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RESUMO 
 

 

Errantivirus compreende um grupo monofilético de retrotransposons com 

LTRs de insetos, caracterizados pela presença do gene env em adição aos genes gag 

e pol. Nos retrovírus a proteína Env é responsável pela sua infecciosidade, causando 

a fusão do vírion com a membrana da célula. Dados recentes sugerem que os 

Errantivirus se originaram a partir de um retrotransposon desprovido de gene env 

que incorporou um gene para proteína de fusão de baculovírus por um evento de 

recombinação. O gypsy é o Errantivirus mais estudado, possui propriedades 

infecciosas comprovadas e um padrão evolutivo complexo. Já o retroelemento 

gtwin, proximamente relacionado ao gypsy, foi recentemente descoberto através da 

análise in silico do genoma de Drosophila melanogaster e ainda é pouco estudado. 

Esse trabalho visa ampliar o conhecimento sobre a história evolutiva desses dois 

Errantivirus através de buscas in silico nos genomas de Drosophila e análises 

filogenéticas do gene env. Nós mostramos que gtwin possui distribuição restrita ao 

subgrupo melanogaster e sua filogenia mostra algumas incongruências em relação à 

filogenia das espécies hospedeiras, sugerindo transmissão horizontal. Para gypsy, 

mostramos um grande número de subfamílias distribuídas em diferentes grupos de 

Drosophila, podendo coexistir mais de uma subfamília no mesmo genoma. 

Múltiplos eventos de transmissão horizontal são inferidos, evidenciando o padrão 

evolutivo complexo desse retroelemento reportado por outros autores. Além disso, 

relatamos a existência de seqüências potencialmente codificadoras de Env funcional 

para a maioria das seqüências envolvidas em transmissão horizontal, para os dois 

elementos. Esses dados sugerem que essas seqüências podem ser retrovírus com 

capacidade de invadir novos genomas sem necessitar de vetor, suportando a 

hipótese sugerida por outros autores de que ondas infecciosas poderiam explicar o 

padrão evolutivo dos Errantivirus. 
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ABSTRACT 
 

 

Errantivirus comprises a monophyletic group of insect LTR 

retrotransposons, which has an env gene in addition to gag and pol genes. In 

retroviruses, the Env protein is responsible for its infectious properties, causing the 

fusion of the virion to the cell membrane. Recent data suggest that Errantivirus 

have originated from a retrotransposon unprovided of env gene, which incorporated 

a fusion protein gene from baculovirus by a recombination event. Gypsy is the most 

studied Errantivirus, it has proved infectious properties and a complex evolution 

pattern. Otherwise, gtwin, closely related to gypsy, was recently found through in 

silico analysis of Drosophila melanogaster genome and it is still poorly studied. 

This work aim to amplify the knowledge about the evolutionary history of both 

gypsy and gtwin Errantivirus, through in silico genome search of Drosophila and 

phylogenetic analysis of the env gene. We show that gtwin has a distribution 

restricted to the melanogaster subgroup and its phylogeny shows incongruences 

with host species phylogeny, suggesting horizontal transmission events. Gypsy show 

a high number of subfamilies spread in different Drosophila groups and more than 

one subfamily can coexist in the same genome. Multiple events of horizontal 

transmission are inferred, making evident the complex evolution pattern of gypsy 

reported by some authors. Moreover, it was reported the existence of DNA 

sequences putatively encoding Env proteins in most of the sequences involved in 

horizontal transfer, for both gypsy and gtwin elements. Our data suggest these 

sequences can be retroviruses with capacity to invade new genomes without require 

a vector, corroborating the hypothesis suggested by other authors that infectious 

waves could explain the complex evolutionary pattern of Errantivirus. 

 

 

 

 

 

 

 8



CAPÍTULO I 
 

 

INTRODUÇÃO 
 

 

 Elementos de Transposição 
 

Os elementos de transposição (TEs – “transposable elements”) são 

seqüências de DNA incluídas na fração de DNA medianamente repetido do genoma, 

que possuem a capacidade intrínseca ou não de mudar sua localização. Eles 

compartilham as seguintes características: causam duplicação dos sítios de inserção, 

apresentam polimorfismo de sítios de inserção e apresentam uma variabilidade no 

número de cópias dentro e entre espécies (Capy et al., 1998). 

Os TEs foram descobertos por Barbara McClintock em 1940, mas somente a 

partir de sua caracterização molecular, na década, de 80 é que tornou-se claro que 

os TEs estão presentes nos genomas de quase todos os organismos investigados. O 

número de cópias de um dado TE em um genoma pode variar de poucas a milhares. 

Cada hospedeiro pode ter muitos tipos diferentes de TE, os quais podem representar 

parte considerável de seus genomas. Por exemplo, estima-se que 22% do genoma de 

Drosophila melanogaster (Kapitonov e Jurka, 2003), mais de 50% do genoma do 

milho (SanMiguel et al., 1996) e 45% do genoma humano (International Human 

Genome Sequencing Consortium, 2001) são constituídos por TEs. 

Os TEs são divididos em duas grandes classes de acordo com sua estrutura e 

modo de transposição: Os elementos da classe I são aqueles que se transpõem por 

replicação que envolve um intermediário de RNA, o qual sofre transcrição reversa 

para a inserção. São os chamados retrotransposons. Os elementos da classe II usam 

DNA como intermediário direto da transposição, e são chamados transposons 

(Finnegan, 1989). Uma classificação mais detalhada considera a estrutura geral dos 

elementos, a existência de domínios, motivos e assinaturas protéicas semelhantes e 

o grau de similaridade de seqüências de nucleotídeos ou aminoácidos para definir 

subclasses, superfamílias, famílias e subfamílias (Capy et al., 1998). 
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Os retrotransposons são amplamente distribuídos nos genomas de eucariotos. 

Eles são divididos em dois grandes grupos (subclasses) com base na sua 

organização geral: retrotransposons com LTRs (“long terminal repeats”, isto é, 

longas repetições terminais) e retrotransposons sem LTRs. Os retrotransposons sem 

LTRs, também chamados retroposons, são divididos em duas superfamílias: LINEs 

(“long interspersed nuclear elements”, isto é, longos elementos nucleares dispersos) 

e SINEs (“short interspersed nuclear elements”, isto é, curtos elementos nucleares 

dispersos). Esses elementos são encontrados em plantas, fungos e animais. O 

número de cópias de um retroposon no genoma pode ser muito grande. Os LINES 

possuem genes que codificam algumas enzimas requeridas para sua transposição 

como transcriptase reversa e RNase H. Os SINEs não possuem genes e as proteínas 

requeridas para sua mobilização podem ser fornecidas pelos elementos LINEs. Os 

retrotransposons com LTRs possuem além das suas longas repetições terminais 

diretas, regiões que codificam as enzimas necessárias para a sua replicação e 

transposição (Capy et al., 1998). Uma descrição mais detalhada deste grupo será 

apresentada na página 14. 

Os elementos da classe II contém repetições invertidas terminais (ITRs – 

“inverted terminal repeats”) de 10 a 500 pb de tamanho flanqueando uma região 

central que codifica uma enzima transposase que catalisa a transposição. São 

divididos em várias famílias de acordo com a seqüência da transposase, o tamanho e 

a composição das ITRs bem como a natureza das duplicações que produzem no 

DNA alvo (Capy et al., 1998). Transposons de DNA têm sido encontrados em todos 

os filos: eles são mais comuns em bactérias, e numerosas famílias são descritas em 

fungos, ciliados, plantas, insetos, peixes e humanos (Labrador e Corces, 1997). Essa 

classe possui três superfamílias que apresentam características incomuns: os MITEs 

e os Foldback, os quais possuem mecanismos de transposição desconhecidos 

(Potter, 1982; Feschotte et al., 2002) e os helitrons, que se replicam pelo 

mecanismo círculo-rolante (Brunner et al., 2005). 

Elementos de classe I e de classe II compreendem elementos autônomos e 

não-autônomos. Somente os elementos autônomos possuem todas as seqüências que 

codificam as proteínas essenciais para sua propagação. No entanto, elementos não-
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autônomos são mobilizados pelas atividades enzimáticas providas por elementos 

autônomos (Kidwell e Lisch, 2001). 

 

Implicações Evolutivas e Regulação dos Elementos de Transposição 
 

No final da década de 70 e início da década de 80, alguns autores 

consideravam os TEs como parasitas moleculares, que invadem novas espécies, se 

multiplicam dentro dos genomas e sobrevivem por longos períodos de tempo 

evolutivo e sua natureza egoísta impede que eles desempenhem um papel 

importante na evolução dos genomas. Entretanto, muitos estudos têm mudado essa 

visão, revelando as interações dos TEs, seu impacto na função e estrutura do 

genoma e na evolução e adaptação das populações (revisão em Becker e Lönnig, 

2001; Kidwell e Lisch, 2001; Bowen e Jordan, 2002; Brookfield, 2005). 

Devido a sua capacidade de transposição, os TEs são importantes agentes 

mutagênicos com o potencial de causar uma variedade de mudanças nos genomas de 

seus organismos hospedeiros. Espera-se que a maioria das novas mutações 

provocadas por TEs sejam deletérias para seu hospedeiro, assim como são as 

mutações produzidas por qualquer agente mutagênico. Entretanto, estão sendo 

descobertos muitos exemplos de interações TE-hospedeiro proporcionando 

benefícios para os hospedeiros (Kidwell e Lisch, 2002). 

Muitos exemplos de domesticação molecular têm sido descritos, onde os TEs 

são recrutados para desempenhar uma função no hospedeiro (McDonald, 1993; 

Britten, 1996; Nekrutenko e Li, 2000; Kidwell e Lisch, 2001; Bundock e Hooykaas, 

2005; Hammer et al., 2005). Os TEs também podem agir como carregadores móveis 

de elementos regulatórios, como promotores e “enhancers”, e ao integrar-se dentro 

ou próximo de genes eles podem contribuir para uma diversificação funcional, 

alterando a expressão desses genes. Quatro categorias de recrutamento de TEs são 

descritas, gerando funções regulatórias, funções estruturais, funções enzimáticas e 

novas seqüências codificadoras (Kidwell e Lisch, 2001). 

Segundo Kidwell e Lisch (2001), embora o conceito de TE como parasita 

molecular seja útil para o entendimento da natureza das relações hospedeiro-

parasita, esta abordagem deveria ser expandida para considerar um contínuo de 
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interações entre elementos e seus hospedeiros, variando de parasitismo em um 

extremo a mutualismo ou simbiose em outro. 

Quando os elementos de transposição apresentam alta taxa de transposição, eles 

devem interferir no “fitness” do hospedeiro. Em função disto, os eventos de transposição 

parecem ser limitados no tempo e células ou tecidos específicos (Becker e Lönnig, 

2001). A regulação da transposição é um mecanismo complexo e específico de cada 

elemento e inclui regulação de sua transcrição e tradução. Os próprios TEs possuem 

seqüências regulatórias que modulam sua transcrição. Além disso, fatores dos 

hospedeiros parecem ser importantes nessa regulação, como proteínas repressoras 

ou ativadoras e também mecanismos epigenéticos, como co-supressão mediada por 

RNA de interferência e metilação (Lozovskaya et al., 1995; Labrador e Corces, 

1997; Hurst e Werren, 2001; Castro e Carareto, 2004). A atividade dos TEs pode 

ainda ser induzida por fatores ambientais, em particular por estresse (Capy et al., 

2000). 

 

Origem e Evolução dos Elementos de Transposição 
 

O aparecimento de uma nova família de TE dentro de uma espécie pode ter 

duas explicações: TEs podem ser transmitidos entre espécies não relacionadas, isto 

é, por transmissão horizontal ou eles podem ser originados espontaneamente a partir 

de seqüências genômicas (Kidwell e Lisch,  2001). As seqüências Alu, por exemplo, 

são originadas a partir de um RNA 7SL (Ullu e Tschudi, 1984). 

Segundo Capy et al. (1998), a primeira etapa na evolução de um elemento 

recentemente formado ou introduzido no genoma de uma espécie é o aumento no 

número de cópias, levando a uma diversidade de sítios de inserção. A taxa em que 

isso ocorre é controlada por muitos parâmetros que regulam a transposição de um 

TE. Devido aos efeitos deletérios da transposição (como mutações e rearranjos 

cromossômicos) vários mecanismos de inativação destes elementos são 

eventualmente selecionados. Uma vez silenciados, estes elementos vão permanecer 

por longos períodos fazendo parte do DNA medianamente repetitivo das espécies 

que os portam, passando a ser transmitidos verticalmente. 
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Ainda que o aparecimento de novo de TEs seja possível, a maioria dos 

indivíduos herda seus TEs por transmissão vertical de seus ancestrais, embora,  em 

alguns casos, eles sejam adquiridos por transmissão horizontal (Kidwell e Lisch,  

2001). 

Para entender a evolução de um TE em particular dentro de um gênero é 

necessário analisar a distribuição e a conservação do elemento nas espécies deste 

gênero. Quando TEs são transmitidos verticalmente sua história filogenética deve 

refletir a história evolutiva dos seus hospedeiros. Desse modo, a filogenia dos TEs é 

freqüentemente comparada com a filogenia das espécies hospedeiras (Silva et al., 

2004). 

Segundo Silva et al. (2004) três tipos de distorções da filogenia esperada de 

um TE são usualmente utilizadas para detectar transmissão horizontal: 

(1) Detecção de elementos com alto grau de similaridade de seqüência em táxons 

não relacionados. Neste caso, a divergência entre as seqüências de TE é muito 

menor do que a divergência entre genes nucleares das suas respectivas espécies 

hospedeiras, tornando menor o comprimento dos ramos da filogenia do TE. 

(2) Detecção de diferenças topológicas entre a filogenia do TE e das espécies 

hospedeiras. 

(3) Distribuição descontínua dos elementos entre táxons proximamente 

relacionados. A presença de um TE em uma linhagem e a ausência em uma 

linhagem irmã, resulta na ausência de um ou mais ramos na filogenia do TE. 

Dessa forma, muitas filogenias e distribuições específicas de TEs poderiam 

ser explicadas por transmissão horizontal entre espécies distantemente ou 

proximamente relacionadas. Entretanto, explicações alternativas precisam ser 

testadas, como polimorfismo ancestral com independente distribuição de cópias nas 

espécies descendentes, taxas diferentes de substituição em TEs nas diferentes 

espécies e perda estocástica de TEs em alguns táxons. 

Numerosos casos de transmissão horizontal de TEs entre espécies de 

Drosophila têm sido reportados envolvendo tanto elementos de classe II, como P 

(Daniels et al., 1990b; Silva e Kidwell, 2000; Loreto et al., 2001),  mariner 

(Maruyama e Hartl, 1991; hobo (Daniels et al., 1990a) e Minos (de Almeida e 
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Carareto, 2005), como também envolvendo elementos da classe I, destacando-se o 

retroelemento gypsy (Herédia et al., 2004). 

 

Retrotransposons com LTRs 
 

Os retrotransposons com LTRs compreendem um grande grupo de elementos 

móveis, os quais são encontrados em plantas, fungos e animais (Capy et al., 1998). 

Recentemente, com o resultado dos projetos genoma, novos elementos desta 

subclasse estão sendo identificados nos diferentes organismos (Kapitonov e Jurka, 

1999 e 2003; Bowen e McDonald, 2001; Ganko et al., 2001; Kaminker et al., 2002). 

Eles variam de 5-9 kb de tamanho e possuem a organização geral similar a 

retrovírus. O genoma de um retrovírus típico consiste de longas repetições terminais 

flanqueando uma região central que contém três fases abertas de leitura (ORFs – 

“open reading frames”) que constituem os genes gag, pol e env, os quais são 

requeridos para replicação viral e infecciosidade (Capy et al., 1998). 

O gene gag codifica uma proteína estrutural interna do vírus, a proteína Gag 

(“group-specific anti gen”), a qual é proteoliticamente processada em três proteínas 

maduras: Matriz (MA), Capsídeo (CA) e Nucleocapsídeo (NC), correspondendo aos 

componentes do capsídeo viral. O gene pol (“polymerase”) codifica todas as 

proteínas requeridas para transposição, incluindo Protease (PR), Transcriptase 

Reversa (RT), RNaseH e Integrase (IN). O gene env (“envelope”) codifica as 

proteínas de superfície (SU) e transmembrana (TM) do vírion, as quais formam um 

complexo que interage especificamente com receptores celulares, que levam à fusão 

do vírion com a membrana da célula (Boeke e Stoye, 1997). 

Os retrotransposons com LTRs são subdivididos em dois principais grupos 

que diferem na ordem dos domínios enzimáticos codificados pelo gene pol: 

Ty1/copia e Ty3/gypsy. No primeiro grupo a ordem dos domínios é 5’ PR-IN-RT-

RNaseH 3’ e no segundo a ordem é 5’ PR-RT-RNaseH-IN 3’ (Capy et al., 1998). 

O Comitê Internacional em Taxonomia de Vírus (ICTV – “International 

Committee on Taxonomy of Viruses”) propôs que esses retroelementos com LTRs 

sejam classificados em duas principais famílias, Pseudoviridae (elementos 

Ty1/copia) e Metaviridae (elementos Ty3/gypsy) (Boeke et al., 1998). 
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A análise filogenética da seqüência de aminoácidos da RT subdivide essas 

duas famílias em diferentes gêneros. Para a família Pseudoviridae três gêneros são 

propostos: Hemivirus (ex.: copia e 1731 de D. melanogaster, Ty5 de 

Saccharomyces cerevisiae), Pseudovirus (ex.: Ty1, Ty2 e Ty4 de S. cerevisiae, Tnt1 

e Tto1 de Nicotiana tabacum) e Sirevirus (ex.: SIRE-1 de Glycine Max). A família 

Metaviridae também compreende três gêneros: Metavirus (ex.: Athila de 

Arabidopsis thaliana, Cer1 de Caenorhabditis elegans, Osvaldo de D. buzzatti, 412, 

Blastopia, mdg1 e micropia de D. melanogaster, Ulysses de D. virilis, Ty3 de S. 

cerevisiae), Errantivirus (ex.: Tom de D. ananassae, 17.6, 297, gypsy, Indefix, 

Tirant e ZAM de D. melanogaster, TED de Trichoplusia ni) e Semotivirus (ex.: Tas 

de Ascaris lumbricoides, Cer13 de C. elegans, Bel de D. melanogaster) (revisão em 

Havecker et al., 2004 e Mayo, 2005). 

Levando em consideração todos retroelementos com LTRs, além dos 

retrotransposons propriamente ditos, eles podem ser divididos em 6 principais 

clados de acordo com a filogenia com base na seqüência da RT (Figura 1). Essa 

análise sugere que os retrovírus de vertebrados são derivados de retrotransposons 

com LTRs (Malik et al., 2000). 

O gene env está presente em representantes de cinco desses clados (exceto no 

clado DIRS-1 – grupo de elementos ainda não classificado pelo ICTV), 

representando aquisições independentes desse gene. Não está claro se os genes env 

de vertebrados representam um evento de aquisição única ou múltiplos eventos 

(Malik et al., 2000). A família Pseudoviridae possui um exemplo de aquisição de 

gene env no elemento SIRE1 de soja, Glycine max (Laten et al., 1998). O gênero 

Semotivirus contém dois exemplos de aquisição do gene env: no elemento Cer7 de 

C. elegans e no elemento Tas de Ascaris lumbricoides (Felder et al., 1994; Bowen e 

McDonald, 1999). O clado dos Errantivirus e Metavirus possui pelo menos três 

prováveis aquisições independentes do gene env. No gênero Metavirus os elementos 

Athila e Osvaldo, e no gênero Errantivirus, no qual todos os membros são 

portadores do gene env. 
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Figura 1: Filogenia de retroelementos com LTRs baseada em domínios da RT. Adaptada 
de Malik et al. (2000). 
 

A Figura 2 mostra a análise filogenética de membros representantes das 

famílias Metaviridae e Pseudoviridae com base em domínios da RT e RNase H 

(Malik e Eickbush, 1999; Malik et al., 2000). Os ramos em vermelho representam 

aqueles que adquiriram o gene env, incluindo os Errantivirus.  Nesses três casos de 

aquisições não existe similaridade detectável dos genes env e somente os 

Errantivirus têm sido extensivamente caracterizados (Malik et al., 2000). 

Inicialmente, Lerat e Capy (1999) sugeriram uma origem comum dos genes 

env de Errantivirus e Lentivirus de vertebrados. Posteriormente, Malik et al. (2000) 

identificaram blocos conservados de aminoácidos do gene env de Errantivirus com 

uma similaridade significativa com proteínas de fusão (FP) de baculovírus de 

insetos. Os baculovírus formam uma grande e diversa família (Baculoviridae) de 

vírus patogênicos de insetos, com genoma de DNA fita dupla, circular e 

supertorcido. Devido ao fato de que os baculovírus foram, presumivelmente, sempre 

patogênicos e que os Errantivirus formam um grupo monofilético originado de uma 

linhagem de retrotransposon não viral (Figura 2), esses autores sugerem que os 

Errantivirus obtiveram seu gene env dos baculovírus e não o contrário. As FPs de 

baculovírus causam a fusão do vírion e da membrana celular quando exposta a baixo 

pH. 

Malik et al. (2000) sugerem que os Errantivirus se originaram quando um 

retrotransposon se integrou no genoma de um baculovírus e incorporou um gene 

para proteína de fusão de envelope de baculovírus por um evento de recombinação. 

A existência de retrotransposons inseridos dentro de genomas de baculovírus 

corrobora para esta hipótese. Por exemplo, o retrotransposon TED encontrado em  
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T. ni é também encontrado no genoma do baculovírus ACNV (Friesen e Nissen, 

1990). 

