenas amostras.

111.6. Obtenc&o de DNA de parasitoides

Os microhimenodpteros parasitdides emergidos das culturas de Drosophila
foram identificados junto com o Dr. Milton Mendonc¢a Jr. e o apoio do mestrando
Marco Gottschalk, do Departamento de Zoologia da UFRGS. Ap0s, as espécies
foram fotografadas e congeladas até que quantidades suficientes de espécimens

de cada taxon fossem obtidos.

111.7. Extracdo de DNA

Foram utilizados novamente os dois métodos : o protocolo segundo Loxdale
(1988) e o “kit” Dneasy™ Tissue Kit da QIAGEN®. Cerca de 5 individuos foram
macerados em nitrogénio liquido dentro de um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

e 0 homogeneizado foi incubado a 55°C por aproximadamente 14 horas em
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tampéo de lise (100mM Tris HCI; 100mM EDTA; SDS 1%; 60mM NaCl) e 0,11ug/ul
de proteinase K. Apés, foram tratados com 0,013ug/ul de RNAse por 1 hora a
37°C. A extracdo do DNA foi feita com acetato de amoénio 2,6M. O DNA foi
precipitado pela adicdo de 1 volume de isopropanol e ressuspendido em 20 ul de
agua ultra pura (milliQ). A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etideo, usando os fragmentos do marcador de peso
molecular 1 kb Plus DNA ladder (GIBCO/BRL) como controle.

111.8. Controle da qualidade do DNA

Todos os DNAs utilizados nas reacfes de amplificacdo foram testados para
verificar sua qualidade, ou seja, para saber se a falta de amplificacdo de algum
fragmento significava que ele ndo estava presente no genoma dos individuos ou
qgue o DNA néo tinha qualidade suficiente para acontecer a amplificacdo. Para isso,
foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) para o gene rRNA 18S que
foram desenhados em regides conservadas dos genes de Drosophila melanogaster
e camundongo (Mus musculus). Os oligonucleotideos utilizados foram o0s
seguintes: 18S1 (5’ATTGACGGAAGGGCACCA 3) e 18S2
(5’AGCGACGGGCGGTGTGTA 3") que amplificam uma regido de 591 pb no genoma

de Drosophila melanogaster.

111.9. Amplificacdo do elemento P por PCR

Foram utilizados dois pares de primers. O primeiro par foi retirado do mapa
de pn25.1 de O’'Hare & Rubin (1983) e amplifica uma seqiéncia de 553 pb sobre a
regido do terceiro intron do elemento P: P1 5 TGCTTCGCTTGATGGCTT 3'e P2 &5
CAACTCATCCATTTCGGT 3. O segundo par de primers desenhado por Loreto e
usado em Carareto et al. (1996) anelam em uma regido entre o primeiro e o

segundo exons do elemento Pe o tamanho do fragmento amplificado é de 960 pb:
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P (843) 5 CCTAATGGACAGTGATGG 3’ e P (1766) 5 ACGAAGCGAACTACCGAA 3
(Figura 4).

960pb 553n
— —>
- N | | =
—_ Primers —_ Primer
— P843 e G S
P1766 P1 a

Figura 4 . Esquema das regides de anelamento dos primers utilizados baseado na seqiéncia do
elemento completo de P de Drosophila melanogaster, segundo numero de acesso GeneBank
X06779, modificado. (Clark & Kidwell 1997).

Foram utilizados 15 ng de DNA para uma reacéo final de 15ul contendo 1U
Tag polimerase (GIBCO/BRL), 1,5ul de tamp&o 10X fornecido pelo fabricante,
50uM de cada nucleotideo, 20pmol de cada primer e 2,5mM de MgCl,. As
condigbes de amplificacdo para as reacdes foram: 35 ciclos de 94°C por 30 seg,
54°C por 30 seg e 72°C por 1,5 min, seguidos por 72°C por 5 min para finalizar a

reacao.