A descoberta da relação das proteínas Env dos Errantivirus com FPs de 

baculovírus levou os pesquisadores a reconsiderar a possível analogia com as 

glicoproteínas de retrovírus de vertebrados. Misseri et al. (2004) identificaram um 

sítio de clivagem (RIAR) conservado usado para processamento da proteína Env do 

elemento gypsy que é diferente do sítio RSRR que foi descrito previamente (Lerat e 

Capy, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Análise filogenética de seqüências representantes do grupo Ty3/gypsy com base 
em domínios da RT e RNase H (Malik et al., 2000). 

 

 Cada elemento do gênero Errantivirus possui pelo menos uma cópia 

completa, com o gene env “downstrean” do gene pol. Somente os retroelementos 

nomad de D. melanogaster e Tv1 de D. virilis não possuem a capacidade de 

codificar uma provável proteína Env, porém, o produto protéico correspondente ao 

gene env foi detectado apenas nos elementos gypsy e ZAM de D. melanogaster 
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(Song et al., 1994; Leblanc et al., 2000), Tom de D. ananassae (Tanda et al., 1994) 

e TED de T. ni (Ozers e Friesen, 1996). Até o momento, o elemento gypsy é o único 

retroelemento com formação de partículas virais e propriedades infecciosas 

comprovadas, sendo o Errantivirus mais amplamente estudado. 

 

O Retroelemento Gypsy 
 

O retroelemento gypsy, também conhecido como mdg4, foi primeiramente 

clonado e identificado em D. melanogaster (Ilyin et al., 1980; Modolell et al., 1983) 

e pertence ao gênero Errantivirus (Boeke et al., 1998). O gypsy de D. melanogaster 

possui 7,5 Kb e LTRs com 482 pb. Assim como outros Errantivirus, esse 

retroelemento codifica os genes gag, pol e env (Bayev et al., 1984; Freund e 

Meselson, 1984; Marlor et al., 1986). Gypsy possui um promotor sem TATA box, o 

qual contém um “elemento promotor downstrean” (DPE – “downstrean promoter 

element”) localizado a 30 pb do sítio de início da transcrição (Arkhipova e Ilyin, 

1992) (Figura 3).  Os genes gag e pol são expressos a partir do RNA genômico 

como uma poliproteína, que posteriormente é clivada e o gene env é expresso a 

partir de um transcrito subgenômico originado por “splicing” (Pelisson et al., 1997). 

Figura 3: Organização estrutural do retroelemento gypsy de D. melanogaster, com LTRs 
de 482 pb e três ORFs. A seta indica o ponto de início e orientação da transcrição. 
 

Regulação 

Todas as linhagens de D. melanogaster contêm cópias do elemento gypsy não 

funcionais localizados na heterocromatina pericentromérica, e além desses, poucas cópias 

(usualmente menos que cinco) localizadas nos braços cromossômicos (Modolell et al., 

1983; Bayev et al., 1984). 

Como geralmente ocorre com outros TEs, gypsy move-se com baixa 

freqüência no genoma dos hospedeiros. Entretanto, algumas linhagens de              
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D. melanogaster mostram transposição em alta freqüência, apresentando muito mais 

cópias (mais de 20) do elemento gypsy na eucromatina, indicando que um 

descontrole da mobilização do elemento pode ocorrer ocasionalmente. Na maioria 

das linhagens, gypsy torna-se estável após um período de instabilidade, porém, em 

algumas linhagens, como a MS, gypsy mantém-se ativo continuamente (Kim et al., 

1990). 

A base genética para a ausência de regulação da transposição de gypsy nestas 

linhagens está relacionada a um gene que se encontra no cromossomo X, chamado 

flamenco (flam). Dois tipos de alelos para este gene têm sido descritos, restritivos e 

permissivos. Alelos restritivos (flamR) são dominantes e reprimem a transposição do 

retroelemento gypsy. Ao contrário, linhagens contendo alelos permissivos (flamP) 

permitem altos níveis de transposição, como ocorre na linhagem instável MG, a qual  

é homozigota para o alelo flamP . Existe um efeito materno na mobilização de gypsy: 

a transposição ocorre em alta freqüência somente na linhagem germinativa da 

progênie de fêmeas homozigotas para o alelo permissivo (Prud’homme et al., 1995; 

Pelisson et al., 1997). O gene flam ainda não foi clonado e está localizado na 

heterocromatina do cromossomo X. 

A expressão de gypsy está restrita aos precursores de glândulas salivares e 

células adiposas do embrião, discos imaginais e células adiposas da larva e células 

adiposas e ovários das fêmeas adultas (Smith e Corces, 1995). 

Pelisson et al. (1997) evidenciaram a inibição do acúmulo de RNAs de gypsy 

dentro de oócitos restritivos, os quais seriam necessários para a transposição na 

próxima geração. Flam parece agir principalmente no transcrito env, embora os 

demais genes também tenham sua expressão diminuída em linhagens restritivas. 

Não era conhecido se a redução de RNAs de gypsy ocorre no nível 

transcricional ou pós-trancricional. Porém, recentemente, Sarot et al. (2004) 

apresentaram novos dados sobre a regulação de gypsy. Esses autores realizaram 

experimentos com construtos gypsy-lacZ contendo o promotor de gypsy e sua região 

5´não traduzida (UTR – “untranslated region”) fusionados a β-galactosidade para 

tentar entender a repressão do retroelemento gypsy nas células foliculares. Eles 

evidenciaram que o controle de gypsy não deve funcionar via um repressor clássico 

transcricional, já que a repressão restritiva não requer o promotor de gypsy, pois 
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qualquer fragmento originado da região 5´-UTR de gypsy pode ser alvo da repressão 

por Flam. 

Sarot et al. (2004) evidenciaram o envolvimento de um mecanismo de 

silenciamento por RNA na repressão do elemento gypsy, a partir de duas evidências: 

(1) presença de pequenos RNAs (25-27 nt) nos ovários de fêmeas restritivas. Essa 

classe de RNAs é considerada uma marca nesse tipo de silenciamento; (2) expressão 

de gypsy nas gônadas de fêmeas mutantes para o gene piwi, mesmo portando o alelo 

restritivo de flam. O gene piwi é conhecido por afetar o silenciamento de transgene 

dependente de homologia mediado por RNA. 

Deste modo, para D. melanogaster os resultados obtidos até agora sugerem 

que o silenciamento de RNA deve ser o responsável pela repressão de gypsy nos 

ovários contendo os alelos flam e piwi funcionais, não estando clara a função de 

Flam nesse processo (Sarot et al., 2004). 

 

Infecciosidade 

Mevel-Ninio et al. (1989) identificaram o gene ovo de Drosophila como um 

hot spot de inserções de gypsy. Uma mutação dominante no lócus ovo (ovoD1) 

resulta em fêmeas estéreis. O cruzamento de machos portando o alelo ovoD1 com 

fêmeas de linhagens contendo elemento gypsy ativo resulta em alta freqüência de 

reversão de mutação devido a inserções do retroelemento gypsy no gene ovo D1. 

Essas inserções levam o alelo dominante (ovoD1) a tornar-se um alelo recessivo do 

gene, restaurando a fertilidade das fêmeas. Essa reversão de mutação do gene ovo 

tem sido bastante usada como teste para monitorar a transposição do elemento gypsy 

(Bucheton, 1995). 

Kim et al. (1994) realizaram experimentos de microinjeção de plasma de 

embriões de D. melanogaster de um estoque contendo elemento gypsy ativo em 

embriões de um estoque desprovido de gypsy ativo, mas permissivo à sua 

transposição e também cultivaram indivíduos do estoque sem o elemento em meio 

contendo pupas do estoque possuidor de elementos capazes de se transpor. Usando o 

ensaio de reversão de ovo D1, eles demonstraram que o elemento gypsy pode ser 

transmitido entre essas linhagens. Estes resultados sugerem que gypsy tem 

propriedades infecciosas podendo ser considerado um retrovírus. 
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Essa idéia foi corroborada por estudos posteriores que reportaram a 

caracterização de um mRNA subgenômico da ORF3 de 2,1 Kb gerando uma 

proteína predita com características de proteína funcional de envelope retroviral 

(Pélisson et al., 1994). Em outro trabalho foi demonstrado que a proteína codificada 

pela ORF3 é glicosilada, assim como as proteínas do envelope de retrovírus e é 

encontrada associada a partículas virais de linhagens de D. melanogaster que 

possuem gypsy ativo (Song et al., 1994). 

Recentemente, Misseri et al. (2004) comprovaram que a proteína Env do 

elemento gypsy possui propriedades fusogências, assim como as FPs de baculovírus. 

 

Elemento gypsy regulando a estrutura da cromatina 

Inserções do elemento gypsy próximo de genes como cut, forked, yellow e 

scute resultam em fenótipos mutantes (Modolell et al., 1983). Análises moleculares 

de vários desses mutantes indicam que a manifestação do fenótipo acontece devido 

à inserção de gypsy entre promotores e “enhancers” dos genes. Estudos provenientes 

desses mutantes mostram que o retroelemento gypsy comporta-se como um 

insulador (Geyer e Corces, 1992). Insuladores são caracterizados por duas 

propriedades: (1) impedem um “enhancer” de ativar um promotor quando localizado 

entre os dois; e (2) agem como barreiras impedindo o avanço da condensação da 

cromatina, o qual deve silenciar a expressão (West et al., 2002). O insulador gypsy 

é uma seqüência de 350 pb localizada na região 5´ UTR do retroelemento gypsy, a 

qual requer pelo menos duas proteínas para sua função: a proteína supressora de 

cerdas de asa, Su(Hw) – suppressor of Hairy-wing, uma proteína com domínio dedo 

de zinco de ligação a DNA, a qual liga-se ao insulador gypsy e Mod(mdg4) 

(modifier of mdg4), uma proteína com domínio BTB que liga-se a Su(Hw) e é 

essencial na atividade de bloquear “enhancers” (Gerasimova et al., 1995). Quando 

ocorre uma mutação nos genes su(Hw) ou mod(mdg4) ocorre reversão das mutações 

causadas por gypsy (Modolell et al., 1983; Georgiev e Kozycina, 1996). 

Usando FISH (“fluorescent in situ hibridization”), Byrd e Corces (2003) 

mostraram que o DNA localizado entre dois sítios de ligação a Su(Hw) (insulador 

gypsy) é arranjado em alças, com os dois insuladores localizados na base. Mutações 

em proteínas Su(Hw) e Mod(mdg4) levam ao rompimento das alças. A inserção de 
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um insulador gypsy adicional no centro da alça resulta na formação de alças 

pareadas através da ligação da seqüência inserida com a matriz nuclear. Esses 

resultados sugerem que o insulador gypsy deve estabelecer domínios maiores da 

estrutura da cromatina e regular a organização nuclear ligando o DNA à matriz 

nuclear e criando alças de cromatina.  

 

Distribuição e conservação de gypsy 

Muitos estudos têm revelado uma ampla distribuição do retroelemento gypsy 

em espécies de Drosophilidae (Stacey et al., 1986; Alberola e de Frutos, 1993; 

Loreto et al., 1998; Terzian et al., 2000; Vásquez-Manrique et al., 2000; Herédia et 

al., 2004). 

A ampla distribuição deste elemento foi atribuída à existência de elementos 

gypsy em um ancestral comum antes da radiação Drosophila e subseqüente 

transmissão vertical (Alberola e de Frutos, 1996), entretanto, estudos filogenéticos 

sugerem que eventos de transmissão horizontal desse elemento entre espécies de 

Drosophila também têm desempenhado um papel importante na história evolutiva 

desse elemento (Alberola e de Frutos, 1996; Vásquez-Manrique et al., 2000; Terzian 

et al, 2000; Herédia et al., 2004). 

Além de D. melanogaster, D. subobscura e D. virilis possuem seqüências 

completas descritas para elemento gypsy (Mizrokhi e Mazo, 1991; Alberola e de 

Frutos, 1996). Estes retroelementos apresentam uma estrutura similar ao elemento 

gypsy de D. melanogaster, o que sugere que eles também sejam transcricionalmente 

e transposicionalmente ativos, entretanto, não codificariam uma proteína Env 

funcional. Segundo Alberola et al. (1997), as seqüências gypsy nessas duas espécies 

teriam evoluído de um elemento ancestral com gene env funcional e poderiam ser 

consideradas formas degeneradas de retrovírus, enquanto que o elemento gypsy de 

D. melanogaster continuaria mantendo o seu “status” de retrovírus. 

Entretanto, um estudo recente reportou a existência de seqüências 

provavelmente codificadoras de proteínas Env completas e funcionais no genoma de 

várias espécies, incluindo D. virilis e D. subobscura. Esses dados mostram que 

seqüências capazes de codificar proteínas Env funcionais são conservadas no 
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genoma de diferentes espécies em adição a muitas cópias defectivas (Mejlumian et 

al., 2002). 

Vásquez-Manrique et al. (2000) realizaram um estudo filogenético do 

retroelemento gypsy do grupo obscura de Drosophila, com base em 450 pb da 

região 5’ do gene env. As análises realizadas mostram que elementos gypsy destas 

espécies formam um grupo monofilético e bem divergente do elemento gypsy de D. 

melanogaster. As relações obtidas entre seqüências gypsy para esse grupo são 

consistentes com transmissão vertical. No entanto, seqüências de D. hydei e          

D. virilis, incluídas na análise, se agrupam com espécies do subgrupo affinis, que 

pertencem a outro subgênero de Drosophila, o que pode ser indicativo de 

transmissão horizontal. 

Terzian et al. (2000) analisaram filogeneticamente uma porção de 362 pb do 

gene IN de gypsy em espécies do subgrupo melanogaster. Esses autores detectaram 

a presença de duas principais linhagens de gypsy nesse subgrupo, além de um 

padrão de evolução por transferência vertical e vários casos de transmissão 

horizontal. 

Herédia (2004) estudou filogeneticamente o elemento gypsy de 21 espécies 

de Drosophila, Zaprionus indianus e Scaptodrosophila latifasciaeformis, com base 

em 485 pb do gene env. Suas análises indicam grandes incongruências entre a 

filogenia do elemento gypsy e a filogenia das espécies hospedeiras, identificando 

um complexo padrão evolutivo que inclui polimorfismo ancestral, transmissão 

vertical e múltiplos casos de transmissão horizontal. 

 Estudos do elemento gypsy de D. melanogaster, D. subobscura e D. virilis 

têm mostrado pouca variação na taxas de substituição entre as diferentes ORFs do 

elemento (Alberola e de Frutos, 1996). Mejlumian et al. (2002) evidenciaram forte 

correlação entre as distâncias do env e IN, indicando que esses genes evoluíram com 

a mesma taxa. A observação de que diferentes regiões do elemento evoluem 

igualmente é uma informação importante para suportar filogenias baseadas em 

apenas uma região do elemento. 

Diferentes estudos filogenéticos têm mostrado a existência de diferentes 

subfamílias do retroelemento gypsy no mesmo genoma (Alberola e de Frutos, 1996; 

Terzian et al., 2000; Herédia et al., 2004). Essa co-existência é comentada por 

 23



alguns autores como indícios de invasões independentes de um genoma pelo TE, 

provavelmente por transmissão horizontal. No entanto, polimorfismo ancestral não 

pode ser descartado como explicação (Terzian et al, 2000; Herédia et al., 2004). 

 

O Retroelemento Gtwin 
 

O retrotransposon gtwin, também conhecido como hamilton, foi descoberto 

através de análises in silico no genoma de D. melanogaster (Bowen e McDonald, 

2001). Este elemento está mais proximamente relacionado ao retrotransposon gypsy 

e possui 7411 pb com LTRs de 495 pb flanqueando os genes gag, pol e env. 

Bowen e McDonald (2001) caracterizaram duas cópias presentes no 

cromossomo 2L. Estas cópias estão dispostas in tandem e possuem uma LTR em 

comum. Posteriormente, Kaminker et al. (2002) encontraram quatro cópias 

adicionais presentes nos cromossomos X (duas cópias) e 3L (duas cópias) do 

genoma de D. melanogaster.  

Kotnova et al. (2005) compararam a seqüência do elemento gtwin disponível 

no banco de dados do genoma de D. melanogaster com o elemento gypsy e 

observaram que os genes gag, pol e env apresentam, respectivamente, 53%, 76% e 

77% de similaridade nas seqüências de aminoácidos entre os dois elementos e 

nenhuma região homóloga ao insulador gypsy foi encontrada na seqüência de 

nucleotídeos do elemento gtwin. Esses autores descrevem, também, a presença de 

um códon de terminação na região central do gene env do retroelemento gtwin.  

A partir da análise de uma biblioteca genômica buscando clones com 

homologia a gypsy, Kotnova et al. (2005) identificaram quatro clones, os quais 

possuíam um padrão de hibridização diferente dos demais. Esses clones foram 

subclonados e parcialmente seqüenciados. A análise das seqüências revelou que 

esses clones são cópias do elemento gtwin integrados em diferentes lócus 

genômicos. 

Essas quatro cópias clonadas foram testadas para a presença do códon de 

terminação no gene env. O seqüenciamento parcial dessa região, com “primers” 

específicos, mostrou que este códon de terminação está ausente nas seqüências dos 

quatro clones.  Assim, o retroelemento gtwin ocorre em pelo menos duas variantes 
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no genoma de D. melanogaster, diferindo pela presença ou ausência do códon de 

terminação na parte central da ORF3 (Kotnova et al., 2005). 

Kotnova et al. (2005) analisaram a distribuição deste elemento em diferentes 

linhagens de D. melanogaster, D. virilis e D. hydei através de “Southern blot”. A 

maioria das linhagens de D. melanogaster contém de duas a seis cópias do 

elemento. Não foi detectada a presença de gtwin nas outras duas espécies. 

A maioria das linhagens de D. melanogaster possui poucas cópias do 

elemento gtwin, porém a linhagem G32 apresenta mais de vinte. Esta mesma 

linhagem também possui elevado número de cópias do elemento gypsy em seu 

genoma devido à alta taxa de transposição causada pela mutação no gene flam. 

Dessa forma, é possível assumir que um mecanismo comum regula a transposição 

destes dois elementos (Kotnova et al., 2005). 

O retroelemento gtwin ainda não foi muito estudado. Informações 

importantes sobre o elemento permanecem desconhecidas, como questões sobre sua 

distribuição e expressão transcricional e traducional. Nesse trabalho, expandimos as 

análises sobre a distribuição do gtwin no gênero Drosophila através da busca do 

elemento nos genomas disponíveis. 

 

O Gênero Drosophila 
 

O gênero Drosophila é composto por mais de 1400 espécies distribuídas em 

15 subgêneros (Wheeler, 1982). Dentre estes subgêneros, podem-se destacar os 

subgêneros Drosophila e Sophophora pela diversidade de espécies apresentada. 

O subgênero Sophophora, estabelecido por Sturtevant (1939), compreende 

233 espécies, subdivididas em sete grupos, dentre os quais se destacam os grupos 

melanogaster, obscura, saltans e willistoni. Espécies de três desses grupos (exceto 

grupo saltans) são utilizadas nesse trabalho. 

O grupo melanogaster é formado por 174 espécies (Ashburner et al., 1984) 

classificadas em doze subgrupos, os quais agrupam em três clados principais: (1) 

subgrupo ananassae, (2) subgrupo montium e (3) subgrupo melanogaster e demais 

subgrupos (Kastanis et al., 2003). A origem deste grupo ocorreu, provavelmente, na 

região sul da Ásia (Throckmorton, 1975), já a origem do subgrupo melanogaster 
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parece ter sido Afrotropical (Lachaise et al., 1988). As espécies desse grupo 

utilizadas nesse trabalho são: D. ananassae (subgrupo ananassae) e algumas 

espécies do subgrupo melanogaster: D. sechellia, D. simulans, D. melanogaster,   

D. erecta, D. yakuba e D. teissieri. 

O grupo obscura é constituído por um total de 35 espécies descritas (Barrio e 

Ayala, 1997). Barrio et al. (1994) dividiu esse grupo em cinco subgrupos: subgrupo 

affinis, subgrupo pseudoobscura, subgrupo obscura, subgrupo subobscura e 

subgrupo microlabis. Throckmorton (1975) sugere que esse grupo tenha se 

originado nos trópicos do Velho mundo, a partir de uma linhagem proto-

melanogaster, seguida de uma adaptação a ambientes temperados. Quatro espécies 

desse grupo são incluídas nesse trabalho: D. persimilis e D. pseudoobscura 

(subgrupo pseudoobscura) e D. subobscura (subgrupo subobscura). 

Os grupos saltans e willistoni representam a radiação Sophophora ocorrida 

no Novo mundo. Nesse trabalho, utilizamos as espécies do grupo willistoni:          

D. nebulosa e as espécies crípticas D. willistoni e D. paulistorum. 

O subgênero Drosophila, por outro lado, é o maior representante da família 

Drosophilidae em regiões Neotropicais, com 25 grupos de espécies (Val et al., 

1981), as quais podem ser divididas em duas linhagens principais (Throckmorton, 

1975): a seção virilis-repleta e a seção quinária-tripunctata. 

A seção virilis-repleta é formada por 15 grupos, dentre os quais, virilis, 

flavopilosa, repleta e annulimana possuem espécies usadas nesse trabalho. 

O grupo virilis é composto por 13 espécies, das quais D. virilis apresenta 

uma distribuição que se estende até a região Neotropical (Val et al., 1981) e é 

utilizada nesse trabalho. 