111.10. Amplificacdo do elemento GYPSY por PCR

Foram utilizados dois pares de primers degenerados desenhados pela Dra.
Fabiana Herédia (Herédia, 2002) a partir de regides conservadas baseadas no
alinhamento de sequéncias do retroelemento gypsy publicadas no Genebank
(NCBI) de D. melanogaster (acesso M12927), D. virilis (acesso M38438) e D.
subobscura (acesso X72390). Os primers obtidos sdo os seguintes (utilizando como

referéncia a  sequéncia  de D. melanogaster). GYP1S (sense)
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GAGTTTGCAGGTGGARGCRCC e GYP1AS (antisense)
GCRAACARGCTTCTCTCWATGCTWGC que correspondem as regides da ORF1 1313-
1333 e 1869-1893, respectivamente, produzindo um fragmento de 580
nucleotideos e GYP3S2 (sense) AAAGGCGAYTTGGTTGACACTCC e GYP3AS2
(antisense) CARGTGGCTRGGTTGRGTGTG que correspondem as regides da ORF3
6026-6048 e 6491-6511, respectivamente, produzindo um fragmento de 485
nucleotideos (Figura 5). Para todos os pares de iniciadores os componentes da
reacdo foram: 15ng de DNA foram submetidos a uma reacdo final de 15ul
contendo 1U Taq polimerase (GIBCO/BRL), 1,5ul de tampé&o 10X fornecido pelo
fabricante, 50uM de cada nucleotideo, 20pmol de cada iniciador e 1,5mM de
MgCl,. As condicbes de amplificacdo para todas as reacdes foram: 96°C por 2 min
seguidos de 35 ciclos de 96°C por 15 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 1,5 min,

seguidos por 72°C por 5 min para finalizar a reacao.

580pb 485pb
LTR 5’ orF1| [ ﬁ-
gag ORF2 ORF3 EUIRS &5
pol env

>

>
4_.

— Primers —_— Primers
— GY1S e «— GY3S2

Figura 5 . Esquema das regides de anelamento dos primers utilizados, baseado na sequéncia do

retroelemento gypsy de Drosophila melanogaster.
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I11.11. Sondas

As sondas do retroelemento gypsy foram produzidas a partir da amplificacdo
dos pares de iniciadores GYP1S, GYP1AS e GYP3S2, GYP3AS2 a partir do
plasmideo pGGHS contendo o retroelemento gypsy completo, isolado do genoma
de D. melanogaster, gentilmente cedida pelo Dr. Dale Dorsett (Dorsett et al.
1989). Para o elemento A, as sondas foram produzidas empregando os pares de
iniciadores P1, P2 e P843, P1776 e amplificando fragmentos do elemento P a partir
do plasmideo p 25.1. Os produtos das amplificacdes foram separados em gel de
agarose 0,9%, e o fragmento esperado para cada elemento foi isolado e retirado
do gel utilizando-se um bisturi estéril e apds foi purificado pela passagem através
de coluna com GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification “Kit” da Amersham

Pharmacia Biotech.

111.12. Southern blot

Os produtos das reacfes de PCR foram aplicados em gel de agarose 0.9%,
transferidos para uma membrana Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech) e
hibridados de acordo com o protocolo do “kit” Gene Images® da Amersham
Pharmacia Biotech. As membranas foram hibridadas com uma sonda marcada
(através do método de “random primer”) a 60 °C em uma solucdo contendo 0.1%
SDS, 5% dextran sulfato e liquido bloqueador diluido 20 vezes em 5xSSC. A
membrana foi lavada duas vezes a 60° C, primeiro com 1x SSC e 0.1% SDS e ap0s
com 0,5x SSC e 0,1% SDS, em ambos 0s casos agitando-se por 15 minutos. Para a
detecgdo, foi utilizado o método do “kit” ndo radioativo CPD-Star (Amersham
Pharmacia Biotech). O tamanho molecular (em kb) dos fragmentos detectados foi
determinado usando os fragmentos do marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA
ladder (GIBCO/BRL) como controle.
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V. RESULTADOS

IV.1. Coleta de parasitas e parasitoides

Os organismos identificados durante a realizacdo deste trabalho estédo

representados na Tabela 1.

Tabela 1. Parasitas e parasitoides estudados e seus respectivos locais de coleta.

Local de Coleta Organismo Identificacdo

Jardim Botéanico Acaro Macrocheles muscaedomesticae
Jardim Botanico Acaro Oribatidae

Laboratorio Acaro Proctolaelaps sp.
Laboratério Acaro Tyrophagus putrescentiae
Laboratorio Acaro Histiostom a sp.
Laboratorio Acaro Rhyzoglyphus sp.