O grupo flavopilosa é constituído por 11 espécies exclusivamente 

Neotropicais (Vilela, 1984) tradicionalmente divididas em dois subgrupos: subgrupo 

flavopilosa e subgrupo nesiota (Wheeler, 1962). As espécies desse grupo 

caracterizam-se por apresentarem uma ecologia restrita, associadas a flores do 

gênero Cestrum (Solanaceae). Utilizamos as espécies D. flavopilosa e D. cordeiroi 

do subgrupo flavopilosa e D. incompta do subgrupo nesiota. 
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O grupo repleta é composto atualmente por 91 espécies (Durando et al., 

2000), cuja distribuição é tipicamente Neotropical (Val et al., 1981). D. zotti,        

D. mojavensis e D. hydei, utilizadas nesse estudo, pertencem a esse grupo. 

A seção quinária-tripunctata é constituída por nove grupos, a maioria dos 

quais altamente abundantes em regiões Neotropicais. Utilizamos espécies 

pertencentes aos grupos tripunctata, cardini, guarani, e pallidipennis. 

O grupo tripunctata atualmente é constituído por 64 espécies (Vilela e 

Bächli, 2000). Exceto por D. tripunctata, que ocorre em regiões Neárticas, todas as 

demais espécies do grupo são endêmicas da região Neotropical (Vilela, 1992). 

Utilizamos nesse trabalho as espécies: D. mediosignata, D. mediopunctata,           

D. mediopicta e D. bandeirantorum. 

O grupo cardini compreende 16 espécies de ampla distribuição geográfica 

nas Américas (Vilela et al., 2002). Esse grupo foi dividido em dois subgrupos: 

subgrupo cardini, com espécies distribuídas no continente Americano e subgrupo 

dunni, com espécies exclusivamente insulares (Heed e Russel, 1971). As espécies 

D. polymorpha e D. neocardini (subgrupo cardini) foram usadas nesse trabalho. 

O grupo guarani compreende 13 espécies, com distribuição Neotropical 

(Vilela e Pereira, 1993). Utilizamos as espécies D. griseolineata e D. maculifrons 

(subgrupo guaramuru) e D. ornatifrons (subgrupo guarani). A divisão do grupo 

guarani nesses dois subgrupos foi proposta por King (1947) e Kastristsis et al. 

(1970) defende que estes subgrupos devem ser elevados taxonomicamente à 

categoria de grupos.  

Utilizamos ainda: D. annulimana do grupo annulimana seção virilis-repleta 

subgênero Drosophila e D. pallidipennis do grupo pallidipennis seção quinária-

tripunctata subgênero Drosophila, D. busckii, pertencente ao subgênero Dorsilopha 

e S. latifasciaeformis e Z. indianus, pertencentes a outros gêneros. 

Dentre as espécies investigadas neste trabalho, as seguintes são consideradas 

cosmopolitas: D. melanogaster, D. simulans, D. ananassae, D. hydei, e D. busckii e 

as espécies de ampla distribuição D. virilis e S. latifasciaeformis são consideradas 

semi-cosmopolitas (Wheeler, 1982). 
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Sobre a Escolha do Tema 
 

Inicialmente, nosso objetivo foi estudar a evolução do elemento gypsy, 

exclusivamente, nas espécies do grupo flavopilosa, através da clonagem e 

seqüenciamento de uma região de 485 pb do gene env. A análise de gypsy nessas 

espécies seria interessante devido às características ecológicas especiais desse 

grupo. O elemento gypsy tem mostrado ser amplamente distribuído e com múltiplos 

eventos de transmissão horizontal entre espécies, as quais possuem, obviamente, 

alguma sobreposição ecológica e geográfica (Herédia et al., 2004). O grupo 

flavopilosa, extremamente especializado, apresenta pouca sobreposição de nicho 

com outras espécies, então, o objetivo inicial do nosso trabalho foi entender o 

padrão evolutivo de gypsy no grupo flavopilosa.  Para isso, realizamos uma extensa 

revisão bibliográfica sobre esse grupo, a qual é apresentada separadamente 

(Capítulo II), salientando aspectos sobre a ecologia do grupo. 

Ao longo do desenvolvimento do trabalho, ao fazer a confirmação de clones 

pela ferramenta BLAST, a seqüência mais similar a um dos clones de D. flavopilosa 

foi o elemento gtwin de D. melanogaster (mesmo assim, essas seqüências 

apresentam grande divergência). Este elemento não possui muitas informações 

sobre sua distribuição no gênero Drosophila. Surgiu então a idéia de estudar esse 

elemento nas espécies de Drosophila com genomas atualmente disponíveis. Os 

resultados dessa pesquisa são mostrados no Capítulo III. 

A partir do seqüenciamento de vários genomas, surge uma valiosa ferramenta 

para análise comparativa de seqüências genômicas entre espécies. Assim, decidimos 

buscar seqüências homólogas ao elemento gypsy nos genomas de Drosophila para 

analisar juntamente com seqüências do grupo flavopilosa e seqüências de várias 

espécies depositadas no genbank. O Capítulo IV mostra os resultados desse 

trabalho. 
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OBJETIVOS 
 

 

Este trabalho tem como objetivo geral contribuir para o entendimento da 

evolução dos Errantivirus no gênero Drosophila. Nossos objetivos específicos 

foram: 

Capítulo II: 

Fazer uma ampla revisão bibliográfica sobre o grupo flavopilosa abrangendo 

todo o conhecimento sobre a ecologia e genética desse grupo. 

Capítulo III: 

Entender o padrão evolutivo do retroelemento gtwin no gênero Drosophila 

através da investigação da sua distribuição e conservação e da análise das relações 

filogenéticas dos elementos dessa família encontrados nos genomas de Drosophila.  

Capítulo IV: 

Ampliar as análises evolutivas de seqüências relacionadas ao retroelemento 

gypsy no gênero Drosophila através da análise filogenética de seqüências 

encontradas in silico nos genomas juntamente com seqüências de gypsy de espécies 

do grupo flavopilosa, obtidas por clonagem e sequenciamento, e de seqüências de 

outras espécies de Drosophila que estão disponibilizadas no genbank. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

Por volta de 1960, o naturalista Danko Brncic descobriu, perto de Santiago 

no Chile, uma íntima relação ecológica entre uma espécie de Drosophila,              

D. flavopilosa e uma planta da família Solanaceae, Cestrum parqui. Ele observou 

que D. flavopilosa é estritamente adaptada para utilizar as flores desta planta para 

oviposição e desenvolvimento larval e não podia ser mantida em laboratório. Esta 

descoberta foi primeiramente mencionada por Wheeler et al. (1962) e 

posteriormente vários trabalhos mostram detalhes ecológicos e genéticos dessa 

interação. Essa espécie de Drosophila pertence ao grupo flavopilosa, o qual possui a 

maioria das suas espécies associadas a flores do gênero Cestrum (Brncic, 1966). 

Apesar dos vários anos de observações e estudos do grupo flavopilosa, 

permanecem algumas questões importantes, sobre sua ecologia, que ainda não são 

compreendidas. Essas dúvidas são enigmas que não sabemos quando vamos 

decifrar, porém a sua existência torna essas espécies ainda mais fascinantes. 

 

Características Gerais do Grupo flavopilosa 
 

O grupo flavopilosa de Drosophila pertence ao subgênero Drosophila e foi 

estabelecido por Wheeler et al. (1962). É constituído por 11 espécies (Vilela, 1984) 

tradicionalmente subdivididas em dois subgrupos (Wheeler et al., 1962): subgrupo 

flavopilosa, que apresenta D. acroria, D. crossoptera, D. lauta, D. cordeiroi,        

D. cestri, e D. flavopilosa; e subgrupo nesiota, que inclui D. nesiota, D. incompta, 

D. melina, D. gentica e D. mariaehelenae. 

De acordo com Throckmorton (1975), o grupo flavopilosa pertence à 

radiação virilis-repleta e teve sua origem a partir da radiação repleta, ou então, da 

radiação que levou aos grupos bromelie e peruviana. Este grupo foi incluído numa 

análise filogenética mais aprofundada apenas recentemente com o trabalho de Robe 

et al. (2005): através de análise filogenética do gene Amd (alfa metil-dopa) e do 

gene mitocondrial COII (citocromo oxidase II) o grupo flavopilosa aparece como 
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grupo irmão do grupo annulimana, e estes formam um clado grupo irmão da 

radiação repleta, ocupando uma posição relativamente derivada (Figura 1). 

As espécies do grupo flavopilosa compartilham características que ilustram o 

tipo de adaptação ao microambiente das flores: moscas de tamanho pequeno a 

médio com coloração do corpo amarelada, a qual é críptica com as flores do gênero 

Cestrum; o ovipositor das fêmeas possui espinhos rígidos utilizados para escarificar 

a superfície das flores para posterior postura dos ovos; as fêmeas colocam ovos em 

estágio avançado de desenvolvimento embrionário e o período de desenvolvimento 

de ovo a pupa é curto, representando adaptações para o curto período de existência 

das flores (Brncic, 1983). 

De acordo com Wheeler et al. (1962), a observação de grãos de pólen no 

trato digestivo das larvas sugere sua fonte de alimentação, mas também é possível 

que elas utilizem seiva floral. Estes autores sugerem que os adultos também podem 

utilizar pólen e seiva floral da mesma planta. Brncic (1983) relatou que moscas 

adultas desse grupo podem ser vistas sobrevoando ou paradas sobre as flores do 

gênero Cestrum, onde, também, as larvas são vistas se desenvolvendo e pupando. 

Em coletas de moscas adultas na natureza observamos uma coloração verde no seu 

abdômen que é perdida após algumas horas no laboratório. Essa observação 

corrobora a hipótese de que o adulto utiliza seiva da planta na alimentação (Ludwig 

et al., 2002). 

Essas espécies recusam-se a se desenvolver em outros substratos, sendo 

inteiramente adaptadas ao seu próprio nicho, não podendo ser mantidas em 

laboratório (Wheeler et al., 1962; Napp e Brncic, 1978). Entretanto, quando as 

flores de Cestrum são levadas para o laboratório as larvas completam seu 

desenvolvimento chegando a mosca adulta. Isso possibilitou a utilização dessas 

espécies em vários estudos. 

As espécies do grupo flavopilosa têm sua distribuição na América do Sul, 

onde foram associadas apenas ao gênero Cestrum (Brncic, 1983) e na América 

Central, onde segundo Pipkin et al. (1966), alguns membros do grupo podem 

utilizar flores de outros gêneros. A Figura 2 mostra a distribuição atualmente 

conhecida das espécies do grupo. 
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Figura1: Filogenia de espécies de Drosophila inferida por análise Bayesiana 
(modelo GTR + I + G) com base em 1188 bp (516 do gene Amd and 672 do gene COII), 
Robe et al. (2005). 
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Figura 2: Mapa da distribuição atualmente conhecida das espécies do grupo flavopilosa. 
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No Sul do Brasil, Danko Brncic encontrou quatro diferentes espécies do 

grupo: D. incompta e D. flavopilosa, espécies já descritas, e duas espécies novas,  

D. cestri e D. cordeiroi. D. cestri, D. incompta e D. cordeiroi foram encontradas em 

flores de C. parqui e C. calycinum e D. flavopilosa foi observada exclusivamente 

em flores de C. parqui (Brncic, 1978). D. cestri e D. incompta são as mais 

abundantes e poucos indivíduos de D. flavopilosa e D. cordeiroi são encontrados em 

coletas (Napp e Brncic, 1978). 

Posteriormente, espécies desse grupo também foram encontradas no estado 

de São Paulo, associadas a C. intermedium. São elas, D. cestri, D. cordeiroi,         

D. incompta e uma nova espécie, D. mariaehelenae (Vilela, 1984). 

Segundo Wheeler et al. (1962), as espécies do grupo flavopilosa são quase 

indistinguíveis morfologicamente, exceto pela genitália do macho. Observamos que 

a genitália do macho é o caminho mais viável para separar as quatro espécies do Rio 

Grande do Sul (RS), enquanto a genitália das fêmeas permite apenas a separação de 

D. incompta (pertencente ao subgrupo nesiota) das outras três espécies 

(pertencentes ao subgrupo flavopilosa). Nas Figuras 3 e 4 apresentamos a genitália 

externa e o edeago dos machos, mostrando uma clara diferença entre as espécies. 

 

 

Estudos Genéticos e Ecológicos de D. flavopilosa 
 

 Brncic (1983) observou que no começo da primavera, quando inicia a 

floração de Cestrum, o número de larvas dentro das flores é muito pequeno, mas 

aumenta rapidamente, chegando ao máximo no verão, e então decresce durante 

outono e inverno. Essas flutuações no número de larvas são reguladas por fatores 

ambientais como temperatura, alimentação, espaço e animais competidores. 

Brncic (1962) fez um estudo da estrutura cromossômica de seis populações 

de D. flavopilosa e descreveu quatro diferentes inversões cromossômicas, 

identificadas como A, B, C e D, sendo as inversões A e B as mais comuns.  
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Figura 3: Genitália externa dos machos. (A) D. incompta, (B) D. flavopilosa,                 
(C) D. cordeiroi e (D) D. cestri. 
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Figura 4: Imagens dos edeagos dos machos adultos. (A) D. incompta,                      
(B e C) D. flavopilosa, (D e E) D. cordeiroi, (F e G) D. cestri. 
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De 1962 a 1969, ele examinou periodicamente as flutuações do tamanho das 

populações e dos polimorfismos cromossômicos de D. flavopilosa em duas 

populações naturais contrastantes, El Tabo (ao nível do mar) e Vizcachas (900 m de 

altitude). 

A distribuição das inversões segue um gradiente de altitude e flutuação 

sazonal nas freqüências das inversões A e B. Heterozigotos para a inversão A são 

mais freqüentes em altas altitudes e na primavera e verão. Ao contrário, os 

heterozigotos para a inversão B são abundantes ao nível do mar e no outono e 

inverno (Brncic 1962, 1966 e 1967). Um trabalho posterior mostrou que a 

temperatura representa um fator importante na viabilidade de larvas com inversões 

A e B (Brncic, 1968). Em condições experimentais, larvas com inversões A parecem 

ser favorecidas a 25ºC, enquanto as larvas com inversão B são favorecidas a 16ºC. 

Esses dados estão de acordo com as observações na natureza de flutuação sazonal e 

também de gradiente de altitude, já que “El Tabo” apresentou temperatura média 

menor que “Vizcachas” durante os meses em que as amostras foram coletadas. 

Nesta mesma espécie também foi possível estabelecer correlações entre as 

mudanças cíclicas na freqüência das inversões, as flutuações do tamanho da 

população e a incidência de parasitas e predadores (Brncic, 1967, 1968 e 1972). 

A variabilidade eletroforética de três lócus, Leucine aminopeptidase (Lap), 

Esterase-1 (Est-1) e Esterase-2 (Est-2), foi investigada em cinco populações dessa 

espécie. Ao contrário do que é visto para polimorfismos de inversão, os 

polimorfismos alozímicos para Lap e Est-1 parecem ser uniformemente distribuídos 

nas populações de diferentes altitudes. Diferenças geográficas parecem existir 

apenas para o lócus Est-2 (Brncic e Napp, 1980). 

 

Estudos Genéticos e Ecológicos das Espécies Brasileiras 
 

Napp e Brncic (1978) investigaram a presença de polimorfismos enzimáticos 

de vários lócus em D. cestri e D. incompta. A freqüência média de lócus 

polimórficos para D. incompta foi 47%, mostrando-se mais variável que D. cestri 

que apresentou 28% dos lócus polimórficos.  Os autores discutem que a quantidade 

de polimorfismos apresentados por essas duas espécies é muito maior do que o 
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observado para outras espécies monófagas, como as espécies de Drosophila que 

utilizam tecidos de cactus como sítio de oviposição, cuja baixa variabilidade foi 

considerada ser em função da restrição ecológica das espécies. Os resultados de 

Napp e Brncic (1978) são comparáveis ao que é encontrado para espécies do grupo 

willistoni, as quais são amplamente distribuídas e ecologicamente versáteis. 

Este mesmo trabalho apontou um grau muito baixo de similaridade genética 

entre as duas espécies (aproximadamente 33%), comparável ao de espécies 

distantemente relacionadas.  Entretanto, as espécies são morfologicamente muito 

semelhantes, praticamente crípticas, elas são simpátricas e utilizam um recurso em 

comum (Napp e Brncic, 1978).  A explicação dos autores para essa discrepância é 

que o recurso fornecido pelas flores de Cestrum é escasso e determina interações 

competitivas que podem induzir um deslocamento ecológico que teria uma base 

genética, a qual é refletida pelas diferenças eletroforéticas. 

Posteriormente Hofmann e Napp (1984) analisaram polimorfismos 

enzimáticos em cinco populações de D. incompta de três regiões geomorfológicas 

do estado do Rio Grande do Sul, em duas diferentes épocas do ano (verão e inverno 

de 1981).  Eles mostraram que quando as amostras coletadas na mesma época do 

ano são comparadas, as diferenças encontradas são freqüentemente maiores entre  

regiões próximas do que regiões geograficamente mais distantes. Para os autores a 

seleção de hábitat poderia levar a variação microgeográfica que causa diferenças na 

freqüência gênica. Este trabalho mostra, também, diferenças significativas em 

alguns lócus quando analisados em diferentes épocas do ano, porém não foi possível 

estabelecer nenhum tipo de flutuação cíclica na freqüência dos alelos porque as 

amostras foram coletadas somente em duas estações do mesmo ano. 

Sepel et al. (2000) coletaram flores de C. calycinum de maio de 1985 a 

dezembro de 1986 e também de agosto de 1998 a dezembro de 1999 no estado do 

Rio Grande do Sul. As espécies que emergiram dessas flores foram D. incompta e 

D. cestri. Estes autores mostram a existência de flutuação sazonal do tamanho da 

população das espécies do grupo flavopilosa, encontrando um maior número de 

indivíduos nos meses quentes em relação aos meses frios, e mostram também, 

flutuação sazonal na freqüência de indivíduos de D. incompta e D. cestri. 
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Para Onde Vão as Moscas Quando as Flores Acabam? 

 

A distribuição das plantas de Cestrum é mais ou menos descontínua e o 

florescimento inicia na primavera e termina no final do outono. Eventualmente no 

inverno é possível encontrar poucas plantas as quais ainda têm flores. Segundo 

Brncic (1983), esse florescimento no inverno é uma possível explicação da 

manutenção das populações de Drosophila do grupo flavopilosa através dos anos. 

Outra possível explicação é que alguns adultos poderiam sobreviver em lugares 

onde as plantas cessam de produzir flores. Este autor comenta a evidência de que a 

aparência externa de alguns adultos coletados no início da primavera sugere que 

sejam indivíduos velhos. 

Essas duas hipóteses são possíveis, porém em determinadas épocas do ano 

observamos que a ausência de flores perdura por muito tempo. Surge então a 

dúvida: será que em condições extremas essas espécies não podem utilizar flores de 

outros gêneros ou ainda outros recursos? O que impediria isso de acontecer? 

Primeiro, a falta de estímulo para oviposição e segundo, a impossibilidade do 

desenvolvimento da larva em outro recurso. 

Quanto ao primeiro problema, não sabemos qual é o estímulo que estas 

moscas necessitam para oviposição. Como resultado de um processo coevolutivo, 

flores tornaram-se adaptadas para atrair insetos por estímulos visuais e olfatórios e a 

escolha da planta hospedeira pelo inseto depende principalmente dos compostos 

atraentes e repelentes da planta mais do que dos componentes necessários como 

fonte alimentar para o desenvolvimento normal das larvas (revisão em Brncic, 

1983). Assim, podemos pensar que a ausência das flores do gênero Cestrum, por um 

período prolongado, obrigue de certa forma, as fêmeas a aceitarem outros estímulos, 

tendo assim, um substrato alternativo para oviposição. No entanto, Sepel et al. 

(2000) coletaram flores de vários gêneros na busca de possíveis sítios alternativos 

de oviposição das espécies do grupo flavopilosa, mas nenhum indivíduo do grupo 

emergiu dessas flores. 

O segundo impedimento para as moscas procurarem outro substrato de 

oviposição é a dependência do desenvolvimento larval à planta. Esse pode não ser o 

caso dessas espécies. Pelo menos para D. incompta o desenvolvimento de ovo a 
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mosca adulta não é inteiramente dependente da planta. Nós mostramos que ovos 

maduros retirados das fêmeas podem se desenvolver normalmente e chegar à mosca 

adulta quando colocados em meio de banana e ágar, complementado com levedura, 

sem qualquer extrato da planta (Ludwig et al., 2002). Essa observação é 

interessante, pois, se o desenvolvimento larval não está restrito à planta, essas 

espécies poderiam, teoricamente, utilizar outros substratos. No caso de D. incompta 

o empecilho de sua manutenção no laboratório se deve à incapacidade de 

oviposição. 

A questão do destino das moscas quando as flores acabam pode ficar ainda 

mais intrigante. No Rio Grande do Sul, a espécie C. calycinum é bastante abundante 

(encontrada em bordas de mata) e são encontradas flores em todas as épocas do ano, 

com exceção de períodos de extrema seca. Em coletas de flores dessa espécie que 

realizamos em 2002, 2003 e 2004 em diferentes locais da cidade de Santa Maria, 

emergiram apenas indivíduos de D. incompta e D. cestri. A partir de uma coleta da 

mesma espécie de planta realizada em julho de 2005, emergiu um macho de D. 

cordeiroi, além de indivíduos de D. incompta e D. cestri. Já a espécie C. parqui é 

mais rara, com uma distribuição mais esparsa. O florescimento dessa planta 

geralmente inicia em setembro e prolonga-se até janeiro. Em condições ambientais 

extremas esse período é ainda menor. Coletamos flores dessa espécie em apenas um 

local da cidade de Santa Maria, onde essa planta é encontrada, em 2003 e 2004. 

Emergiram indivíduos das quatro espécies, porém, D. cordeiroi e D. flavopilosa 

apareceram numa freqüência bem menor. 

No estado de São Paulo D. cordeiroi foi encontrada em flores de                 

C. intermedium (Vilela, 1984). No Rio Grande do Sul, essa espécie foi encontrada 

em C. calycinum e C. parqui por Brncic (1978). Em recentes coletas, encontramos 

apenas um indivíduo de D. cordeiroi emergindo de flores de C. calycinum. Isso 

indica que no Rio Grande Sul essa espécie deve ocupar principalmente flores de C. 

parqui, raramente podendo utilizar flores de C. calycinum. D. flavopilosa foi 

encontrada apenas em flores de C. parqui por Brncic (1978) e em nossas coletas 

essa estrita relação também é evidenciada. Notamos assim, que essas duas espécies 

parecem ter uma associação maior com C. parqui.  Mas o que acontece com essas 

espécies num período de até nove meses sem flores de C. parqui? Elas sobrevivem 
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nove meses? Que tipo de mudança fisiológica seria necessária para uma mosca com 

uma média de vida de 30 dias sobreviver nove meses? Será que elas procuram 

outros substratos para oviposição? Que tipo de substrato? Por que não procurariam 

uma espécie do mesmo gênero como C. calycinum? 

Por enquanto, levantamos essas várias questões, mas ainda permanecemos 

sem respostas. Realmente não sabemos o que acontece com as moscas quando as 

flores acabam. 

 

A Coexistência das Espécies 
 

D. cestri e D. incompta podem ser, eventualmente, encontradas ocupando a 

mesma flor. A coexistência dessas duas espécies depende de certas diferenças 

ecológicas e comportamentais. As fêmeas de D. cestri colocam os ovos dentro das 

flores fechadas através de minúsculas aberturas feitas com seu ovipositor espinhoso 

na parte baixa do tubo da corola (Napp e Brncic, 1978).  Normalmente um ovo é 

depositado. As fêmeas de D. incompta colocam ovos na flor já aberta, escarificando 

a parede interna das flores para posterior postura dos ovos. O número de ovos em 

uma flor pode chegar a doze. Isso é viável porque as larvas de D. incompta podem 

se mover de uma flor a outra em busca de alimento. Como resultado, os primeiros 

adultos a emergirem são, principalmente, D. cestri e depois de alguns dias a 

segunda espécie D. incompta começa a aparecer. No entanto, apesar desse 

comportamento proporcionar uma pequena diferença espacial e temporal, algum 

grau de competição ainda deve existir. 

Um experimento com flores levadas para o laboratório mostrou que em 47% 

das flores ocupadas com mais de um ovo de D. incompta somente um adulto 

emergiu e no restante das flores as larvas não completaram o desenvolvimento 

(Brncic e Budnik, 1982). Esses mesmos autores observaram flores contendo ovos de 

D. incompta e contendo também uma pequena abertura na parte inferior do tubo da 

corola, supostamente feita por fêmeas de D. cestri. Em 24% das flores um único 

adulto de D. cestri emergiu, em 6,7% um único indivíduo de D. incompta emergiu e 

também em 6,7% das flores emergiu um indivíduo de cada espécie. Nas flores 

restantes as larvas morreram. Essas observações mostram que deve existir 
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competição intra-específica no caso de D. incompta e também competição 

interespecífica pela interferência das larvas de D. cestri de alguma forma no 

desenvolvimento de D. incompta.  É possível que quando as larvas de D. incompta 

entram na corola, as larvas de D. cestri já tenham consumido parte do alimento 

disponível e os substratos são contaminados com seus resíduos metabólicos. Na 

natureza, porém, essa competição deve ser amenizada pela grande vagilidade das 

larvas de D. incompta que permite o deslocamento para outras flores na procura por 

alimento (Brncic, 1983). 

Apesar dessa aparente vantagem das larvas de D. cestri em relação a D. 

incompta em condições experimentais, na natureza existe uma flutuação sazonal da 

freqüência dessas duas espécies, sendo que D. cestri é mais comum nos meses frios 

e chuvosos do ano e D. incompta é mais comum nos meses quentes e secos (Sepel et 

al., 2000). Como demonstrado por Brncic (1967), a temperatura tem efeito na 

viabilidade de larvas de D. flavopilosa portadoras de diferentes inversões. Nas 

flutuações sazonais, a temperatura deve ter também um papel decisivo, embora o 

modo o qual ela aja é desconhecido. 

Como já mencionado, em C. parqui indivíduos das quatro espécies foram 

encontrados na mesma planta. Os indivíduos de D. flavopilosa, D. cordeiroi e         

D. cestri (subgrupo flavopilosa) foram encontrados aproximadamente com a mesma 

freqüência e em menor número em relação a D. incompta (subgrupo nesiota). É 

conhecido que o comportamento de oviposição de D. flavopilosa é similar ao de          

D. cestri (Brncic, 1966) e, provavelmente, D. cordeiroi também tenha esse 

comportamento. Segundo Brncic (1983), existem certas características 

comportamentais das fêmeas de D. cestri e D. flavopilosa que permitem a elas 

discriminar entre flores já contendo ovos ou larvas e aquelas que ainda não foram 

utilizadas para oviposição. Isso faz com que a disponibilidade de sítios de 

oviposição seja reduzida quando essas três espécies estão presentes, o que 

provavelmente deve refletir na freqüência de indivíduos encontrados. Já para         

D. incompta, não existe a distinção entre flores ocupadas ou não, então elas podem 

colocar mais de um ovo por flor. 
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Interações Insetos-Planta 
 

Nos vários estudos realizados nunca foi mencionado o papel dessas espécies 

de Drosophila no contexto da planta. Não se sabe que tipo de relação existe entre 

essas espécies.  Pode existir uma relação de mutualismo, onde ambos se beneficiam; 

a mosca obtendo alimentação e lugar para oviposição e desenvolvimento larval e a 

planta tendo um polinizador fiel? Esse não parece ser o caso, pois, pelo menos para 

C. parqui distribuídos na Argentina, existe um sistema de polinização especializada, 

com mariposas noturnas da família Sphingidae sendo os principais polinizadores 

(Aguilar e Galetto, 2004). Ou pode existir uma relação comensal onde somente a 

mosca se beneficia, tendo um lugar para se alimentar e reproduzir. 

É evidenciado que as flores de Cestrum são bem específicas, elas atraem 

quase exclusivamente espécies do grupo flavopilosa de Drosophila. Poucos 

indivíduos de espécies do grupo tripunctata de Drosophila (Vilela, 1984) e 

Zygothrica vittimaculosa (Vilela, 1984; Sepel et al., 2000) foram encontrados em 

coletas. A adição do extrato de flores do gênero Cestrum ao meio de cultura padrão 

de Drosophila mata larvas e adultos de outras espécies do gênero Drosophila 

(Brncic, 1983). Isso indica que as espécies do grupo flavopilosa possuem 

adaptações, que as outras não têm, para suportar determinados compostos da planta. 

Seria necessário conhecer melhor a biologia e evolução do gênero Cestrum, 

para tentar compreender como esse processo de coevolução inseto-planta evoluiu e 

como ocorreram os processos de especiação dentro do grupo flavopilosa. 

 

 

Grupo de espécies crípticas, com ecologia restrita e com 

sobreposição de nicho, padrão de coloração mimético ao seu meio, o 

grupo flavopilosa de Drosophila é um grupo com muitas questões 

abertas sobre sua ecologia e evolução, merecendo mais pesquisas.  
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ABSTRACT 
 

 

The gtwin retrotransposon was recently discovered in the Drosophila 

melanogaster genome and it is evolutionarily closer to gypsy endogenous retrovirus. 

This study has identified gtwin homologous sequences in the genome of D. 

simulans, D. sechellia, D. erecta and D. yakuba by performing homology searches 

against the public genome database of Drosophila species. The phylogenetic 

analyses of the gtwin env gene sequences of these species have shown some 

incongruities with the host species phylogeny, suggesting some horizontal transfer 

events for this retroelement. Moreover, it was reported the existence of DNA 

sequences putatively encoding full-length Env proteins in the genomes of 

Drosophila species other than D. melanogaster. The results suggest the gtwin 

element may be an infectious retrovirus able to invade the genome of new species, 

supporting the gtwin evolutionary picture shown in this work. 

 

 

 

Key words: env gene, gtwin, melanogaster subgroup, retroelements. 
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INTRODUCTION 
 

 

The Ty3/gypsy group of LTR retrotransposons has a widespread distribution 

in eukaryotes, with representatives in fungi, animal and plant kingdoms. This group 

is closely related to retrovirus and it is being extensively studied, mainly in the 

Drosophila melanogaster genome, whose gypsy element was one of the earliest 

described members of this group. Recently, through the D. melanogaster genome 

sequence analysis, several new elements of the Ty3/gypsy group were identified 

(Bowen & McDonald, 2001; Kaminker et al., 2002; Kapitonov & Jurka, 2003). One 

of these new families is the gtwin (hamilton), which has 7411 bp of length and 

contains three open reading frames (ORFs) coding for proteins similar to Gag, Pol 

and Env. The gtwin element is most closely related to the D. melanogaster gypsy 

endogenous retrovirus (Bowen & McDonald, 2001). The gag, pol and env genes 

show 53%, 76% and 77% of similarity between gtwin and gypsy (Kotnova et al., 

2005). 

Prud’homme et al. (1995) have shown that the flamenco gene plays an 

important role in the gypsy regulation in D. melanogaster. The strain G32, which is 

mutant for the flamenco gene, displays a high level of gypsy mobilization 

(Razorenova et al., 2001).  Kotnova et al., (2005) have found this strain also 

presents an elevated gtwin copy number. Thus, it is possible to suppose there is a 

common mechanism controlling the transposition of both elements involving the 

flamenco gene. Due to structural and sequence similarities between gypsy and gtwin 

it may be proposed that gtwin may also produce viral particles, as the                    

D. melanogaster gypsy element, which displays infectious properties in particular 

conditions (Kim et al., 1994; Song et al., 1994). The infectivity of gypsy results 

from the expression of the env gene apparently (Mejlumian et al., 2002). This gene 

typically encodes a transmembrane protein and a host receptor-binding protein, 

which together can mediate infection and transmission of viruses (Boeke & Stoye, 

1997). Due to these properties, the env gene is thought to be a major determinant for 

the gypsy element horizontal transfer (Mejlumian et al., 2002), in a manner which 

this retrovirus could potentially jump from one species to another without requiring 
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a vector. In fact, several horizontal transfer events of this retrotransposon between 

Drosophila species have already been suggested (Terzian et al., 2000; Vásquez-

Manrique et al., 2000; Herédia et al., 2004). 

Analysis of the gtwin nucleotide sequence available from the                    

D. melanogaster genome database has shown the env gene is interrupted by a stop 

codon in its central part (positions 6117-6119). Three copies with this characteristic 

were found in the assembled D. melanogaster genome. However, this stop codon 

was not found in four gtwin sequences cloned from the D. melanogaster G32 strain 

(Kotnova et al., 2005). Thus, there are at least two gtwin variants from the              

D. melanogaster genome differing by the presence or absence of the stop codon in 

the central part of the env gene. The existence of a full-length coding capacity of 

gtwin env sequence may signify this element could encode a functional Env protein. 

Nevertheless, up to the moment there are no evidences for a gtwin Env protein 

presence. 

The distribution of the gtwin element was studied in several strains of         

D. melanogaster, D. virilis and D. hydei. It was detected in the genomes of every  

D. melanogaster strains examined, and no copy was detected in D. hydei and D. 

virilis (Kotnova et al., 2005). 

The growing number of Drosophila genomes being sequenced offers an 

opportunity to investigate the distribution and evolution of transposable elements. 

In order to understand the gtwin element evolutionary history, it was performed a 

search and analysis of this element on twelve Drosophila genomes available. 

Homologous sequences were found only in the melanogaster subgroup from the 

melanogaster group and the phylogenetic analysis suggests some horizontal transfer 

events for this transposable element. 
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MATERIAL AND METHODS 
 

 

Genome Search 
 

Initially, Mega BLAST search on the Trace Archive database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/mmtrace.shtml) was used to find sequences 

homologous to the gtwin element in the genomes of D. grimshawi, D. virilis, D. 

mojavensis, D. willistoni, D. persimilis, D. pseudoobscura, D. ananassae, D. erecta, 

D. yakuba, D. melanogaster, D. simulans and D. sechellia. It was used as parameter 

for these searches the option of 75 percent for identity and the other parameters 

remaining as default. The query sequence was the central 900 pb of the                 

D. melanogaster gtwin env gene (accession number AC006215). To each species 

which has shown significant hits (E ≅ 0.0), approximately 100 sequences were 

gotten and aligned using ClustalW software (Higgins et al., 1994). The aligned 

sequences were selected and submitted to a Kimura-2-parameter distance analysis 

(Kimura, 1980), implemented in the Mega 3.1 program (Kumar et al., 2004) for 

clustering the sequences on groups.  An arbitrary distance of 0.03 was chosen as the 

threshold to separate groups. One sequence of each group was used in the following 

Blast searches. The threshold of 0.03 was empirically chosen in order to obtain 

representative of all gtwin related sequences. 

The gtwin env sequences were then obtained by two ways: i) blast search was 

performed using the chosen sequence of each group in the Drosophila genomes 

contigs (http://species.flybase.net/blast/). The purpose of this search was to find 

complete gtwin element env gene sequences; ii) for those groups which no 

significant hit was obtained in the Drosophila genomes contigs other approach was 

used. It consisted in the assembly of a complete env gene using the Trace Archive 

database. In order to obtain it the sequences of initial gtwin groups were used as a 

query on Mega BLAST search (with 99 percent identity) on Trace Archive database. 

For assembling the env gene, several reads were used and the high quality region of 

each of these was accessed by using either the ancillary information available from 

the Trace Archive database or looking at the sequences traces (clipping regions with 
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Phred < 20). The program Gap 4 of the Staden Package (Staden, 1996) was used to 

assembly these sequences. These different procedures were necessary as at this 

moment the different genomes projects are in diverse stages: some are finished, 

while others are in assembling or sequencing process. 

 

Sequence Analysis 
 

The nucleotide sequences were aligned using the ClustalW software (Higgins 

et al., 1994) according to the system default parameters. Phylogenetic trees were 

inferred by Maximum Parsimony (MP) and Neighbor-Joining (NJ) methods using 

the Mega 3.1 program (Kumar et al., 2004). In MP analysis, the best tree was 

searched using close-neighbor interchange, with parameter values and random 

addition of sequences (10 replications) to produce the initial trees. In NJ analysis 

the Kimura 2-parameter model of nucleotide substitution (Kimura, 1980) was used 

to construct the distance matrices. In both analyses, bootstrap test with 1000 

replications were performed to assess the support for each internal branch of the 

trees. 

To analyze the env gene coding potential, as well as the conservation of these 

putative proteins, the deduced amino acid sequences were obtained using GeneDoc 

software version 2.6.001 (Nicholas et al., 1997). The sequences without frameshift 

were used to perform a p-distance analysis using the Mega 3.1 program (Kumar et 

al., 2004). 

 

Estimation of dN and dS 
 

The numbers of synonymous substitutions per synonymous site, dS, and 

nonsynonymous substitutions per nonsynonymous site, dN, were estimated using 

the Nei and Gojobori method (Nei & Gojobori, 1986) with Mega 3.1 program 

(Kumar et al., 2004). In order to preserve the gtwin env gene reading frame, the 

gaps introduced on alignment, that represent insertions relative to canonical gtwin 

element, were deleted prior to dS and dN estimation. A Z test was used to determine 

whether dN and dS significantly differed from each other. 
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Inferring Horizontal Transfer 
 

In order to estimate the occurrence of horizontal transfer events of the gtwin 

element, it was compared the divergence of gtwin sequences with those observed for 

the Adh (alcohol dehydrogenase) gene. The coding sequences of this gene were 

obtained from GenBank at National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

site (accession numbers are X04672, X57364, X60793, X54116, X57376) and the 

distances were calculated using Kimura-2-parameters model (Kimura, 1980). To 

compare the evolutionary patterns of the gtwin element with the Adh gene, the same 

estimation of dN and dS were obtained for this gene. 

 

 

RESULTS 
 

 

Gtwin in Different Species 
 

Through the initial search for gtwin homologous sequences it was not 

detected any sequence with significant similarity from the genomes of                   

D. ananassae, D. grimshawi, D. mojavensis, D. persimilis, D. pseudoobscura, D. 

virilis and D. willistoni. However, it was found sequences with significant similarity 

to gtwin in the genomes of D. erecta, D. sechellia, D. simulans and D. yakuba as 

well as other gtwin variant not yet annotated in the D. melanogaster genome. 

In the D. erecta genome it was found four groups of sequences. These groups 

were determined as previously described (divergence of 0.03). Three complete env 

sequences belonging to different groups (ere1, ere2 and ere3) were obtained using 

Blast search directly in the genome contigs. For the fourth group, the env sequence 

was assembled using the available sequence on Trace Archive database (ere4). 

For the D. sechellia genome just one sequence group was established. For the 

moment, D. sechellia genome does not have any contig sequence; this gtwin env 

sequence (sec1) was assembled using the available trace data. 
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The analysis of all hits obtained on the initial search from the D. simulans 

genome showed the existence of only one group, which presented one complete env 

sequence (sim1) already assembled in this genome. 

The D. yakuba genome showed sequences which can be clustered in two 

groups. In one of them there were three complete env sequences already assembled 

(yak1, yak2 and yak3), while in the other there was just one complete env sequence 

(yak4) in this genome contigs. 

In the search for gtwin env sequences in the D. melanogaster genome with 

the Trace Archive database, two groups of sequences were found. One is 

represented by three complete and identical env sequences in the D. melanogaster 

chromosomes. These sequences are representatives of the canonical gtwin and were 

called mel1 in this work. The other group was not present in the assembled 

chromosomes, but as it was detected in several reads on Trace Archive database, we 

assembled this gtwin env sequence and called it mel2. 

 

Sequence Analysis 
 

A total of 12 different sequences of gtwin env gene with roughly 1440 pb 

from 5 different species were obtained and submitted to phylogenetic analysis. The 

canonic gypsy env gene sequence from D. melanogaster (accession number 

M12927) was used as outgroup. 

Phylogenetic trees inferred with the NJ and MP produced identical 

topologies. The NJ tree (Figure 1) consists of two main clades, designated by letters 

A and B. The genetic distance between these clades is 0.142. 

The clade A can be subdivided into three groups, called A1, A2 and A3. The 

group A1 is composed by three sequences from D. yakuba and one from D. erecta. It 

is the sister group of group A2, which contains sequences of D. melanogaster,        

D. sechellia and D. simulans. Both groups A1 and A2 constituted a sister group of 

group A3 which has sequences from D. melanogaster and D. erecta. The clade B 

groups sequences of D. erecta and D. yakuba.  

The average nucleotide divergence of group A1 with the canonical gtwin, 

mel1, is 7.3%. The ere1 presents along its nucleotide sequence several substitutions, 
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deletions and insertions in relation mel1, resulting in premature frameshift and 

several stop codons in the putative amino acid sequence. The yak1 also presents 

several nucleotide substitutions, but no deletion or insertion producing a putative 

protein similar to mel1 (96% identity) without stop codons. The yak 2 contains one 

deletion of five nucleotides that originated a frameshift and stop codons at the end 

of the putative protein sequence. The yak3 presents nucleotide substitutions, 

deletions and insertions, resulting in frameshift and premature stop codons in the 

putative amino acid sequence. 

The group A2 shows approximately 7% of nucleotide divergence in relation 

to mel1. The sim1 nucleotide sequence shows several substitutions and one deletion 

of a single nucleotide at the end of the sequence originating a protein with 93.9% 

identity with mel1, but, with a stop codon occurring in the position of the carboxyl 

end fourth amino acid. sec1 presents several nucleotide substitutions, but no 

deletion or insertion producing a protein similar to mel1 (93.5% identity) and also 

without nonsense mutations. The mel2 contains an insertion of six nucleotides that 

originated a protein sequence with two extra amino acids in relation to mel1 (94.1% 

identity). 

The group A3 is represented by mel1 and ere4 sequences, which has five 

different nucleotides of a total of 1440, producing a similar putative amino acid 

sequence differing just by the presence of a nonsense mutation in the central part of 

mel1 sequence. 

The sequences of clade B are more divergent than clade A in relation to 

canonical gtwin. The average nucleotide divergence of clade B with mel1 sequence 

is 14.7%. The ere2 presents several nucleotide substitutions and some deletions and 

insertions, resulting in frameshift and nonsense mutations in the putative amino acid 

sequence. The ere3 sequence contains several nucleotide substitutions producing 

differences in the amino acid sequence in relation to mel1 (87.4% identity) and one 

stop codon in the beginning of the sequence. The yak4 presents nucleotide 

substitutions, deletions and insertions, resulting in frameshift and a nonsense 

mutation in the sequence. Moreover, the genetic distance within clade B (0.094) is 

higher than the genetic distance within clade A (0.05). 
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Figure 1: Neighbor-Joining tree of gtwin element. The bootstrap values of the nodes are 
percentages for 1000 replicates. The tree was rooted by using gypsy element of D. 
melanogaster as outgroup. Species with * symbol have the integrity of the open reading 
frame for the Env protein. 
 