Jardim Botanico Microhimendptero Cynipoidea 1

Jardim Botanico Microhimenéptero Cynipoidea 2

Jardim Botanico Microhimendptero Ichneumonoidea

Jardim Botanico Microhimendptero Proctotrupoidea

Parque Farroupilha Microhimenéptero Cynipoidea 1

Parque Farroupilha Microhimendptero Chalcidoidea

Parque Gabriel Knijnik Microhimendptero Cynipoidea 1

Parque Gabriel Knijnik Microhimendptero Ichneumonoidea

Parque Estadual de Itapud Microhimendptero Cynipoidea 2

Em relacdo aos acaros ja comumente existentes em nosso laboratorio,
identificados anteriormente pelo Dr. Reinaldo Feres, mais um é&caro foi identificado
parasitando as culturas de Drosophila em nosso laboratorio. Este acaro pertence
ao género Rhyzogliphus (Figura 6). Quanto aos acaros coletados no Jardim
Boténico, além das espécies que sobrevivem em laboratdrio, como Proctolaelaps,
Tyrophagus e Histiostoma (Figura 7), foram identificados &caros pertencentes a
superfamilia Ceratozetoidea (oribatideos) e ao género Macrocheles (Figura 8).

Com excecdo dos oribatideos, que sdo acaros principalmente encontrados

na matéria organica em decomposi¢cdo no solo de matas (Flechtmann, 1960),
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todos os outros &caros, inclusive Macrocheles muscaedomesticae, ja foram

encontrados predando drosofilideos (Ashburner et al., 1986).

Figura 7. Acaros comumente encontrados em nosso laboratério. A)
Proctolaelaps sp. B) Tyrophagus putrescentiae C) Forma jovem (hipopus) de
Histiostomidae.

Figura 8. Acaros coletados no Jardim Botanico. A) Oribatideo (Ceratozoidea)
B) Macrocheles muscaedomesticae em vista ventral. C) Vista dorsal de M.
muscaedomesticae.

Os microhimenopteros parasitoides identificados em nossas coletas

pertencem a quatro superfamilias: Cynipoidea, Chalcidoidea, Proctotrupoidea e
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Ichneumonoidea. Entre os pertencentes a superfamilia Cynipoidea, foram
encontradas duas espécies diferentes, denominadas por 1 ou 2 na Tabela 1. Os

microhimenaopteros identificados estao representados na Figura 9.

Figura 9. Microhimendpteros parasitéides. A) Cynipoidea 1; B) Cynipoidea 2;
C) Ichneumonoidea; D) Proctotrupoidea; E) Chalcidoidea.
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1V.2. Controle da qualidade do DNA

O DNA gendmico extraido de todos os organismos utilizados neste
trabalho foi testado quanto a sua qualidade através da técnica de PCR, usando-se
os primers de rRNA 18S sob diferentes condi¢des de reacdo. Apenas aqueles DNAs
das amostras onde foram obtidas as amplificacdes dos fragmentos de tamanho

esperado foram utilizados para as reacfes de PCR seguintes (Figura 10).

LCP1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 CN

591pb

Figura 10. Amplificacdo por PCR de um fragmento de aproximadamente 591 pb
dos primers do gene de rRNA 18S dos organismos utilizados neste trabalho.
L) Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA ladder

CP) Controle Positivo — Drosophila melanogaster

1) Macrocheles muscaedomesticae

2) Proctolaelaps sp.

3) Histiostomidae

4) Cynipoidea 1 (Jardim Botéanico)

5) Cynipoidea 2 (Jardim Botanico)

6) Proctotrupoidea (Jardim Boténico)

7) Ichneumonoidea (Jardim Botanico)

8) Cynipoidea 1 (Parque Farroupilha)

9) Chalcidoidea (Parque Farroupilha)

10) Chalcidoidea (Parque Farroupilha)

11) Cynipoidea 1 (Parque Gabriel Knijnik)

12) Ichneumonoidea (Parque Gabriel Knijnik)

13) Cynipoidea 2 (Parque de Itapud).

CN) Controle Negativo
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I1V.3. Elemento P

Os DNAs genbmicos dos organismos utilizados neste trabalho foram
submetidos a amplificacdo por PCR, primeiro utilizando o par de primers P1 e P2,
que amplificam uma sequéncia de 553 pb sobre a regido do terceiro intron do
elemento ~.

As reacdes foram testadas em diferentes condigGes e optou-se pelo uso de
condigbes com maior estringéncia, visando uma maior seguranca dos dados
obtidos.

O produto de amplificacdo esperado, um fragmento de aproximadamente
553 pb, foi obtido para 9 de 11 entidades analisadas. Para confirmar se o produto
da amplificacdo obtido corresponde a uma seqiéncia que possui homologia com a
sequéncia do elemento P de Drosophila melanogaster, foi realizado o Southern
blot a partir dos produtos de PCR obtidos (Figura 11).