Estimation of dN and dS 

 
In order to test whether the sequences analyzed in this work have evolved 

randomly or have been subjected to functional constraints, it was examined the dN 

to dS ratio. In absence of purifying selection, the dN/dS ratio is expected to be 1, 

and as the intensity of purifying selection increases, the ratio decreases. The 

average values obtained for dN and dS were 0.039 and 0.22, respectively. The 

dN/dS ratio was 0.17. A selection test was performed for each pair of sequences and 

evidenced neutrality in the following comparisons: between yak1 x yak2 and yak1 x 

yak3. All the other comparisons ruled out the null hypothesis (neutrality), 

suggesting the action of purifying selection (at the 0.05 significance level). 
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DISCUSSION 
 

 

The search for the gtwin homologous sequences included Drosophila species 

of the two major subgenera, Drosophila and Sophophora. The subgenus Drosophila 

was represented by three species of different groups, D. grimshawi (grimshawi 

group), D. virilis (virilis group) and D. mojavensis (repleta group). The Sophophora 

subgenus was represented by three groups: the willistoni group with D. willistoni; 

the obscura group with D. pseudoobscura and D. persimils; and the melanogaster 

group with D. ananassae (that belongs to ananassae subgroup) and D. yakuba, D. 

erecta, D. melanogaster, D. simulans and D. sechellia (which belong to 

melanogaster subgroup). Our results have shown that the distribution of the gtwin 

element is restricted to the melanogaster subgroup, being present in all this 

subgroup species investigated. 

The melanogaster subgroup has an Afrotropical origin and consists of nine 

species. D. melanogaster and D. simulans, which are cosmopolitan in their 

distribution; D. sechellia and D. mauritiana, endemic island species closely related 

to D. simulans; D. teissieri and D. yakuba which have geographic ranges spreading 

from northwest to southeast Africa; D. erecta and D. orena, restricted to west 

central Africa (Lachaise et al., 1988); and D. santomea, a close relative of D. 

yakuba, recently discovered in São Tomé Island in west-equatorial Africa (Lachaise 

et al., 2000). The phylogenetic relationships among these species have been 

extensively studied (Russo et al., 1995; Ko et al., 2003). 

A method to comprehend the transposable elements evolution is comparing 

the element phylogeny with the phylogenetic relationships of host species. When 

the transposable elements are transmitted vertically, their evolutionary history 

generally reflects the history of their host species (Silva et al., 2004). Moreover, the 

comparison of the divergence between transposable elements and the divergence of 

nuclear genes when in concert with incongruent phylogenetic distribution suggests 

the occurrence of horizontal transfer, ancestral polymorphisms or different 

evolutionary rates (Silva & Kidwell, 2000; Herédia et al., 2004). 
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In this work, it has been compared the distance of gtwin sequences with those 

of Adh nuclear gene. The ADH enzyme is one of the most abundant proteins in 

Drosophila, in which it is used by both larvae and adults, primarily to catabolize 

ethanol present in the fermenting fruits in which they are developed and fed 

(Sullivan et al., 1990). Given the functional significance of this gene, selective 

constraints are expected to be high. Besides, the substitution rates of retrotroviral 

sequences are in general higher than those of nuclear genes, due to higher rates of 

misincorporation of nucleotides by reverse transcriptase when compared to DNA 

polymerase (Drake, 1993). Thus, it is expected higher values of genetic distance for 

gtwin than for Adh sequences. 

By comparing the distance values of gtwin and Adh, it is possible to test 

horizontal versus vertical transfer: if gtwin is vertically transmitted the ratio of 

gtwin distances to Adh distances (dgtwin/dAdh) should be higher than 1 (if gtwin 

evolves at higher rate than Adh) or equal 1 (if gtwin evolves at the same rate as 

Adh). The results of this comparison are shown in figure 2. 

Most comparisons have shown a dgtwin/dAdh ratio equal or higher than 1, 

suggesting vertical transfer; however, some showed a dgtwin/dAdh ratio lower than 

1. Moreover, some topological inconsistencies were found in the gtwin element 

phylogeny in relation to host species phylogeny, mainly in those cases that the 

dgtwin/dAdh ratio is lower than 1 (Figure 3). 

In A1 group, the yak1, yak2 and yak3 sequences showed dgtwin/dAdh ratio of 

0.51 to 0.57 in relation to ere1 sequence. When these species were compared the 

average values of dN/dS ratio were 0.155 for gtwin and 0.152 for Adh. 

In A2 group, the sequence of D. sechellia (which is closely related to D. 

simulans) shows a closer identity with the sequence of D. melanogaster (mel2). In 

this case the dgtwin/dAdh ratio of sec1 and mel2 was 0.52. For these species the 

average dN/dS ratio for gtwin was high (0.26) when compared with that of Adh 

(0.11). 

In both groups A1 and A2, the gtwin sequence appeared approximately twice 

more conserved than those of the Adh gene. In order to explain this incongruity we 

have postulated some hypothesis: i) The gtwin sequences are under higher selection 

constraints than the Adh sequences and consequently they appear more conserved. 
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This hypothesis may be rejected since the dN/dS ratio analyses in these species 

demonstrated similar or weaker purifying selection intensity for gtwin in relation to 

Adh.  ii) Those different sequences are under different nucleotide substitution rates, 

what could explain the incorrect gtwin position in the phylogeny. iii) The gtwin 

evolution could be explained by horizontal transfer. 

 

Figure 2: Comparative analysis between genetic distances (Kimura-2-Parameter Model) of gtwin 
and Adh sequences. The vertical bars represent the ratio of gtwin distances to Adh distances 
(dgtwin/dAdh) for each pairwise comparison. The horizontal line marks the 1:1 ratio that would be 
expected if gtwin evolves at the same rate as Adh. The comparisons are: 
 1 - mel1 x sim1; 2 - mel1 x sec1; 3 - mel1 x ere1; 4 - mel1 x ere2; 5 - mel1 x ere3; 6 - mel1 xere4; 7 - mel1 x yak1;         
8 - mel1 x yak2; 9 - mel1 x yak3; 10 - mel1 x yak4; 11 - mel2 x sim1; 12 - mel2 x sec1; 13 - mel2 xe re1;                        
14 - mel2 x ere2; 15 - mel2 x ere3; 16 - mel2 x ere4; 17 - mel2 x yak1; 18 - mel2 x yak2; 19 - mel2 x yak3;                     
20 - mel2 x yak4; 21 - sim1 x sec1; 22 - sim1 x ere1; 23 - sim1 x ere2; 24 - sim1 x ere3; 25 - sim1 x ere4;                       
26 - sim1 x yak1; 27 - sim1 x yak2; 28 - sim1 x yak3; 29 - sim1 x yak4; 30 - sec1 xe re1; 31 - sec1 x ere2;                       
32 - sec1 xe re3; 33 - sec1 x ere4; 34 - sec1 x yak1; 35 - sec1 x yak2; 36 - sec1 x yak3; 37 - sec1 x yak4;                         
38 - ere1 x yak1; 39 - ere1 x yak2; 40 - ere1 x yak3; 41 - ere1 x yak4; 42 - ere2 x yak1; 43 - ere2 x yak2;                        
44 - ere2 x yak3; 45 - ere2 x yak4; 46 - ere3 x yak1; 47 - ere3 x yak2; 48 - ere3 x yak3; 49 - ere3 x yak4; 50 - ere4 x 
yak1; 51 - ere4 x yak2; 52 - ere4 x yak3; 53 - ere4 x yak4. 
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Figure 3: Comparisons of species and gtwin element phylogenetic histories. 

 

The group A3 presents the canonical sequence of D. melanogaster (mel1) 

which appears closely related to a sequence of D. erecta (ere4). These species are 

separated by approximately 12.6 million years (Tamura et al., 2004). When the 

distances for gtwin sequence were compared to the distance for the Adh gene, it was 

observed a strong incongruity. The dgtwin/dAdh ratio of these species was 0.006. 

The gtwin elements are approximately nineteen times more conserved than the Adh 

sequences. For considering vertical transmission of these gtwin sequences, it would 

be necessary to assume the gtwin env has a coefficient of selection several times 

higher than those occurring in the coding Adh sequence. In these species, the dN/dS 

ratio for gtwin was 0, since the gtwin dN value is 0, while the dN/dS ratio for Adh 

was 0.152.  In this case it is useful to analyze the values of dS for gtwin and Adh for 

these species. The value of dS observed for gtwin is approximately ten times 

smaller than the dS observed for Adh (0.012 and 0.138, respectively). The most 

probable hypothesis is that a horizontal transfer event occurred between D. 

melanogaster and D. erecta in a recent past and there was not enough divergence 

time for additional changes. 
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It is relevant to call into attention the existence of more than one gtwin 

variant sequence from the same genome. The same occurs to other transposable 

elements, as gypsy, which has different subfamilies in the same genome (Herédia et 

al., 2004). This might be explained as vestiges of ancestral polymorphisms or it 

could represent multiple genome invasions. 

The average value of dN/dS ratio obtained for gtwin, 0.17, was similar to 

those calculated for the Adh gene, 0.10. Moreover, the selection test indicated 

purifying selection for the majority of the comparisons. These data suggests the 

existence of a selective pressure acting (or acted in a recent past) on the of gtwin 

Env function conservation.  The presence of selective pressure for preservation of 

env gene of the gypsy endogenous retrovirus has been evidenced in many species 

(Mejlumian et al., 2002; Herédia et al. 2004). 

 

Horizontal Transfer 
 

One characteristic of transposable elements is their ability to undergo cross-

species horizontal transfer. An increasing amount of experimental data indicates 

that many classes of transposable elements have been transferred horizontally 

among species. Several horizontal transfer events of P and mariner elements were 

reported (Silva et al. 2004). Among the retroelements, the gypsy element presents a 

considerable frequency of horizontal transfer (Terzian et al., 2000; Vásquez-

Manrique et al., 2000; Herédia et al., 2004). 

It has been proposed that horizontal transfer is a strategy that transposable 

elements use to escape the host-mediated mechanisms repressing transposition 

(Flavell 1999; Jordan et al., 1999). The mechanism by which horizontal transfer of 

non-infectious elements could occur remains obscure. Suitable vectors include 

viruses, parasitoid wasps, parasitoid mites and endosymbiotic bacteria (reviewed in 

Silva et al., 2004). Besides, polytropic retroviruses have the capacity of infecting 

new host species by horizontal transfer due to their infectious properties provided 

by the Env protein (Coffin et al., 1997). 

The gypsy endogenous retrovirus encodes an Env protein responsible for its 

infectious properties, increasing the probability of transfer compared to non-
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infectious retrotransposons (Mejlumian et al., 2002). Consequently, horizontal 

transfer of gypsy element would not require a vector. It would be interesting to 

know if the gtwin element is also able to produce a functional Env polypeptide, as is 

the case for the D. melanogaster gypsy. 

Mejlumian et al. (2002) showed that the coding capacity of gypsy env gene 

has been conserved in various Drosophila species. According to these authors, the 

preservation of Env functionality could represent an advantage for gypsy 

maintenance in Drosophila species by intermediate of horizontal transfers. 

Our analysis of the gtwin env predicted proteins reveals the existence of 

sequences putatively encoding full-length Env proteins in the genome of D. 

sechellia, D. erecta, D. yakuba and D. melanogaster. For D. melanogaster this 

capacity was previously reported by Kotnova et al. (2005). It is important to 

observe there is at least one intact env sequence in each possible case of horizontal 

transfer (see Figure 1). 

The significant similarity of gtwin element to gypsy endogenous retrovirus 

(Kotnova et al., 2005) and the presence of potentially functional gtwin env sequence 

in various genomes originate the question if there are infectious gtwin copies able to 

spread between sexually isolated species. The scenario of gtwin evolution shown in 

this work seems similar to the gypsy evolutionary patterns described by Herédia et 

al. (2004), with multiple cases of horizontal transmission, which were attributed to 

possible occurrence of infective waves. 

Thus, we have pointed out some evidences that the gtwin element could be an 

infectious retrovirus. However, further analysis of the element activity is important 

to better comprehend the evolution of this retroelement. 

 

Acknowledgements 

 

This work was supported by grants from FAPERGS (numbers 04/11965) and CNPq. 

We are grateful to Dr. Fabiana Herédia, M.Sc. Lizandra Robe and Newton Vidal for 

suggestions, Juliana Santos for English review. We thanks to CNPq for fellowships. 

 

 

 62



REFERENCES 
 

 

Boeke, J.D. & J.P. Stoye, 1997. Retrotransposons, endogenous retroviruses, and the 
evolution of retroelements, pp. 343–435 in Retroviruses, edited by J.M. Coffin, S.H. 
Hughes and H.E. Varmus. Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, N.Y. 

Bowen, N.J. & J.F. MacDonald, 2001. Drosophila euchromatic LTR 
Retrotransposons are much younger than the host species in which they reside. 
Genome Res. 11: 1527−1540. 

Coffin, J.M., S.H. Hughes & H.E. Varmus, 1997. Retroviruses. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Nova York. 

Drake, J.W., 1993. Rates of spontaneous mutation among RNA viruses. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 90: 4171−4175. 

Flavell, A.J., 1999. Long terminal repeat retrotransposons jump between species. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 12211−12212. 

Herédia, F., E.L. Loreto & V.L.S. Valente, 2004. Complex evolution of gypsy in 
Drosophilid Species. Mol. Biol. Evol. 21: 1831−1842. 

Higgins, D., J. Thompson, T. Gibson, J.D. Thompson, D.G. Higgins & T.J.Gibson, 
1994. CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence 
alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight 
matrix choice. Nucleic Acids Res. 22: 4673−4680. 

Jordan I.K., L.V. Matyunina, J. McDonald, 1999. Evidence for recent horizontal 
transfer of long Terminal repeat retrotransposon. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 
12621−12625. 

Kaminker, J.S., C.M. Bergman, B. Kronmiller, J. Carlson, R. Svirskas, S. Patel, E. 
Frise, D.A. Wheeler, S.E. Lewis, G.M. Rubin, M. Ashburner & S.E. Celniker, 2002. 
The transposable elements of the Drosophila melanogaster euchromatin: a 
genomics perspective. Genome Biol. 3: 1−20. 

Kapitonov, V.V. & J. Jurka, 2003. Molecular paleontology of transposable elements 
in the Drosophila melanogaster genome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 
6569−6574. 

Kim, A., C. Terzian, P. Santamaria, A. Pélisson, N. Prud'homme & A. Bucheton, 
1994. Retroviruses in invertebrates: the gypsy retrotransposon is apparently an 
infectious retrovirus of Drosophila melanogaster. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 
1285−1289.  

 63



Kimura, M., 1980. A simple method for estimating evolutionary rates of base 
substitutions through comparative studies of nucleotide sequences. J. Mol. Evol. 16: 
111−120. 

Ko, W.Y., R.M. David & H. Akashi, 2003. Molecular phylogeny of Drosophila 
melanogaster species subgroup. J. Mol. Evol. 57: 562−573. 

Kotnova, A.P., N.N. Karpova, M.A. Feoktistova, N.V. Lyubomoirskaya, A.I. Kim & 
Yu.V. Ilyin, 2005. Retrotransposon gtwin: structural analysis and distributon in 
Drosophila strains. Rus. J. Genet. 41: 17−22. 

Kumar, S., K. Tamura & M. Nei, 2004. MEGA3: Integrated software for Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Brief. Bioinform. 5: 
150−163. 

Lachaise, D., M. Harry, M. Solignac, F. Lemeunier, V. Benassi & M.L. Carriou, 
2000. Evolutionary novelties in islands: Drosophila santomea, a new melanogaster 
sister species from Sao Tome. P. Roy. Soc. Lond. B. Biol. 267: 1487−1495. 

Lachaise, D., M.L. Cariou, J.R. David, F. Lemeunier, L. Tsacas & M. Ashburner, 
1988. Historical biogeography of the Drosophila melanogaster species subgroup. 
Evol. Biol. 22: 159−225. 

Mejlumian, L., A. Pelisson, A. Bucheton & C. Terzian, 2002. Comparative and 
functional studies of Drosophila species invasion by the gypsy endogenous 
retrovirus. Genetics 160: 201−209.  

Nei, M. & T. Gojobori, 1986. Simple methods for estimating the numbers of 
synonymous and nonsynonymous nucleotide substitutions. Mol. Biol.Evol. 3: 
418−426. 

Nicholas, K.B. & H.B. Jr. Nicholas, 1997. GeneDoc: a tool for editing and 
annotating multiple sequence alignments. Distributed by the author. 
http://www.psc.edu/biomed/genedoc 

Prud'homme, N., M. Gans, M. Masson, C. Terzian & A. Bucheton, 1995. Flamenco, 
a gene controlling the gypsy retrovirus of Drosophila melanogaster. Genetics 139: 
697−711. 

Razorenova, O.V., N.N. Karpova, Yu.B. Smirnova, L.K.  Kousoulidou, N.K. 
Renyova, E.A. Subotcheva, A.I. Kim, N.V. Lyubomirskaya & Yu.V. Ilyin, 2001. 
The distribution in different strains and characteristic features of two subfamilies of 
Drosophila melanogaster retrotransposon MDG4 (gypsy). Rus. J. Genet. 37: 
123−128. 

 

 64



Russo, C.A.M., N. Takezaki & M. Nei, 1995. Molecular phylogeny and divergence 
times of Drosophilid species. Mol. Biol. Evol. 12: 391−404. 

Silva, J.C. & M.G. Kidwell, 2000. Horizontal transfer and selection in the evolution 
of P elements. Mol. Biol. Evol. 17: 1542−1557. 

Silva, J.C., E.L. Loreto & J.B. Clark, 2004. Factors that affect the horizontal 
transfer of transposable elements. Curr. Issues Mol. Biol. 6: 57−71. 

Song, S.U., T. Gerasimova, M. Kurkulos, J.D. Boeke & V.G. Corces, 1994. An env-
like protein encoded by a Drosophila retroelement: evidence that gypsy is an 
infectious retrovirus. Genes Dev. 8: 2046–2057. 

Staden, R, 1996. The Staden sequence analysis package. Mol. Biotechnol. 5: 
233−241. 

Sullivan, D.T., P.W. Atkinson & W.T. Starmer, 1990. Molecular evolution of the 
alcohol dehydrogenase genes in the genus Drosophila. Evol. Biol. 24: 107−147. 

Tamura, K., S. Subramanian & S. Kumar, 2004. Temporal patterns of fruit fly 
(Drosophila) evolution revealed by mutation clocks. Mol. Biol. Evol. 21: 36−44. 

Terzian, C., C. Ferraz, J. Demaille & A. Bucheton, 2000. Evolution of the gypsy 
endogenous retrovirus in the Drosophila melanogaster subgroup. Mol. Biol. Evol. 
17: 908−914. 

Vázquez-Manrique, R.P., M. Hernández, M.J. Martínez-Sebastián & R. de Frutos, 
2000. Evolution of gypsy endogenous retrovirus in the Drosophila obscura species 
group. Mol. Biol. Evol. 17: 1185−1193. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 65



CAPÍTULO IV 
 

 

 

 
 

Múltiplas Invasões de gypsy e Errantivirus Relacionados nos 

Genomas de Drosophila 

 

 
 

 

 

Ludwig, A. 1; Loreto, E.L.S. 1-2

 

1 – Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular, Departamento 

de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, 

Rio Grande do Sul, Brazil. 

 

2 – Departamento de Biologia, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 

Campus Universitário, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, CEP 97105-900. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Manuscrito em preparação para ser enviado à revista Insect Molecular Biology 

 66



RESUMO 
 

 

Errantivirus compreende um grupo monofilético de retrotransposons com 

LTRs de insetos, caracterizados pela presença do gene env em adição aos gene gag 

e pol. Nos retrovírus a proteína Env é responsável pela sua infecciosidade, causando 

a fusão do vírion com a membrana da célula. O gypsy é o Errantivirus mais 

estudado, possui propriedades infecciosas comprovadas e um padrão evolutivo 

complexo. Esse trabalho visa ampliar o conhecimento sobre a história evolutiva dos 

Errantivirus através da análise filogenética de 120 seqüências do gene env 

pertencentes a 34 espécies de Drosophilidae. A maioria das seqüências foi obtida a 

partir de buscas in silico de seqüências homólogas ao retroelemento gypsy e 

famílias relacionadas a este nos genomas de Drosophila. O padrão evolutivo 

complexo do retroelemento gypsy reportado por outros autores também é 

evidenciado nesse trabalho, incluindo transmissão vertical, polimorfismo ancestral, 

perda estocástica e múltiplos casos de transmissão horizontal. Além disso, 

mostramos que as famílias de Errantivirus relacionadas a gypsy (gypsy2, gypsy5 e 

gypsy6), possuem um padrão de evolução semelhante, com vários possíveis eventos 

de transmissão horizontal. No total, sugerimos 15 novos possíveis eventos de 

transmissão horizontal. Dessa forma, podemos supor que a evolução dos 

Errantivirus foi marcada pela conservação do gene env em várias famílias, 

mantendo as propriedades infecciosas e a capacidade de invadir novos genomas 

mais facilmente, provavelmente sem necessitar de vetor. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Errantivirus, gypsy, Drosophila, transmissão horizontal, gene env.  
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INTRODUÇÃO 
 

 

O elemento gypsy de Drosophila melanogaster é um retrotransposon de   

7400 pb que compartilha propriedades estruturais e funcionais com retrovírus de 

vertebrados e exibe propriedades infecciosas em condições particulares (Kim et al., 

1994; Song et al., 1994). Este elemento é flanqueado por longas repetições 

terminais (LTRs) com uma estrutura retroviral U3-R-U5 que direciona a transcrição. 

O transcrito contém três fases abertas de leitura (ORFs – “open reading frames”) 

análogas em tamanho e posição aos genes retrovirais gag, pol e env (Bayev et al., 

1984; Freund e Meselson, 1984; Marlor et al., 1986; Arkhipova e Ilyin, 1992).  

Seqüências homólogas ao retroelemento gypsy de D. melanogaster são 

amplamente distribuídas em espécies de Drosophila (Stacey et al., 1986; Alberola e 

de Frutos, 1993; Loreto et al., 1998; Terzian et al., 2000; Vásquez-Manrique et al., 

2000; Herédia et al., 2004), sendo essa distribuição originalmente atribuída à 

existência de elementos gypsy em genomas ancestrais do gênero Drosophila com 

subseqüente transmissão vertical (Alberola e de Frutos, 1996). No entanto, estudos 

filogenéticos sugerem que eventos de transmissão horizontal também têm 

desempenhado um papel importante na história evolutiva desse elemento (Alberola 

e De Frutos, 1996; Terzian et al., 2000; Vásquez-Manrique et al., 2000; Herédia et 

al., 2004).  

Herédia et al. (2004) sugeriram que a habilidade do elemento gypsy em 

realizar TH está relacionada à presença do gene env o qual é responsável pelas 

propriedades infecciosas dos retrovírus por mediar a entrada do vírus na célula 

(Song et al., 1994; Mejlumian et al., 2002). 

O gene env também está presente em outras famílias de retroelementos de 

invertebrados relacionadas filogeneticamente a gypsy, incluindo entre outros, 17.6 

(Saigo et al., 1984), 297 (Inouye et al., 1986), tom (Tanda et al., 1994) e ZAM 

(Leblank et al., 2000) de Drosophila e TED em Trichopluia ni (lepidoptera) (Lerch 

e Friesen, 1992). Segundo classificação proposta pelo Comitê Internacional em 

Taxonomia de Vírus (ICTV), esses retroelementos pertencem à família 

Metaviridade e gênero Errantivirus (Boeke et al., 1998). 
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Alguns estudos revelaram a relação entre a proteína Env dos Errantivirus e 

proteínas de fusão (FPs) de baculovírus, os quais são vírus patogênicos de insetos, 

com genoma de DNA fita dupla e circular (Malik et al. , 2000; Misseri et al., 2004). 

As FPs de baculovírus causam a fusão do vírion e da membrana celular quando 

expostos a baixo pH. Misseri et al. (2004) demonstram que o gene env do elemento 

gypsy de D. melanogaster manteve a capacidade de codificar uma glicoproteína 

fusogênica.  

Mejlumian et al. (2002) demonstraram que o potencial codificador do gene 

env é conservado em elementos gypsy de várias espécies de Drosophila e que a taxa 

de substituição sinônima é muito maior do que a taxa de substituição não sinônima  

nessas seqüências, sugerindo que o gene env está evoluindo sobre seleção 

purificadora. Esses autores sugerem que a conservação desse gene deve ser 

importante para a manutenção de gypsy nas espécies de Drosophila, por aumentar a 

probabilidade de transferência horizontal e, assim, ser um mecanismo eficiente para 

escapar dos mecanismos de repressão desenvolvidos pelos hospedeiros. 

Com o objetivo de ampliar as análises evolutivas de gypsy e contribuir para o 

entendimento da evolução desse Errantivirus, nós analisamos uma região de 485 pb 

do gene env em várias espécies de Drosophilidae. Seqüências novas para essa região 

foram obtidas por clonagem e seqüenciamento nas espécies do grupo flavopilosa de 

Drosophila e pela busca in silico de seqüências homólogas às famílias gypsy, 

gypsy2, gypsy3, gypsy4, gypsy5 e gypsy6 nos genomas de Drosophila atualmente 

disponíveis. As seqüências obtidas foram analisadas juntamente com as seqüências 

disponíveis no GenBank (NCBI – National Center for Biotechnology Information). 

Nossos resultados estão de acordo com o modelo de evolução complexa de gypsy 

apresentado por Herédia et al. (2004). Detectamos 27 possíveis casos de TH, dos 

quais 12 já haviam sido reportados em outros trabalhos (Vásquez-Manrique, 2000; 

Herédia et al., 2004; Ludwig e Loreto - capítulo 3).  
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Espécies 
 

Utilizou-se nesse estudo um total de 32 espécies de Drosophila juntamente 

com Zaprionus indianus e Scaptodrosophila latifasciaeformis (Tabela 1). Para 

algumas destas, utilizou-se seqüências disponíveis no GenBank (Tabela 2) para a 

região do gene env de gypsy (posição 6026-6511 do elemento gypsy de D. 

melanogaster), e as seqüências do elemento gtwin das espécies do subgrupo 

melanogaster foram obtidas conforme capítulo 3 e disponibilizadas no endereço 

http://www.ufsm.br/labdros/links/seqs.fasta (Ludwig e Loreto, artigo enviado para 

publicação). Seqüências novas foram obtidas nesse trabalho para as espécies do 

grupo flavopilosa, a partir de clonagem e seqüenciamento, e para outras espécies de 

Drosophila através da busca de seqüências nos genomas disponíveis (ver abaixo).  

As espécies do grupo flavopilosa foram coletadas a partir de flores de 

Cestrum parqui e C. calycinum (substrato de oviposição e desenvolvimento larval 

das espécies desse grupo). A identificação dos espécimes foi feita segundo Brncic 

(1978). 

 

PCR, Clonagem e Seqüenciamento 
 

DNA de D. flavopilosa, D. incompta e D. cordeiroi foram preparados a partir 

de machos adultos de acordo com Jowett (1986). Utilizamos um par de “primers” 

degenerados, descritos por Herédia et al. (2004) para amplificar um fragmento de 

aproximadamente 485 nucleotídeos do gene env. Os “primers” correspondem às 

regiões 6026-6048 e 6491-6511 do elemento gypsy de D. melanogaster. Para 50 µl 

de reação foram utilizados: 100 ng de DNA, 1 U de Taq polimerase (Invitrogen), 5 

µl de tampão 10X fornecido pelo fabricante, 200 µM de cada nucleotídeo, 20 pmol 

de cada “primer” e 1,5 mM de MgCl2. As condições de amplificação foram: 96ºC 

por 2 min, seguidos de 35 ciclos de 96ºC por 30 s, 55ºC por 30 s e 72ºC por 1 min, 

seguidos de 7 min a 72ºC. 
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Os produtos de PCR foram clonados no vetor pCR2.1 usando o Kit TA 

Cloning® (Invitrogen). O seqüenciamento de DNA foi realizado diretamente dos 

plasmídeos purificados em seqüenciador automático MegaBace 500. A reação de 

terminação de cadeia foi implementada usando o kit DYEnamic ET (GE 

Healthcare). Ambas as fitas foram seqüenciadas. Seqüências consenso de cada clone 

foram obtidas pela análise da confiabilidade dos eletroferogramas pelo uso do 

programa Gap 4 do Pacote Staden (Staden, 1996). 

 

Busca nos Genomas 
 

Procuramos por seqüências homólogas ao gene env dos retroelementos gypsy, 
gypsy2, gypsy3, gypsy4, gypsy5 e gypsy6 nos genomas de Drosophila atualmente 

disponíveis: D. grimshawi, D. virilis, D. mojavensis, D. willistoni, D. persimilis, D. 

pseudoobscura, D. ananassae, D. erecta, D. yakuba, D. melanogaster, D. simulans 

e D. sechellia. Para cada espécie, buscas foram realizadas usando a ferramenta 

BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). As seqüências usadas como “query” 

foram: uma seqüência de cada subfamília de gypsy estabelecida por Herédia et al. 

(2004), as seqüências das famílias gypsy2, gypsy3, gypsy4, gypsy5 e gypsy6 de D. 

melanogaster, as seqüências do grupo flavopilosa, bem como algumas seqüências 

encontradas nessas buscas. Para cada espécie, todas as seqüências encontradas com 

“Score” > 230 foram alinhadas usando o programa GeneDoc 2.6.001 (Nicholas et 

al., 1997). Para obter diferentes variantes de gypsy da mesma espécie, sem utilizar 

um número muito grande de seqüências, estabelecemos como critério de escolha 

para análise, manter somente aquelas seqüências que apresentaram divergência 

maior de 3% em relação às demais seqüências da mesma espécie. Buscas também 

foram realizadas usando a ferramenta Mega BLAST no “Trace Archive database” 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/mmtrace.shtml) nos genomas de D. persimilis, 

D. sechellia e D. willistoni (pois a montagem desses genomas ainda não havia 

iniciado no momento da  realização das buscas). As mesmas seqüências da análise 

anterior foram usadas como “query” e o procedimento de escolha das seqüências 

descrito acima também foi utilizado nessa busca. Todas as seqüências obtidas 

tiveram sua identidade comprovada através da ferramenta CENSOR, a qual faz uma 
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busca de seqüências contra a seleção de seqüências encontradas no Repbase (Jurka et al., 

2005). 

 

Análise Filogenética e Estimativa de dN e dS 
 

As seqüências de nucleotídeos foram alinhadas usando o programa ClustalX 

(Thompson et al., 1997). Todas as análises seguintes foram implementadas usando o 

programa Mega 3.1 (Kumar et al., 2004). Relações filogenéticas foram inferidas 

pelos métodos de Máxima Parcimônia (MP) e Neighbor-Joining (NJ). O modelo de 

substituição nucleotídica usado foi o Kimura-2-Parâmetros (Kimura, 1980). O 

suporte de cada ramo interno da árvore foi acessado pelo teste de bootstrap, com 

100 réplicas para MP e 1000 réplicas para NJ. Distância-P também foi utilizada para 

calcular a divergência das seqüências de nucleotídeos. 

As seqüências de aminoácidos foram deduzidas usando o programa GeneDoc 

2.6.001 (Nicholas et al., 1997). As seqüências que permaneceram na fase de leitura 

correta e sem códons de terminação prematuros foram utilizadas para calcular a 

divergência entre as seqüências de aminoácidos usando distância-P. 

O número de substituições sinônimas por sítio sinônimo, dS, e o número de 

substituições não sinônimas por sítio não sinônimo, dN, foram estimados usando o 

método de Nei e Gojobori (1986). Teste Z foi usado para determinar se existe 

diferença significativa entre dS e dN. As estimativas foram feitas utilizando as 

seqüências codificadoras, bem como algumas seqüências não codificadoras, mas 

consideradas importantes para essa análise, por estarem presentes em possíveis 

eventos de transmissão horizontal. Empregamos o mesmo procedimento realizado 

por Silva e Kidwell (2000) para preservar a fase de leitura do gene env em 

comparação ao gypsy canônico de D. melanogaster, introduzindo alguns gaps nas 

seqüências de nucleotídeos e recodificando códons de terminação prematuros como 

dados ausentes.  
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Tabela 1: Lista de espécies de Drosophilidae usados nesse estudo. 

 

 Gênero Subgênero Seção Grupo Espécie Número de 
seqüências 

1 guarani D. ornatifronsb 1 
2 

Drosophila Drosophila quinária-
tripunctata guaramuru D. griseolineatab 1 

3     D. maculifronsb 1 
4    tripunctata D.mediosignatab 1 
5     D. mediopuntatab 2 
6     D. mediopictab 2 
7     D. bandeirantorumb 1 
8    cardini D. polymorphab 1 
9     D. neocardinib 1 
10    pallidipennis D. pallidipennisb 1 
11   virilis D. virilisb, d 8 
12   

virilis- 
repleta repleta D. zottib 1 

13     D. mojavensisd 1 
14     D. hydeib 1 
15    annulimana D. annulimanab 1 
16    flavopilosa D. incomptaa 4 
17     D. cordeiroia 3 
18     D. flavopilosaa 3 
19  Sophophora  willistoni D. willistonib, d 2 
20     D. nebulosab 1 
21     D. paulistorumb 1 
22    melanogaster D. simulansb, d, c 12 
23     D. sechellia d,  c 8 
24     D. melanogasterb, d, c 15 
25     D. erectab, d, c 24 
26     D. yakuba d,  c 14 
27     D. teissierib 1 
28     D. ananassae d 1 
29    obscura D. pseudoobscura d 1 
30     D. persimilis d 1 
31     D. subobscurab 1 
32  Dorsilopha   D. busckiib 1 
33 Scaptodrosophila    S. latifasciaeformisb 1 
34 Zaprionus    Z. indianusb 1 
     TOTAL 120 

a  espécies cujas seqüências foram obtidas nesse trabalho através de clonagem e 
seqüenciamento 
b espécies cujas seqüências foram obtidas pelo GenBank 
c espécies que possuem seqüências de gtwin 
d espécies cujas seqüências foram obtidas nesse trabalho pela busca nos genomas 
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Tabela 2: Lista das seqüências obtidas no GenBank e flybase com número de 
acesso e nomenclatura adotada nesse trabalho. 
 

Espécie Nomenclatura Nº Acesso 
D. annulimana annul39 AF548168 
D. bandeirantorum band3 AF548150 
D. busckii busckii4 AF548172 
D. erecta erecta1 AJ308090 
D. griseolineata  griseo10 AF548182 
D. hydei hydei1 AF548148 
D. maculifrons maculi1 AF548177 
D. mediopicta  medpic34 AF548195 
 medpic35 AF548196 
D. mediopunctata  medpun45 AF548166 
 medpun49 AF548197 
D. mediosignata mediosiA7 AF548193 
D. melanogaster melano1 M12927 
 gypsy2 FBti0020264 
 gypsy3 FBti0019930 
 gypsy4 FBti0019254 
 gypsy5 FBan0002485 
 gypsy6 FBgn0063431 
D. nebulosa nebul24 AF548187 
D. neocardini neoca88 AF548169 
D. ornatifrons ornati26 AF548185 
D. pallidipennis pallidi1 AF548157 
D. paulistorum paulist3 AF548175 
D. polymorpha polym81 AF548161 
D. simulans simul1 AF548145 
D. subobscura subob1 X72390 
D. teissieri teissi1 AJ308092 
D. virilis virilis1 AJ308094 
 virilis2 M38438 
D. willistoni willis1 AF548201 
D. zottii zotti65 AF548163 
S. latifasciaeformis S.lati1 AF548144 
Z. indianus Z.ind1 AF548156 

 

 

Inferência de Transmissão Horizontal 
 

A filogenia obtida das diferentes famílias de gypsy foi comparada com as 

relações filogenéticas entre espécies de Drosophilidae inferidas em estudos por 

O’Grady e Kidwell (2002), Lewis et al. (2005) e Robe et al. (2005). 
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Para estimar a ocorrência de eventos de transmissão horizontal (TH), nós 

comparamos as distâncias genéticas das seqüências de gypsy com as distâncias 

genéticas apresentadas por genes nucleares. Usamos Amd (alfa metil dopa) e Sod 

(superóxido dismutase) para a maioria das comparações, que possuem seqüências 

disponíveis para esses genes. O rDNA28S foi usado em uma comparação. Os 

números de acesso dessas seqüências estão apresentados na tabela 1 dos anexos. 

Transmissão vertical (TV) pode ser assumida se a razão da distância de gypsy 

pela distância do gene nuclear (dgypsy/dgene) for maior (se gypsy não está sobre 

restrição seletiva ou esta é menor do que para o gene nuclear) ou igual a 1 (se gypsy 

está sob a mesma pressão de seleção purificadora do que o gene nuclear). Por outro 

lado, se a razão dgypsy/dgene for menor que 1 e gypsy está sob similar ou menor 

nível de pressão seletiva do que o gene nuclear, TH pode ser sugerida.  

Para comparar o grau de restrição seletiva de gypsy em relação aos genes 

nucleares, estimativas de dN e dS também foram obtidas para esses genes como 

descrito acima. 

Uma estimativa do tempo de ocorrência dos eventos de TH foi feita usando a 

fórmula T = K/2r, onde K é a divergência das seqüências e r é a taxa de substituição 

de nucleotídeos de 0.016 substituições por sítio por milhão de anos estimada para 

genes nucleares com baixo uso preferencial de códons (Sharp e Li, 1989). 

 

 

RESULTADOS 

 

 

Busca nos Genomas 
 

Não encontramos seqüências homólogas às famílias de gypsy, com “score” > 

230, em D. grimshawi e D. ananassae. Para todas as outras espécies, pelo menos 

uma seqüência foi encontrada. A Tabela 3 sumariza as principais informações sobre 

as seqüências encontradas, bem como as seqüências que foram usadas como “query” 

e a nomenclatura adotada nesse trabalho. 
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Tabela 3: Seqüências encontradas nos genomas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie “Query” Nomenclatura Cromossomo/ 
“Scaffold”/ “Trace” “Score” 

D. simulans melano1 simul3 X 390 
 melano1 simul4 2h 392 
 medpic35 simul5 3h 289 
 melano1 simul6 2h 386 
 gypsy3 simul7 2h 476 
 gypsy4 simul8 X 477 
 gypsy5 simul9 X 376 
 melano1 simul10 3h 249 
 sechel4 simul11 U 471 
 CO3D simul12 U 232 
D.  yakuba melano1 yakub1 U 464 
 melano1 yakub2 U 394 
 melano1 yakub3 U 357 
 erecta13 yakub4 2L 378 
 gypsy3 yakub5 U 295 
 gypsy2 yakub6 U 440 
 gypsy5 yakub7 U 476 
 gypsy5 yakub8 X 458 
 gypsy5 yakub9 3h 432 
 gypsy6 yakub10 X 487 
D. erecta melano1 erecta2 4929 470 
 

 

medpic35 erecta3 4709 237 
 melano1 erecta4 4784 408 
 
 

melano1 erecta5 4929 387 
melano1 erecta6 3160 373 

   
erecta1 erecta7 4929 346 
erecta1 erecta8 4845 313 

 
 
 

 

gypsy2 erecta9 4929 456 
gypsy3 erecta10 4845 422 

 medpic35 erecta11 4929 316 
 

 

simul11 erecta12 4929 343 
 gypsy2 erecta13 4929 325 
 
 

medpic35 erecta14 4724 277 
gypsy2 erecta15 4929 458 

   
medpic35 erecta16 4929 319 
gypsy5 erecta17 4772 476 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gypsy6 erecta18 4784 476 
gypsy6 erecta19 4845 476 

 melano7 erecta20 4929 428 
D. ananassae ornati26 anana1 7195 110 
D. pseudoobscura subob1 pseudo1 U 381 
D. virilis virilis1 virilis3 12937 449 
 virilis1 virilis4 9604 453 
 virilis1 virilis5 12528 451 
 virilis1 virilis6 13036 450 
 hydei1 virilis7 12970 446 
 hydei1 virilis8 7368 479 
D. melanogaster simul3 melano2 X 459 
 melano1 melano3 U 341 
 melano1 melano4 U 289 
 melano1 melano5 3h 285 
 gypsy2 melano6 2h 476 
 gypsy2 melano7 U 466 
 gypsy2 melano8 3L 475 
 gypsy6 melano9 X 479 
D. mojavensis medpun45 mojav1 6680 227 
D. sechellia melano1 sechel1 gnl|ti|834368915 - 
 subob1 sechel2 gnl|ti|825159365 - 
 simul10 sechel3 super 389 437 
 

 

 

gypsy2 sechel4 super 83 387 
 gypsy3 sechel5 119 230 
 gypsy4 sechel6 154 481 
 simul5 sechel7 51 336 
D. persimilis subob1 persim1 super 81 397 
D. willistoni paulist3 willis2 gnl|ti|586244285 - 
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Novas buscas foram realizadas nos genomas de D. grimshawi e D. 

ananassae, utilizando o maior número de seqüências possível como “query”, pois 

dada a ampla distribuição de gypsy, a ausência deste elemento nessas espécies não é 

esperada. Novamente não foram obtidos resultados com “Score” > 230. Entretanto, 

para D. ananassae encontramos uma seqüência com score 111 (usando a seqüência 

ornati26 como “query”). Essa seqüência também foi utilizada nas análises. 

  

Análise das Seqüências 
 

As seqüências utilizadas para as inferências filogenéticas incluíram: (1) 33 

seqüências do gene env obtidas através do GenBank (Tabela 2), sendo que das 

seqüências referentes ao trabalho de Herédia et al. (2004), uma representante de 

cada espécie, por subfamília, foi escolhida; (2) 12 seqüências do elemento gtwin; 

(3) 10 seqüências do grupo flavopilosa obtidas nesse trabalho (I3B, I3C, I3D e I3M 

de D. incompta, CO3B, CO3C e CO3D de D. cordeiroi e F3B, F3C e F3D de D. 

flavopilosa) e (4) 65 seqüências obtidas através da busca nos genomas. Desta forma, 

120 seqüências foram utilizadas nas análises filogenéticas. 

As análises por MP e NJ resultaram em árvores com similar topologia. A 

árvore de NJ foi escolhida para apresentação, pois possui maior suporte estatístico.  