Como sonda para a hibridacdo foi utilizada a sequéncia do elemento P
purificado a partir do produto da amplificacdo destes primers tendo como modelo
o0 plasmideo Pr25.1.

Como mostra a Figura 11, os produtos de amplificacdo das amostras que
mostraram sinal de hibridagdo variaram em relacdo a intensidade do sinal obtido.
Para os DNAs dos &caros, foram necessarios tempos de exposicdo da
autoradiografia mais prolongados para se obter o sinal dos fragmentos hibridados.
Ja4 para os DNAs dos microhimenopteros, com tempos curtos de exposicdo 0s
sinais ja eram visualizados, apesar de diferirem em intensidade entre estas
entidades. Detectamos seqiiéncias homdlogas ao elemento 2 no genoma de dois
acaros (Proctolaclaps sp. e Macrocheles muscaedomestica€) e  sete
microhimendtperos investigados (Cynipoidea 1 (Jardim Botanico), Cynipoidea 2
(Jardim Botéanico), Ichneumonoidea (Jardim Botanico), Cynipoidea 1 (Parque
Farroupilha), Chalcidoidea (Parque Farroupilha), Ichneumonoidea (Parque Gabriel
Knijnik), Cynipoidea 2 (Parque de Itapud). No entanto, obtivemos diferentes

padroes de hibridagdo quanto a intensidade do sinal obtido, geralmente fraco
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quando comparados com o controle (Drosophila melanogaster). Ainda detectamos,
aléem dos fragmentos esperados de 553 pb, a presenca de fragmentos menores,
provavelmente representando coépias deletadas internamente (elementos
incompletos ou defectivos).

As amostras de numeros 7 e 9 ndo apresentaram sinal de hibridacdo mesmo
quando submetidas a tempos prolongados de exposi¢do da autoradiografia (Figura
11).

CP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 CN

553ph
—>

Figura 11. ReagOes de amplificagdo por PCR de sequiiéncias de elemento P utilizando o par de
primers P1 e P2. A) Produtos de PCR visualizados em gel de agarose 0,9%: L) Marcador de
peso molecular 1kb Plus DNA ladder; CP) Controle Positivo — Drosophila melanogaster, 1)
Macrocheles muscaedomesticae; 2) Proctolaelaps sp.; 3) Histiostomidae; 4) Cynipoidea 1
(Jardim Botéanico); 5) Cynipoidea 2 (Jardim Boténico); 6) Ichneumonoidea (Jardim Botéanico);
7) Proctotrupoidea (Jardim Botanico); 8) Cynipoidea 1 (Parque Farroupilha); 9) Cynipoidea 1
(Parque Gabriel Knijnik); 10) Chalcidoidea (Parque Farroupilha); 11) Chalcidoidea (Parque
Farroupilha); 12) Ichneumonoidea (Parque Gabriel Knijnik); 13) Cynipoidea 2 (Parque de
Itapud); 14) Cynipoidea 2 (Parque de Itapud); CN) Controle Negativo. B) Southern blot dos
produtos de amplificagdo mostrados em A, hibridados com a sonda do fragmento de 553 pb

amplificado do plasmideo Pn25.1 pelos primers P1 e P2.

Quando foi utilizado o par de primers que anelam em uma regido entre o

primeiro e o segundo exons do elemento A, resultando em um fragmento
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amplificado de 960 pb, o padrdo de hibridacdo obtido foi mais variado do que o

obtido pelo primeiro par de primers (Figura 12).
L CP1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 CN
&

960pb

4athit

Figura 12. Reac¢bes de amplificacdo por PCR de seqiiéncias de elemento P utilizando o par de
primers P843 e P1776. A) Produtos de PCR visualizados em gel de agarose 0,9%: L) Marcador
de peso molecular 1kb Plus DNA ladder; CP) Controle Positivo — Drosophila melanogaster, 1)
Macrocheles muscaedomesticae; 2) Proctolaelaps sp.; 3) Histiostomidae; 4) Cynipoidea 1
(Jardim Boténico); 5) Cynipoidea 1 (Jardim Botanico); 6) Cynipoidea 2 (Jardim Boténico); 7)
Proctotrupoidea (Jardim Botéanico); 8) Ichneumonoidea (Jardim Boténico); 9) Chalcidoidea
(Parque Farroupilha); 10) Cynipoidea 1 (Parque Farroupilha); 11) Cynipoidea 1 (Parque
Farroupilha); 12) Cynipoidea 1 (Parque Gabriel Knijnik); 13) Ichneumonoidea (Parque Gabriel
Knijnik); 14) Cynipoidea 2 (Parque de Itapud); CN) Controle Negativo. B) Southern blot dos
produtos de amplificacdo mostrados em A, hibridados com a sonda do fragmento de 960 pb

amplificado do plasmideo Pr25.1 pelos primers P843 e P1776.

Além das bandas representativas dos fragmentos de tamanho esperado
(960 pb), detectamos a presenca de outros fragmentos representando sequéncias
que possuem homologia com o elemento P de D. melanogaster, mas que no

entanto, sdo de tamanhos diferentes (maiores ou menores) do da banda esperada.
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IV.4. Elemento gypsy

Como mostra a Figura 13, quando investigamos por PCR e Southern blot, a
presenca de sequéncias homologas ao retroelemento gypsy de Drosophila
melanogaster no genoma de acaros e de microhimendpteros, utilizando o par de
primers GY1S e GY1AS, dois acaros e seis microhimenopteros apresentaram o
fragmento esperado de 580pb.

Aléem da banda de tamanho esperado, foram visualizados outros fragmentos
de menor tamanho, provavelmente correspondentes a elementos deletados
internamente. Novamente, foram necessarios tempos de exposicdo da
autoradiografia mais longos para obter-se o sinal de hibridacdo no genoma dos
acaros investigados.

As amostras de numero 3, 7 e 9, correspondentes a Histiostomidae,
Ichneumonoidea (Jardim Botanico) e Chalcidoidea (Parque Farroupilha) néo

apresentaram sinal de hibridacdo mesmo apos tempos de exposi¢do prolongados.
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Figura 13. Reac¢bes de amplificacdo por PCR de seqiiéncias de elemento gypsy utilizando o par
de primers GY1S e GY1AS. A) Produtos de PCR visualizados em gel de agarose 0,9%: L)
Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA ladder; CP) Controle Positivo — Drosophila
melanogaster; 1) Macrocheles muscaedomesticae; 2) Proctolaelaps sp.,; 3) Histiostomidae; 4)
Cynipoidea 1 (Jardim Botéanico); 5) Cynipoidea 2 (Jardim Boténico); 6) Proctotrupoidea (Jardim
Botéanico); 7) Ichneumonoidea (Jardim Botéanico); 8) Cynoipoidea 1 (Parque Farroupilha); 9)
Chalcidoidea (Parque Farroupilha); 10) Chalcidoidea (Parque Farroupilha); 11) Cynipoidea 1
(Parque Gabriel Knijnik); 12) Ichneumonoidea (Parque Gabriel Knijnik); 13) Cynipoidea 2
(Parque de Itapud); CN) Controle Negativo. B) Southern blot dos produtos de amplificacdo
mostrados em A, hibridados com a sonda do fragmento de 580 pb amplificado do plasmideo

PGGHS pelos primers GY1S e GY1AS.

Os resultados para o segundo par de primers utilizado, GY3S2 e GY3AS2,

que amplificam um fragmento de 485 pb no genoma de D. melanogaster, estao

representados na Figura 14.

Apenas as amostras 6 e 8, correspondentes a Proctotrupoidea (Jardim

Botanico) e Chalcidoidea 1 (Parque Farroupilna) ndo apresentaram sinal de

hibridacdo nem mesmo apds tempos de exposi¢cdo prolongados da autoradiografia.

As demais amostras apresentaram sinais com intensidades diferentes, mas
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de tamanhos semelhantes ao esperado para seqUéncias homodlogas ao

retroelemento gypsy de D. melanogaster.

Figura 14. Reac¢6es de amplificagcdo por PCR de sequiéncias de elemento gypsy utilizando o par
de primers GY3S2 e GY3AS2. A) Produtos de PCR visualizados em gel de agarose 0,9%: L)
Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA ladder; CP) Controle Positivo — Drosophila
melanogaster; 1) Macrocheles muscaedomesticae, 2) Proctolaelaps sp.,; 3) Cynipoidea 1 (Jardim
Botéanico); 4) Cynipoidea 2 (Jardim Boténico); 5) Ichneumonoidea (Jardim Botéanico); 6)
Proctotrupoidea (Jardim Botanico); 7) Cynipoidea 1 (Parque Farroupilha); 8) Chalcidoidea
(Parque Farroupilha); 9) Chalcidoidea (Parque Farroupilha); 10) Cynipoidea 1 (Parque Gabriel
Knijnik); 11) Ichneumonoidea (Parque Gabriel Knijnik); 12) Cynipoidea 2 (Parque de Itapud);
CN) Controle Negativo. B) Southern blot dos produtos de amplificacdo mostrados em A,
hibridados com a sonda do fragmento de 485 pb amplificado do plasmideo pGGHS pelos primers
GY3S2 e GY3AS2.
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A tabela 2 resume os resultados obtidos quanto a presenca ou auséncia de
sinal de hibridacdo dos elementos P e gypsy no genoma dos acaros e

microhimenaopteros testados neste trabalho.