Na Figura 1 apresentamos a árvore de NJ condensada, onde politomias são formadas 

quando o ramo possui valor de bootstrap menor que 50. A filogenia obtida pode ser 

dividida em 21 grupos estabelecidos de acordo com o grau de divergência das 

seqüências de nucleotídeos (acima de 20% pertencem a grupos diferentes). Esses 

grupos foram designados de 1 a 21, e para efeito de comparação, aqueles grupos já 

estabelecidos por Herédia et al. (2004), denominados de A a H, foram nomeados 

pela letra correspondente ao grupo, junto ao número estabelecido para o grupo neste 

trabalho. Por exemplo, o grupo 1 é o mesmo grupo C estabelecido por esses autores, 

então o grupo foi chamado 1C. A média de divergência de nucleotídeos dentre e 

entre grupos é mostrada na Tabela 4. 
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 simul1
 sechel1
 simul6
 simul4
 simul3
 Z.ind1
 melano2
 erecta5
 yakub2
 yakub3
 melano3
 erecta4
 erecta3
 erecta11
 S.lati1
 erecta6
 melano1
 erecta2
 yakub1
 yakuba7
 erecta7
 sechel7
 erecta8
 simul5
 erecta1
 erecta12
 melano4
 melano5
 teissi1
 erecta14
 erecta16
 medpic35
 annul39
 busckii4
 subob1
 pseudo1
 persim1
 band3
 pallidi1
 hydei1
 virilis3
 virilis5
 virilis8
 virilis7
 virilis6
 virilis2
 virilis1
 virilis4
 sechel2
 F3C
 F3D
 F3B
 mediosiA7
 medpu49
 gtwinere3.
 gtwinyak4
 gtwinere2
 sechel3
 simul10
 simul12
 gtwinmel1
 gtwinere4
 gtwinmel2
 gtwinsim1
 gtwinsec1
 gtwinere1
 gtwinyak1.
 gtwinyak3
 gtwinyak2
 I3D
 I3C
 I3B
 I3M
 CO3C
 CO3B
 CO3D
 nebul24
 neoca88
 willis2
 paulist3
 anana1
 mojav1
 medpic34
 zotti65
 polym81
 griseo10
 ornati26
 maculi1
 medpun45
 simul8
 sechel6
 gypsy4
 sechel5
 simul7
 erecta10
 gypsy3
 yakub5
 erecta19
 gypsy6
 yakub10
 melano9
 erecta18
 erecta15
 melano7
 erecta13
 melano8
 yakub4
 sechel4
 simul11
 erecta9
 yakub6
 erecta20
 melano6
 gypsy2
 erecta17
 yakub9
 yakub8
 gypsy5
 simul9
 yakub7
 willis1

90
96

93
82

100

100

100

100

100
69

100

56
93

98

96

100

84

60

100

100
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100

100

99
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96

99
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100

100
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 Figura 1: Árvore de NJ do elemento gypsy e famílias relacionadas (modelo Kimura-2-Parâmetros e 
bootstrap de 1000 réplicas), com as divisões de famílias e subfamílias. 
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Tabela 4: Porcentagem de divergência de nucleotídeos, calculada por distância-P, (abaixo e esquerda na diagonal) e aminoácidos (acima e 
direita na diagonal) encontrada entre e dentre grupos das seqüências de gypsy. 

 

                      1C 2 3 4 5D 6E 7A 8 9B 10 11 12G 13 14 15F 16 17 18 19 20 21H

1C                      10.6/7.0 14.1 4.7 23.9 13.6 24.8 20.8 - 46.4 19.8 31.6 0.420 38.1 36.5 35.5 63.3 55.0 54.2 490 - -

2 21.6 13.1/nc 13.1                   

                    

                    

                   

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                   

                   

22.2 14.7 23.2 22.0 - 45.7 20.9 33.3 0.423 37.8 38.5 35.9 62.2 53.6 51.9 48.7 - -

3 29.6 32.2 nc/ nc 21.1 12.3 24.0 18.9 - 46.0 18.0 30.6 0.410 37.4 34.8 33.7 63.9 55.9 54.5 49.7 - -

4 23.9 24.5 33.8 nc/ nc 21.3 26.0 26.1 - 48.0 24.1 31.6 0.445 44.5 41.9 39.0 62.6 57.4 54.0 53.2 - -

5D 21.6 22.8 31.0 22.0 3.5/ nc 19.6 17.0 - 45.1 16.5 31.0 0.418 38.6 38.6 33.5 60.8 53.5 53.6 49.4 - -

6E 25.1 25.3 33.1 25.0 17.3 9.6/nc 29.1 - 45.3 25.4 38.6 0.487 45.1 47.7 40.9 66.0 61.3 59.6 56.2 - -

7A 25.3 25.9 32.1 28.5 22.0 23.6 8.3/9.5 - - - - - - - - - - - - - -

8 27.9 28.3 39.3 29.8 22.5 27.7 28.7 nc/ - - - - - - - - - - - - - -

9B 28.4 28.5 35.8 28.5 23.2 26.3 27.8 241 5.6/nc 44.9 51.0 56.9 54.9 54.9 53.1 76.6 69.3 62.6 65.0 - -

10 24.9 25.3 33.8 26.0 21.5 23.0 25.3 252 24.8 13.4/9.9 28.8 41.7 40.3 39.8 35.4 63.6 55.4 54.1 50.6 - -

11 30.4 32.3 38.4 29.6 27.1 29.3 29.5 319 32.0 28.8 nc/11.4 47.8 45.9 40.2 40.5 64.2 56.1 55.1 54.7 - -

12G 37.1 38.4 41.8 37.9 37.6 36.1 35.8 372 37.0 35.8 39.4 nc/17.4 39.1 42.9 36.5 59.9 57.3 49.1 49.8 - -

13 35.3 36.5 40.9 36.7 34.3 33.2 34.9 374 36.4 34.4 38.2 34.3 1.2/nc 32.9 28.4 62.7 54.4 47.0 48.8 - -

14 38.1 37.9 42.3 37.3 36.5 35.2 35.3 370 35.0 34.8 35.5 36.6 30.3 14.0/nc 26.1 64.0 56.3 49.8 48.1 - -

15F 34.4 35.4 41.0 33.7 31.6 34.0 32.8 358 35.6 32.7 34.2 31.4 28.2 28.3 1.5/9.4 66.0 56.4 49.0 47.9 - -

16 49.5 50.6 54.3 48..3 49.2 49.8 49.0 481 51.6 49.0 49.5 47.9 48.7 49.6 49.8 8.0/0.6 54.4 58.5 56.8 - -

17 48.2 48.4 52.0 48.5 47.8 47.0 48.1 507 48.0 48.6 47.4 45.9 44.3 47.6 46.7 47.5 9.6/28.2 36.1 38.0 - -

18 46.9 47.7 51.2 44.7 47.9 47.7 46.8 483 46.8 46.6 45.4 44.3 44.3 42.6 43.2 46.3 34.7 10.6/2.7 25.6 - -

19 42.7 44.6 46.8 43.3 44.3 44.9 42.9 443 44.1 42.6 44.7 42.4 41.7 41.9 41.8 48.1 36.6 30.3 5.8/3.1 - -

20 61.4 63.0 66.5 61.6 62.4 61.4 60.4 585 61.4 60.2 61.8 64.8 63.3 63.4 63.6 66.5 66.6 66.2 64.8 1.6/- - 

21H 53.1 55.7 59.0 55.9 51.4 53.2 53.3 527 55.4 54.9 53.4 52.4 55.6 58.1 54.1 60.1 61.0 57.4 56.8 68.6 nc/ - 
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Algumas das relações filogenéticas entre os grupos são bem suportadas como 

para os grupos 1C, 2, 3 e 4, grupos 5D e 6E, grupos 8 e 9B, grupos 12G, 13, 14 e 

15F, grupos 16, 17, 18 e 19. Outras relações não são conclusivas englobando vários 

grupos em politomias. 

A maioria das comparações das distâncias genéticas do gypsy (Kimura-2-

Parâmetros) com os genes nucleares demonstra uma divergência maior para gypsy. 

Porém, em alguns casos, a distância do elemento gypsy é menor do que a distância 

do gene nuclear (dgypsy/dgene < 1), sugerindo transferência horizontal. Nas figuras 

2 e 3 são apresentadas as comparações da razão entre as distâncias genéticas cujos 

valores foram inferior a 1, sendo, portanto, sugestivos de transmissão horizontal. 

Em alguns casos a razão dgypsy/dgene é tão baixa que a transmissão horizontal 

parece ser a explicação mais plausível. Estes casos serão descritos abaixo.  

 

 

 
 
1 - Z .ind1  x  melano2 
2 - melano2  x  erecta5 
3 - erecta4  x  S.lati1 
4 - erecta2  x  melano1 
5 - melano5  x  erecta12 
6 - persim1  x  virilis8 
7 - virilis8  x hydei1 
8 - persim1 x band3 
9 - neoca 88 x nebul24 
10 - nebul24 x willis2 
11 - nebul24 x paulist3 
12 - CO3D x I3C 
13 - erecta18 x melano9 
14 - melano7 x erecta15 
15 - medpun49  x F3C 
 
 
 

Figura 2: Análise comparativa das distâncias genéticas (modelo Kimura-2-Parâmetros) das 
seqüências de gypsy e Amd. As barras verticais representam a razão da distância de gypsy 
pela distância de Amd para cada comparação. A linha horizontal marca razão 1:1 que seria 
esperada se gypsy está evoluindo na mesma taxa que Amd. Valores abaixo de 1 são 
sugestivos de transferência horizontal. 
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1 - Z.ind1 x melano2 

2 - melano2 x erecta5 
3 - erecta5 x yakub2 
4 - yakub1 x erecta2 
5 - yakub1 x melano1 
6 - erecta 2 x melano1 
7 -melano5 x erecta 12 
8 - busckii4 x subob1 
9 - persim1 x virilis8 
10 - virilis8 x hydei1 
11 - nebul24 x willis2 
12 - nebul24 x paulist3 
13 - melano6 x yakuba6 
14 - yakuba6 x erecta20 
15 - yakub10 x erecta18 
16 - yakub9 x erecta17 
17 - pseudo1 x subob1 
 

Figura 3: Análise comparativa das distâncias genéticas (modelo Kimura-2-Parâmetros) das 
seqüências de gypsy e Sod. As barras verticais representam a razão da distância de gypsy 
pela distância de Sod para cada comparação. A linha horizontal marca razão 1:1 que seria 
esperada se gypsy está evoluindo na mesma taxa que Sod. Valores abaixo de 1 são 
sugestivos de transferência horizontal. 

 

A região do gene env analisada neste estudo corresponde a uma porção 

potencialmente capaz de codificar 158 aminoácidos. Um total de 68 seqüências não 

possui códon de terminação prematuro e estão em na fase de leitura correta, tendo 

assim, potencial codificador para esta região do gene env.  Essas seqüências foram 

usadas para calcular a divergência das seqüências de aminoácidos entre e dentre 

grupos (Tabela 4). Alguns grupos possuem apenas uma seqüência potencialmente 

codificadora e os grupos 8 e 19 não possuem nenhuma. As seqüências pertencentes 

ao grupo 20 produzem uma proteína bem diferente, não sendo usada para o cálculo 

de distâncias. 

As estimativa de dN e dS mostram que para gypsy o valor médio de dN foi 

0.21 e de dS foi 0.66. A razão dN/dS para gypsy foi 0.31, enquanto que para os 

genes nucleares Sod e Amd esse  valor foi menor, 0.12 e 0.096, respectivamente, 

indicando maior pressão seletiva purificadora atuando nos genes nucleares em 

relação a gypsy. No teste de seleção, a maioria das comparações rejeitou a hipótese 

nula (neutralidade) sugerindo algum tipo de seleção. No entanto, algumas 

comparações de espécies evidenciaram neutralidade, sendo algumas delas 
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importantes por tratar-se de seqüências envolvidas em possíveis casos de TH, como: 

melano2 x erecta5, melano5 x erecta12, erecta5 x yakub2, virilis8 x hydei1, persim1 

x band3, neoca88 x nebul24, CO3D x I3C, gypsy2 x yakub6, gypsy2 x erecta20. 

Para a grande maioria das seqüências, porém, uma seleção purificadora deve estar 

atuando ou esteve atuando num passado recente. Um gráfico comparativo dos 

valores obtidos de dN e dS do gypsy e dos genes nucleares, das comparações que 

sugerem TH e algumas que são claramente TV, é apresentado na figura 4. Pode-se 

observar que na maioria das comparações o valor de dS é bem maior para os genes 

nucleares do que para gypsy. 

 
 
 

igura 4: Número de substituições não sinônimas por sítios não sinônimos (dN) e  
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F
substituições sinônimas por sítio sinônimo(dS) para o elemento gypsy (primeira e segunda 
barra de cada comparação) e para os genes nucleares (terceira e quarta barra de cada 
comparação): Amd (comparações 1, 4, 10, 12 e 15) e Sod (comparações 2, 3, 5-9, 11, 13, 
14, 16-21). As comparações são as seguintes: 1 - Z.ind1 x melano2, 2 - melano2 x erecta5,   
3 - erecta5 x yakub2, 4 - erecta4 x S.lati1, 5 - yakub1 x erecta2, 6 - yakub1 x melano1, 7 - erecta2 x melano1, 
8 - melano5 x erecta 12, 9 - busckii4 x subob1, 10 - persim1 x virilis8, 11 - virilis8 x hydei1,  
12 - persim1 x band3, 13 - nebul24 x willis2, 14 - nebul24 x paulist3, 15 - CO3D x I3C,                          
16 - melano6 x yakuba6, 17 - yakuba6 x erecta20, 18 - melano7 x erecta15, 19 - erecta18 x melano9,                            
20 - yakub10 x erecta18, 21 - yakub9 x erecta17. 
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Relações Filogenéticas de Gypsy X Relações Filogenéticas das Espécies 

Uma análise filogenética da maioria das espécies do subgênero Drosophila 

utiliza          

subgrupo melanogaster 

(subgê

      

do subgrupo melanogaster: D. erecta, 

D. mel

Hospedeiras 
 

das nesse estudo, juntamente com D. busckii (subgênero Dorsilopha),  

Z. indianus e S. latifasciaeformis é apresentada por Robe et al. (2005).  Nesse 

estudo, S. latifasciaeformis e D. busckii formam uma politomia basal seguida do 

subgênero Sophophora como clado irmão dos demais Drosophilidae. Esse trabalho 

mostra que o subgênero Drosophila é um grupo parafilético, sendo mais 

proximamente relacionado a outros gêneros (Hirtodrosophila, Samoaia, Zaprionus e 

Liodrosophila) do que ao subgênero Sophophora. As relações filogenéticas das 

espécies do subgênero Sophophora são discutidas por O’Grady e Kidwell (2002) e, 

mais especificamente, as espécies do subgrupo melanogaster, o qual possui uma 

grande representatividade de seqüências nesse trabalho, são discutidas por Lewis et 

al. (2005). As relações evolutivas inferidas por esses autores foram comparadas com 

as encontradas para as seqüências de gypsy neste trabalho. 

O grupo 1C possui seqüências das espécies do 

nero Sophophora): D. melanogaster (incluindo o gypsy canônico, melano1), 

D. simulans, D. sechellia, D. erecta e D. yakuba, bem como uma seqüência de  

Z. indianus e uma de S. latifascieformis. A maioria das relações filogenéticas, nesse 

grupo, é compatível com TV. Entretanto, algumas incongruências nas relações 

evolutivas do elemento com as relações dos hospedeiros são encontradas: pequena 

divergência entre as seqüências Z.indi1 e melano2 (Figura 2: col 1; Figura 3: col 1; 

Figura 4: col 1) e entre erecta4 e S.lati1 (Figura 2: col 3; Figura 4: col 4), as quais 

são filogeneticamente distantes. Além disso, as distâncias genéticas entre melano2, 

erecta5 e yakub2 (Figura 2: col 2; Figura 3: cols 2; 3 e Figura 4: cols 2 e 3) e 

yakub1, erecta2 e melano1 (Figura 2: col 4; Figura 3: cols 4, 5 e 6; Figura 4: cols 5, 

6 e 7) parecem não estar de acordo com TV. 

O grupo 2 também possui seqüências 

anogaster, D. simulans e D. sechellia, agrupadas em dois clados. Um possui 

duas seqüências de D. erecta e uma seqüência de D. sechellia, as quais são 

distantemente relacionadas (divergência média de 11,5%). O outro clado possui uma 
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seqüência de D. simulans, duas seqüências de D. melanogaster e duas seqüências de 

D. erecta. As distâncias entre as seqüências melano5 e erecta12 são incongruentes 

com TV (Figuras 2: col 5 e Figura 3: col 7). A figura 4: col 8 mostra que para gypsy 

dN é maior que dS, indicando ausência de seleção purificadora. Não foram 

encontradas seqüências representantes desse grupo em D. yakuba. 

O grupo 3 é representado por apenas uma seqüência de D. teissieri não 

estand

ado apenas pela seqüência medpic35 de D. mediopicta 

(subgê

, uma seqüência do subgrupo 

melano

po 8 é formado por seqüências do grupo flavopilosa (subgênero 

Droso

o presente nas outras espécies investigadas do subgrupo melanogaster. O 

grupo 4 é formado por duas seqüências de D. erecta, as quais divergem em 3.5%. A 

posição desses grupos na filogenia e a alta divergência dessas seqüências em 

relação aos grupos 1 e 2 sugerem que esses grupos sejam vestígios de polimorfismo 

no ancestral do subgrupo melanogaster seguido de perda nas espécies que 

atualmente não possuem. 

O grupo 5D é form

nero Drosophila), que está relacionada ao grupo 6E, representado pela 

seqüência de D. annulimana (subgênero Drosophila). 

O grupo 7A possui seqüências do grupo obscura

gaster (ambos do subgênero Sophophora), bem como seqüências de grupos 

distintos do subgênero Drosophila e de D. busckii (subgênero Dorsilopha). As 

relações dessas seqüências mostram uma clara incongruência com as relações 

filogenéticas das espécies hospedeiras. As análises de distância mostram pouca 

divergência entre subob1 e busckii4 (Figura3: col 8), persim1 e pallidi1, persim1 e 

band3 (Figura 2: col 8), persim1 e virilis8 (Figura 2: col 6 e Figura 3: col 9), virilis 

8 e hydei1 (Figura 2: col 7 e Figura 3: col 10) e virilis8 e sechel. A distância obtida 

do gene rDNA28s para as espécies D. persimilis e D. pallidipennis foi 0.082, 

enquanto que o elemento gypsy nessas espécies apresenta uma distância de 0.041, o 

que dificilmente poderia ser explicado por TV. A distância encontrada do gene Sod 

entre D. virilis e D. simulans, uma espécie proximamente relacionada a D. sechellia, 

foi 0.24, enquanto as seqüências de gypsy virilis8 e sechel2 possuem 0.004 de 

divergência. 

O gru

phila) e está relacionado ao grupo 9B, o qual é composto por mediosiA7 e 
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medipu49 (subgênero Drosophila). As distâncias genéticas do elemento gypsy estão 

de acordo com TV (Figura 2: col 15) nesses grupos. 

O grupo 10 é formado pelas seqüências pertencentes a família gtwin. Esse 

grupo é formado por dois clados maiores: um contendo todas as espécies do 

subgrupo melanogaster investigadas, com algumas incongruências (discutidas no 

capítulo 3 – Ludwig e Loreto, artigo enviado para publicação) e outro contendo 

seqüências de D. erecta, D. yakuba, D. simulans e D. sechellia. Este clado, 

especificamente, contém três seqüências novas que foram adicionadas a esse grupo 

nesse trabalho. São elas: simul12, simul10 e sechel3, as quais possuem distâncias 

genéticas de acordo com TV em relação às outras seqüências. 

O grupo 11 é formado por seqüências de espécies do grupo flavopilosa 

(subgênero Drosophila): D. incompta e D. cordeiroi. As distâncias genéticas entre 

as seqüências CO3D e I3C (Figura 2: col 12 e Figura 4: col 15) são menores do que 

o esperado para TV das seqüências. 

O grupo 12G é composto por seqüências do grupo willistoni: D. nebulosa, D. 

willistoni e D. paulistorum, e uma seqüência de D. neocardini a qual pertence a 

outro subgênero (Drosophila) e apresenta uma pequena distância em relação a 

nebul24. As comparações de distâncias dessas espécies podem ser vistas na Figura 

2: cols 10, 11 e 12; Figura 3: cols 11 e 12 e Figura 4: cols 13 e 14. 

O grupo 13 é formado pela seqüência de D. ananassae (grupo melanogaster, 

subgênero Sophophora). Esse grupo está relacionado aos grupos 14, representado 

por D. mojavensis e 15F, representado por seqüências de grupos de espécies 

pertencentes à radiação quinaria-tripunctata do subgênero Drosophila, e D. zotti a 

qual pertence à radiação virilis-repleta deste mesmo subgênero. As comparações de 

distância nesse grupo estão de acordo com TV exceto para zotti65 e mediopic34 que 

apresentam uma pequena distância genética. Esses três grupos formam um clado-

irmão do grupo 12G. 

O grupo 16 é formado pela família gypsy4 de D. melanogaster. Seqüências 

homólogas a esta família foram encontradas também em D. simulans e D. sechellia, 

não estando presentes em D. yakuba e D. erecta. As distâncias entre as seqüências 

estão de acordo com TV entre as espécies. 
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O grupo 17 é formado pela família gypsy3 de D. melanogaster, a qual 

encontramos também nas outras espécies do subgrupo melanogaster investigadas. 

Apesar da topologia do ramo não ser a esperada para TV, as distâncias genéticas 

não indicam TH. Nesse caso, polimorfismo ancestral ou diferenças nas taxas 

evolutivas entre as seqüências podem ter gerado essa incongruência. 

O grupo 18 é formado por seqüências da família gypsy 6 de D. melanogaster, 

a qual também foi encontrada em D. erecta e D. yakuba. As análises de distância 

mostram uma pequena divergência entre melano9 e erecta 18 (Figura 2: col 13; 

Figura 4: col 19) e yakub10 e erecta18 (Figura 3: col 15; Figura 4: col 20). 

O grupo19 é formado pela família gypsy2 de D. melanogaster. Seqüências 

dessa família também foram encontradas em D. simulans, D. sechellia, D. yakuba e 

D. erecta. As seqüências yakub6, melano6 e erecta20 são proximamente 

relacionadas (Figura3: cols 13 e 14 e Figura 4: cols 16, 17), além das seqüências 

melano7 e erecta 15 (Figura 2: col 14; Figura 4: cols 18) o que pode representar um 

indício de ocorrência de TH entre estas espécies. 

O grupo 20 é formado por seqüências da família gypsy5 de D. melanogaster. 

Seqüências homólogas a esta família foram encontradas em D. yakuba, D. erecta e 

D. simulans, porém, não foram encontradas em D. sechellia. Nesse grupo 

encontramos algumas incongruências que seriam difíceis de explicar por TV: 

yakub7 e gypsy5 possuem apenas um nucleotídeo diferente, enquanto yakub7 e 

simul9 são idênticas. Além disso, as distâncias entre yakub9 e erecta17 também são 

sugestivas de TH (Figura3: col 16; Figura 4: col 21). 