Tabela 2. Sinal de hibridacdo (Presenca: +, Auséncia: -) de seqiiéncias homélogas a elementos P e

gypsy em relacdo aos diferentes primers utilizados.

Local de coleta Organismo P1/P2 Peas/ GYPLS/ cYP3s/
P1776  GYP1AS  GYP3AS2

Jardim Botanico Macrocheles muscaedomesticae +
Laboratorio Proctolaelaps sp. + +
Jardim Botanico Cynipoidea sp. 1 + + + +
Jardim Botanico Cynipoidea sp. 2 + + + +
Jardim Botanico Ichneumonoidea + + - +
Jardim Botanico Proctotrupoidea - - -
Parque Farroupilha Cynipoidea sp. 1 + + + +
Parque Farroupilha Chalcidoidea + - - -
Parque Gabriel Knijnik  Cynipoidea sp. 1 - + + +

Pargue Gabriel Knijnik Ichneumonoidea

Parque de Itapua Cynipoidea sp. 2
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V. DISCUSSAO, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A amplificacdo de sequéncias homoélogas ao elemento P de Drosophila
melanogaster (considerando cada par de primers isoladamente ou em conjunto)
em 10 dos 11 taxa testados, tem um significado bastante promissor.

Entre os é&caros testados, a presenca de P foi detectada apenas em
Proctolaelaps sp., pertencente ao mesmo género de Proctolaelaps regalis,
estudado por Houck et al (1991), e ndo nas amostras de T7yrophagus
putrescentiae, Histiostoma sp. e Rhyzoglyphus sp., todos associados com
Drosophilidae (Ashburner et al, 1986). Em estudo piloto anteriormente realizado
pelo nosso grupo (Carareto et al, 1996), sinal de P foi também obtido em
Tyrophagus putrescentiae e Histiostomidae, usando-se o par de primers P1 e P2.
Em repeticdes destes experimentos posteriormente feitos por Elgion Loreto na
UFSM, foi confirmada a amplificacdo de sequéncias homologas a P (também
utilizando os primers P1 e P2) tanto em 7. putrescentiae como em Histiostomidae.
O sinal negativo de hibridacdo obtido nos mesmos organismos em nosS0S
experimentos, pode estar indicando a auséncia efetiva de sequéncias homdlogas a
Pde D. melanogaster no genoma destes acaros. Entretanto, a baixa quantidade de
DNA isolado destes organismos em nossos experimentos, pode ter mascarado a
possivel presenca de sequéncias homoélogas ao elemento P nestes genomas. A
dificuldade em se isolar estes organismos do substrato, certamente foi uma das
causas do baixo rendimento na extracdo de DNA, visto que estes acaros sao
extremamente pequenos. Assim, propomos para um estudo futuro, um esforco
concentrado na obtencdo de amostras maiores de 7. putrescentiae e
Histiostomidae para resolver esta questdo. Também sera importante intensificar o
estudo de diversos aspectos da sua biologia, de forma a maximizar as condi¢des
de cultivo destes organismos em laboratdrio. Ndo pode ser descartada, entretanto
a possibilidade da ocorréncia de perda estocéastica, bastante defendida por Engels
(1986).
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Se considerarmos, entretanto, a hipétese de que transferéncia horizontal
deva ser um fenémeno acidental, a existéncia de populacdes de acaros com P e
livres de P nos seus genomas deva ocorrer também na natureza. Estudos
posteriores, utilizando amostras maiores de acaros e um numero maior de
sequéncias sdo necessarios, portanto, antes de se concluir definitivamente sobre a
causa da presenca/auséncia de P no genoma de T7yrophagus putrescentiae e
Histiostomidae.

A presenca de sequiéncias com homologia a #Z no genoma de Macrocheles
muscaedomesticae, vindo da natureza € o primeiro registro deste tipo de
associacdo. M. muscaedomesticae ja havia sido encontrado predando drosofilideos
no campo (Maca 1972, 1982) onde encontra-se amplamente distribuido, tendo
inclusive, sua distribuicdo associada com a das moscas domésticas. Além de atacar
principalmente ovos e larvas de primeiro instar, adultos deste acaro possuem uma
associacdo forética com as moscas (usam-nas para locomover-se de um local a
outro) (Chant 1960; Axtell 1964) e segundo nossas proprias observagdes, também
com os microhimenopteros parasitoides.

Sequiéncias P foram descobertas em espécies que ndo pertencem ao género
Drosophila, como Musca domestica (Lee et al., 1999), sugerindo que este TE seja
mais amplamente distribuido do que inicialmente se supunha. O fato deste acaro
predar igualmente moscas domésticas e Drosophila € instigante, e abre caminho
para se realizar posteriormente o isolamento e sequienciamento dos produtos de
amplificagdo encontrados, comparando-os com as sequéncias de elemento P de
Musca domestica, Drosophila e acaros associados.

Ja& entre os microhimenopteros, apenas os pertencentes a Superfamilia
Proctotrupoidea ndo parecem portar sequéncias homaologas a £ nos seus genomas.
Os outros oito taxa analisados parecem possuir este tipo de sequéncia, como
evidenciado pelo uso conjunto, ou de pelo menos um dos primers analisados.

Estes achados sdo igualmente pioneiros e nado dispde-se de estudos
similares na literatura para comparacdo. O Unico trabalho com elementos

transponiveis no genoma de microhimendpteros foi o realizado por McAllister e
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Werren (1997) que analisaram o padrdo filogenético do retroelemento NATE
(NAsonia Transposable Element) no genoma de vespas parasitéides da familia
Pteromalidae.

Desta forma, devido a consisténcia dos nossos dados, sugerimos a
existéncia de sequéncias homdlogas a P amplamente espalhadas no genoma de
microhimendpteros. Portanto, o isolamento e analise destas sequéncias permitirdo
avaliar o seu grau de homologia entre os préprios microhimendpteros e 0 genoma
de diferentes espécies de Drosophila.

O nosso trabalho foi igualmente pioneiro na deteccdo de sequéncias
homdlogas ao retroelemento gypsy de Drosophila melanogaster no genoma de
ambos os acaros, Macrocheles muscaedomesticae e Proctolaelaps sp., utilizando-se
ambos os pares de primers.

O fato de ndo termos obtido sinal de hibridacdo de gypsy nos &caros
Tyrophagus putrescentiae e Histiostomidae por outro lado, pode ser devido ou a
sua efetiva auséncia nestes genomas, a perda estocastica ou, como ocorreu com 0
elemento P, a pouca quantidade de DNA obtido para a realizacdo dos
experimentos. Ficou em aberto, portanto, uma proposta mais consistente para
explicar os atuais achados.

A presenca de gypsy nos genomas de oito dos nove
microhimenodpteros analisados, reforca a idéia da ampla distribuicdo deste
retroelemento entre os invertebrados (revisdes em Stacey et al., 1986; ; Alberola
et al. 1997; Loreto et al. 1998). No caso deste retroelemento, € importante
salientar o fato de que ele exibe uma estrutura genémica similar a forma proé-viral
de retrovirus de vertebrados e como tal, possui propriedades infectivas sob certas
condigbes ambientais (Kim et al, 1994; Bucheton, 1995; Pélisson et al., 1997;
Lerat & Capy 1999). Desta forma, gypsy pode, portanto, se inserir nos genomas
hospedeiros, pelo menos teoricamente, sem a necessidade de um vetor. Isto
talvez expligue a magnitude da distribuicdo deste retroelemento entre os

invertebrados.
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Dada a intima relacdo entre microhimendpteros parasitdides (que se
desenvolvem as custas dos tecidos e dentro da pupa de Drosophila) e seus
hospedeiros, a probabilidade de ocorrer a aquisicdo de gypsy é bastante alta.

Assumindo que 0s requerimentos minimos necessarios para ocorrer um
evento de transferéncia horizontal devam ser a sobreposi¢cdo geogréafica, temporal
e ecoldgica entre a espécie doadora e a receptora de uma sequéncia movel, as
condicbes de obtencdo dos nossos dados cumprem integralmente estes
pressupostos. Na verdade, ao se coletar e lidar com o material coletado (moscas,
frutos, larvas, acaros, microhimenopteros) ja se percebe claramente a intrinseca
relacdo entre os membros integrantes destas guildas de invertebrados. Mesmo que
estas associagdes ndo tenham sido tdo intensas em outras épocas e locais, nada
impede que estes pré-requisitos possam ter sidos cumpridos em condi¢cbes
ambientais diferentes das encontradas atualmente.

No caso do elemento A, a proximidade fisica entre o doador e o receptor é
igualmente um pré-requisito para tornar possivel a transferéncia. Neste caso,
entretanto, um vetor sera necessario, dai a necessidade de se identificar possiveis
vetores para transporte de sequéncias de DNA entre espécies isoladas
reprodutivamente. Entre os possiveis vetores, alguns autores (Duesberg, 1983;
Ikawa, 1974; Syvanem, 1987) tém proposto os virus, micoplasmas, bactérias,
protozodrios, fungos e pequenos artropodos (cOmo nNO NOSSO caso, O0S
microhimenodpteros). Ndo h& evidéncias seguras, entretanto, de que isto seja
verdadeiro.

Junto com as evidéncias de Houck et al., (1991) nossos préprios achados
contribuem pois, para o estabelecimento de um corpo mais robusto de dados que
apontam para 0s &caros parasitas e 0s microhimenopteros parasitéides como

fortes candidatos para agentes da transferéncia horizontal em drosofilideos.
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V1. RESUMO

Na tentativa de identificar possiveis vetores para transferéncia horizontal
(fenbmeno que vem sendo cada vez mais bem documentado) de elementos
transponiveis entre espécies reprodutivamente isoladas de Drosophilidae, foi
investigada a presenca dos elementos transponiveis P e gypsy no genoma de
quatro &caros (parasitas ou potencialmente parasitas) e nove microhimendpteros
parasitoides de Drosophila, através das técnicas de PCR e Southern blot. Estes
organismos sdo parte integrante das guildas de invertebrados, cuja riqueza na
Regido Neotropical é particularmente expressiva.

Em dois dos acaros analisados (Proctolaelaps sp. e Macrocheles
muscaedomesticae), reconhecidamente predadores de ovos de Drosophila, foram
identificadas sequéncias com homologia a ambos os transposons, cuja forma de
mobilizacdo € diferente: gypsy € um retroelemento, com caracteristicas de
infectividade similares a dos retrovirus e 2 é um transposon de DNA, que usa uma
transposase para mediar sua movimentacdo dentro e entre genomas. Embora seja
ainda necessario isolar e clonar estas sequéncias, de forma a permitir a sua
comparacdo com o0s elementos P e gypsy de Drosophila, sugere-se a
potencialidade destes acaros como vetores de transferéncia horizontal. Dos
genomas de oito entre 0s nove microhimendpteros (vespas) parasitdides de pupas
de Drosophila estudados, foram amplificadas seqiéncias homologas tanto com £,
guanto com gypsy. Dada a compatibilidade ecologica e a intima relacédo
estabelecida entre essas vespas e Drosophila, a potencialidade desses organismos
como vetores de transferéncia lateral entre taxa reprodutivamente isolados

também é proposta.
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VII. ABSTRACT

In order to identify putative vectors for horizontal transfer of transposable
elements (phenomenon that have been well documented in the last years)
between species reproductively isolated of Drosophilidae, we investigated the
presence of sequences homologous to P and gypsy of Drosophila, in the genomes
of four mites (parasitic or potentially parasitic) and nine microhimenopteran wasps
parasitoids of Drosgphila, using the PCR and Southern blot techniques.

In two of the acari analyzed (Proctolaelaps sp. and Macrocheles
muscaedomesticae), recognized predators of eggs of Drosophila, we identified
sequences with homology with both P and gypsy, which are different in relation to
their mode of mobilization: gypsy is a retroelement, with the characteristic of
infectivity shared with the retroviruses, and P is a DNA transposon, which uses a
transposase for mediate its mobilization inside or between genomes. Alhough it is
still needed to isolate and cloning these sequences, allowing their comparison with
the Pand gypsy elements of Drosophila, it is suggested their potentiality as vectors
for horizontal transfer. From the genomes of eight of nine microhimenopteran
wasps, parasitoid of the Drosophila pupae studied, sequences homologous to both
P and gypsy were also amplified. Considering the ecological compatibilty and the
close relationship established between wasps and Drosophila, the potentiality of
theses organisms to act as vectors for horizontal transfer between taxa

reproductively isolated is also proposed.
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