O grupo 21H é composto pela família distinta de D. willistoni estabelecida 

por Herédia et al. (2004). 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 

Subfamílias de Gypsy e Famílias Relacionadas 
Embora importante, não existem critérios amplamente aceitos para 

classificação dos elementos de transposição, principalmente no que diz respeito ao 
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estabelecimento de famílias e subfamílias. Vários autores têm utilizado diferentes 

critérios de classificações para elementos de grupos distintos (Lohe et al., 1995; 

Robertson, 1995; Clark e Kidwell, 1997; Bowen e McDonald, 1999; Herédia et al., 

2004).  

Capy et al. (1998) propõe uma classificação com base nas seqüências de 

aminoácidos, onde: seqüências com mais de 70% de identidade pertencem à mesma 

subfamília; seqüências com 50-70% de identidade pertencem a diferentes 

subfamílias da mesma família; e seqüências com menos de 50% de identidade 

pertencem a famílias diferentes. 

Bowen e McDonald (2001) realizaram um trabalho de análise de 

retrotransposons com LTR do genoma de D. melanogaster e utilizaram motivos da 

transcriptase reversa (RT) sem códons de terminação e mudança na fase de leitura 

para caracterização de novas famílias: seqüências que possuiam menos de 90% de 

identidade nos aminoácidos foram consideradas de uma nova família. Utilizando 

esse critério, esses autores caracterizaram novas famílias de retrotransposons, 

incluindo o elemento gtwin (hamilton) e o elemento gypsy5 (nik). 

Herédia et al. (2004) utilizaram a divergência de nucleotídeos como critério 

para estabelecer diferentes famílias e subfamílias: grupos com divergência acima de 

20% foram considerados subfamílias distintas e grupos com divergência maior que 

50% foram considerados de famílias diferentes.  

Seguindo o mesmo critério utilizado por Herédia et al. (2004), podemos 

estabelecer 11 subfamílias novas e duas famílias adicionais de gypsy no gênero 

Drosophila. Dos 21 grupos estabelecidos neste trabalho, 18 representariam 

subfamílias de gypsy e 3 representariam famílias distintas de Errantivirus com 

divergência similar ou maior que 50% em relação aos outros grupos (grupos 16, 20 

e 21H). Cabe salientar que usando este critério de classificação, algumas famílias já 

estabelecidas, como gtwin, gypsy2, gypsy3, e gypsy 6 passam a serem consideradas 

subfamílias. Se seguirmos a classificação proposta por Capy et al. (1998), os grupos 

1C, 2, 3 e 5D seriam considerados da mesma subfamília e os grupos 16, 17, 18, 19, 

20 e 21H seriam considerados famílias distintas. Entretanto, se seguirmos o critério 

de similaridade estabelecido por Bowen e McDonald (2001), porém para o gene env, 

a maioria dos grupos deve ser considerada de diferentes famílias.  
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As famílias gtwin, gypsy2, gypsy3, gypsy4, gypsy5 e gypsy6 foram 

estabelecidas com base na análise do elemento completo. Nesse trabalho, apenas 

uma região do gene env é analisada. Segundo Pinsker et al. (2001), é preciso ter 

cuidado no estabelecimento de famílias e subfamílias de TE quando somente uma 

região do elemento é investigada. Para o retroelemento gypsy é detectado pouca 

divergência de similaridade entre as três ORFs dos elementos completos de           

D. melanogaster, D. virilis e D. subobscura (Alberola e de Frutos, 1996). Além 

disso, Mejlumian et al. (2002) observaram uma correlação significativa entre as 

distâncias de env e integrase entre seqüências de gypsy de várias espécies. Esses 

achados suportam nossos dados de divergência baseados apenas em uma região do 

gene env. No entanto, a divergência encontrada entre gypsy e gtwin para o gene gag 

(47%) é consideravelmente maior do que a encontrada para pol e env (24%).  

Na ausência de critérios amplamente aceitos para classificação do TEs, 

adotamos a classificação de famílias segundo Capy et al. (1998), utilizando a 

divergência de aminoácidos. As subfamílias, porém, foram estabelecidas segundo 

Herédia et al. (2004), pois nem todas as seqüências permanecem codificadoras. 

Consideramos os grupos 16 (gypsy4), 17 (gypsy3), 18 (gypsy6), 19 (gypsy2), 

20 (gypsy5) e 21H (sem nomenclatura específica) como famílias distintas de 

Errantinvirus, sendo essa divisão suportada pela topologia da árvore obtida e pelas 

divergências de aminoácidos. Os grupos restantes (1C a 15F) são considerados 

subfamílias do elemento gypsy, com base na divergência de nucleotídeos e na 

monofilia desse grupo suportada pela árvore filogenética. Nesse caso, a família 

gtwin já estabelecida apresenta-se como uma subfamília de gypsy. 

Algumas famílias e subfamílias são específicas ou quase específicas de um 

determinado grupo de espécies, por exemplo, as subfamílias 2, 10, e as famílias 

gypsy2, gypsy3 e gypsy4, gypsy5 e gypsy6, as quais são exclusivas das espécies do 

subgrupo melanogaster do subgênero Sophophora. Cabe salientar que a distribuição 

dessas famílias não foi amplamente investigada. Sua exclusividade ao subgrupo 

melanogaster apresentada neste trabalho pode estar relacionada ao pequeno número 

de espécies de outros grupos investigado. Outras subfamílias, porém, estão 

presentes em espécies de diferentes grupos, subgêneros ou gêneros.  
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O trabalho de Herédia et al. (2004) mostrou a presença de mais uma 

subfamília do elemento gypsy no mesmo genoma (D. mediopunctata e                   

D. mediopicta). Nesse caso, a explicação foi à presença de polimorfismo ancestral. 

Entretanto, os próprios autores ressaltam que múltiplas invasões do elemento por 

TH também podem explicar a coexistência de diferentes subfamílias de um 

elemento na mesma espécie.  

Nesse trabalho evidenciamos que esse fato se repete em várias espécies do 

subgrupo melanogaster, as quais possuem seqüências representativas de várias 

famílias e subfamílias. Vários casos podem ser explicados por polimorfismo no 

ancestral desse grupo, seguido de amostragem aleatória durante o processo de 

especiação ou perda estocástica em algumas espécies. No entanto, muitos eventos 

de TH também explicam esse cenário evolutivo. 

 No grupo flavopilosa também foi evidenciada a presença de duas 

subfamílias: a subfamília 11 com seqüências de D. incompta e D.cordeiroi e a 

subfamília 8 com seqüências de D. flavopilosa. A existência dessas duas 

subfamílias pode ser explicada por polimorfismo no ancestral desse grupo, já que os 

dados de distância não sugerem nenhum caso de TH entre as espécies desses grupos 

com outros grupos e as distâncias entre F3C e medpun49 (grupos 8 e 9B) indicam 

que essas seqüências evoluíram verticalmente nessas espécies. 

 

Transmissão Horizontal 
 

Nesse trabalho a divergência de gypsy foi comparada com a divergência dos 

genes nucleares Amd, Sod e RNA28S. Dada a significância funcional desses genes, 

é esperada uma alta restrição seletiva para os mesmos. Assim, teoricamente, eventos 

de transferência horizontal podem ser inferidos quando a divergência do gypsy é 

menor do que a divergência dos genes nucleares. 

Utilizamos o mesmo critério estipulado por Herédia et al. (2004) para 

caracterizar os eventos de TH: apenas um caso de TH foi contado quando duas ou 

mais espécies relacionadas estão envolvidas no mesmo fenômeno, estabelecendo 

como espécie doadora, no grupo de espécies relacionadas filogeneticamente, a mais 

similar a espécie distante (receptora). Esses autores postularam nove casos de TH. 
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Com a inclusão de novas seqüências de gypsy de diversas espécies, observamos que 

alguns casos postulados permanecem inalterados e em outros há mudanças nas 

espécies doadora-receptora.  

Os casos de TH de gypsy detectados nesse trabalho são: 

(1) Entre melano2 e Z.ind1. Herédia et al. (2004) reportaram um caso de TH 

de D. simulans (simul1) para Z. indianus num tempo estimado de 1.2 milhões de 

anos atrás (Mya). Nossos dados de distâncias corroboram com a hipótese de TH 

para Z. indianus, porém, com a inclusão de mais seqüências apontamos que a 

espécie doadora deve ter sido D. melanogaster e o evento deve ter acontecido mais 

recentemente (0.75 Mya). 

 (2 e 3) Entre melano2, erecta5 e yakub2. Apesar de pertencerem a espécies 

do mesmo subgrupo, essas seqüências apresentam uma distância genética menor do 

que o esperado para TV, sugerindo dois possíveis casos de TH. Devido à presença 

de seqüências de D. sechellia e D. simulans nesse clado com distâncias condizentes 

com TV em relação à melano2, nós propusemos que essa seqüência foi transmitida 

primeiramente de D. melanogaster para D. erecta (1.1 Mya). Como yakub2 é mais 

próxima de erecta5 do que de melano2, sugerimos que o segundo evento de TH foi 

de D. erecta para D. yakuba (0.93 Mya). 

(4) Entre erecta4 e S.lati1. Herédia et al. (2004) reportaram um evento de TH 

de D. simulans (simul1) para S. latifascieformis (3.1 Mya). Com a inclusão de novas 

seqüências, nossos dados apontam para um evento de TH de D. erecta para S. 

latifascieformis a 2.2 Mya. 

(5) Entre erecta2 e melano1. Essas seqüências possuem uma pequena 

distância genética para gypsy quando comparada à distância evolutiva das espécies 

hospedeiras, e o nível de pressão de seleção purificadora (dN/dS = 0.133) é menor 

do que o encontrado para Sod (dN/dS = 0.078) e Amd (dN/dS = 0.04), sugerindo 

TH. Esse mesmo clado possui outras seqüências de D. erecta, as quais estão de 

acordo com TV com uma seqüência de D. yakuba, porém yakub1 possui uma 

divergência muito pequena em relação à erecta2. A estimativa de dN/dS indica 

pressão de seleção maior sobre gypsy (0.047) do que sobre Sod (0.060). Nesse caso, 

a conservação de gypsy pode ser explicada por TV e forte restrição seletiva, porém 

não descartamos a possibilidade de TH, pois a inferência de TH é dificultada 
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quando as espécies envolvidas são proximamente relacionadas (Silva e Kidwell, 

2000). Dessa forma, podemos supor que essa seqüência evoluiu verticalmente em   

D. erecta e D. yakuba e foi transmitida horizontalmente para D. melanogaster a 

partir de D. erecta a 0.4 Mya. 

(6) Entre melano5 e erecta12. A baixa divergência e a ausência de seleção 

purificadora entre essas duas seqüências são indicativas de TH. A topologia do ramo 

do grupo 2 é totalmente diferente do esperado para TV simples, o que poderia ser 

explicado por diferentes taxas de evolução entre espécies, polimorfismo ancestral e 

pelo evento de TH. Nessas circunstâncias fica difícil o estabelecimento da direção 

da TH entre D. melanogaster e D. erecta, podendo ter ocorrido em ambos os 

sentidos a aproximadamente 0.8 Mya. 

(7, 8 e 9) Entre gtwinyak1 e gtwinere1, gtwinmel2 e gtwinsec1, e entre 

gtwinmel1 e gtwinere4. Esses três possíveis casos de TH foram estabelecidos por 

Ludwig e Loreto (capítulo3 - artigo enviado para publicação).  

(10) De subob2 para busckii4 a 1,6 Mya (caso já reportado por Herédia et al., 

2004). 

(11 e 12) Entre persim1 e pallidi1 e entre persim1 e band3. Herédia et al. 

(2004) estabeleceu TH de D. bandeirantorum para D. pallidipennis. Com a inclusão 

de novas seqüências do grupo obscura na análise, houve o esclarecimento dessas 

relações. De fato existe uma pequena distância genética de gypsy entre essas duas 

espécies (0.057), sugerindo TH, porém, pallidi1 e band3 são mais próximas de 

persim1 (0.041 e 0.021, respectivamente) do que entre si. As distâncias entre e 

pseudo1 e subob1 (0.097 para gypsy e 0.086 para Sod) e entre pseudo1 e persim1 

(0.015 para gypsy e 0.004 para Amd) estão de acordo com TV. Assim, essa 

subfamília de gypsy deve estar presente nas espécies do grupo obscura por TV 

(Figura 3: col 17) e posteriormente, dois eventos de TH devem ter ocorrido: D. 

persimilis passou uma seqüência para D. pallidipennis (1.25 Mya) e posteriormente 

para D. bandeirantorum (0.65 Mya). 

(13 e 14) Entre persim1, virilis8 e hydei1. Proposições de TH de gypsy de D. 

subobscura para D. virilis foram reportadas por Alberola e de Frutos (1996) e 

Herédia et al. (2004). Vásquez-Manrique et al. (2000), porém, através da análise 

filogenética de gypsy no grupo obscura (com base na região 5’ do gene env) 
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estabeleceu D. affinis como a espécie doadora de gypsy para D. virilis. Esses 

mesmos autores também encontraram seqüências de D. hydei proximamente 

relacionadas às seqüências de D. affinis e D. virilis, sugerindo um segundo caso de 

TH (esse mesmo caso foi reportado por Herédia et al. (2004), como sendo             

D. subobscura a espécie doadora da seqüência para D. hydei). Como Vásquez-

Manrique et al. (2000) utilizaram várias seqüências do grupo obscura, incluindo     

D. persimilis, e as seqüências mais próximas de D. virilis foram as de D. affinis, 

provavelmente essa é a espécie doadora da seqüência de gypsy para D. virilis e para 

D. hydei, ou para apenas uma delas, a qual posteriormente pode ter passado para a 

outra. 

(15) Entre virilis8 e sechel2. As comparações de distância genética sugerem 

claramente um evento de TH entre essas duas espécies (distância de gypsy 0.004), as 

quais pertencem a diferentes subgêneros. Esse evento de TH deve ter ocorrido muito 

recentemente (0.125 Mya). Cabe salientar, que um único read representante desta 

seqüência foi encontrado no genoma de D. sechellia, o qual não corresponde a toda 

a região analisada do gene env.  

(16) Entre CO3D e I3C. Estas seqüências pertencem a D. cordeiroi e D. 

incompta, respectivamente, espécies do grupo flavopilosa. Uma pequena distância 

genética é encontrada entre essas seqüências (0.036 para gypsy 0.061 para Amd) 

sugerindo TH. As espécies do grupo flavopilosa possuem ecologia restrita 

utilizando flores do gênero Cestrum para oviposição e desenvolvimento larval 

(Brncic, 1966). Existe uma grande sobreposição de nicho entre as espécies do grupo 

e já foi evidenciada a utilização da mesma flor por mais de uma espécie (Brncic, 

1983). Assim, eventos de TH dentro do grupo podem ser esperados. Nesse caso, há 

indícios de TH de gypsy entre D. cordeiroi e D. incompta, a cerca de 1 Mya, 

podendo ter ocorrido nos dois sentidos. 

(17 e 18) Entre paulist3 e nebul24 e entre nebul24e neoca88. O grupo 18G 

contém seqüências das espécies do grupo willistoni e D. neocardini. Para esse grupo 

Herédia et al. (2004) propôs dois casos de TH através da comparação de gypsy com 

o gene Sod: de D. nebulosa para D. neocardini e de D. nebulosa para D. 

paulistorum.  Nesse trabalho, a análise comparativa de gypsy com o gene Amd está 

de acordo com TH entre D. nebulosa e D. neocardini, porém as distâncias de gypsy 
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entre D. nebulosa e D. paulistorum são parecidas com as distâncias do gene Amd 

para as mesmas espécies (Figura 2: cols 11 e 12). Para supor TV, a pressão de 

seleção sobre gypsy deveria ser similar a atuando sobre Amd, no entanto, o que 

evidenciamos é uma força seletiva menor agindo em nebul24 e paulist3 (dN/dS = 

0.4) do que em Amd (dN/dS = 0.1).  As distâncias entre D. willistoni e D. 

paulistorum estão de acordo com TV. Então, a hipótese mais provável é que esse 

elemento evoluiu verticalmente entre D. willistoni e D. paulistorum e foi passado 

por TH para D. nebulosa (3.4 Mya) a partir de D. paulistorum e posteriormente D. 

nebulosa passou para D. neocardini (2.5 Mya). 

(19) De D. mediopicta para D. zotti. Esse possível evento de TH (1.2 Mya) já 

foi reportado por Herédia et al. (2004).  

(20 e 21) Entre erecta18 e melano9 e entre yakuba10 e erecta19. O grupo 18, 

formado pela família gypsy6, apresenta dois possíveis casos de TH. Como esse 

grupo não está presente em D. simulans e D. sechellia (espécies próximas de D. 

melanogaster), nós podemos supor que D. melanogaster tenha adquirido 

recentemente essa seqüência por TH a partir de D. erecta (0.28 Mya). As seqüências 

yakub10 e erecta19 também são indicativas de TH entre D. erecta e D. yakuba (0.47 

Mya), porém não podemos estabelecer a espécie doadora. 

(22 e 23) Entre melano6, yakub6 e erecta20. Essas seqüências apresentam 

uma pequena distância genética, sugerindo dois casos de TH. Levando em 

consideração as distâncias de melano2 e erecta20 (0.021), de yakub6 e melano2 

(0.015) e yakub6 e erecta20 (0.010), podemos supor que o primeiro evento ocorreu 

entre D. yakuba e D. melanogaster (0.46 Mya) e posteriormente entre D. yakuba e 

D. erecta (0.31 Mya), porém não podemos estabelecer a direção dos eventos de TH. 

(24) Entre melano7 e erecta 15. Essas seqüências possuem uma pequena 

distância genética em relação ao gene nuclear Amd. Evidenciamos que essa 

conservação de gypsy não pode ser explicada por restrição seletiva, pois o nível de 

seleção purificadora agindo nessas seqüências (dN/dS = 0.33) é menor do que o 

atuando em Amd (dN/dS = 0.04). Assim podemos sugerir que ocorreu um evento de 

TH entre D. melanogaster e D. erecta, não estando clara a direção da transmissão. 

(25, 26) Entre gypsy5, simul9 e yakub7. Essas seqüências são praticamente 

iguais, diferindo apenas pela substituição de um nucleotídeo em gypsy5. Dois 
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eventos de TH poderiam explicar a similaridade entre essas seqüências. Não foi 

encontrada nenhuma seqüência homóloga a esta família em D. sechellia, assim, 

podemos supor que tanto D. simulans quanto D. melanogaster adquiriram essa 

seqüência por TH a partir de D. yakuba muito recentemente. 

(27) Entre yakub9 e erecta17. A pequena distância genética entre essas 

seqüências, bem como ausência de pressão de uma seleção purificadora mais forte 

em gypsy do que para o gene Sod, são indicativos de TH entre essas seqüências, 

podendo ter ocorrido nos dois sentidos. 

Dos 27 casos de TH discutidos neste trabalho, nove deles já haviam sido 

descritos por Herédia et al. (2004), sendo dois casos também reportados por 

Vásquez-Manrique et al. (2000). Salientamos que as espécies doadora-receptora 

estabelecidas nesse trabalho podem ser modificadas com a análise de novas 

seqüências, as quais também podem ajudar a esclarecer a direção dos eventos de TH 

ainda não conhecida. 

Herédia et al. (2004) sugerem que o elemento gypsy apresenta um padrão 

complexo de evolução, no qual além de sofrer TV é necessário inferir a existência 

de polimorfismo ancestral, perda estocástica e TH para explicar a filogenia de gypsy 

em relação aos seus genomas hospedeiros. Neste estudo, inserimos um número 

ainda maior de seqüências de gypsy, e novos casos de polimorfismo ancestral e TH 

foram sugeridos. Nossos resultados parecem reforçar ainda mais a hipótese de que 

por sua natureza retroviral o elemento gypsy realiza TH de forma freqüente. Além 

disso, mostramos que algumas famílias de Errantivirus relacionadas a gypsy 

possuem um padrão de evolução semelhante, com múltiplos casos de TH. Dessa 

forma, podemos supor que a evolução dos Errantivirus, como um grupo 

monofilético, a partir da aquisição do gene env, foi marcada pela conservação deste 

gene em várias famílias, mantendo as habilidades infecciosas e a capacidade de 

invadir novos genomas mais facilmente.  
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CAPÍTULO V 
 

 

 

DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 
 

 

Neste trabalho realizamos uma análise filogenética dos Errantivirus gtwin, 

gypsy e famílias relacionadas a gypsy, visando contribuir para o entendimento da 

evolução desse grupo de retrotransposons no gênero Drosophila. 

Nossas análises basearam-se primeiramente na busca in silico de seqüências 

homólogas ao elemento gtwin nos genomas de Drosophila. Esse retroelemento foi 

caracterizado no genoma de D. melanogaster e não há muitas informações sobre sua 

distribuição nas outras espécies de Drosophila. Evidenciamos a presença deste 

elemento em todas as espécies do subgrupo melanogaster investigadas: D. simulans, 

D. sechellia, D. erecta e D. yakuba. As relações filogenéticas inferidas para o gtwin, 

realizadas com base no gene env completo, não estão de acordo com as relações 

evolutivas das espécies do subgrupo melanogaster. Para explicar algumas das 

incongruências postulamos três possíveis casos de transmissão horizontal: entre D. 

melanogaster e D. erecta, entre D. melanogaster e D. sechellia e entre D. erecta e 

D. yakuba, sendo o primeiro mais evidente devido à divergência muito pequena 

entre as seqüências de gtwin. Mostramos que D. sechellia, D. erecta, D. yakuba and 

D. melanogaster possuem pelo menos uma seqüência potencialmente codificadora 

de gene env funcional. 

As análises do elemento gypsy e famílias relacionadas a ele foram realizadas 

utilizando uma região de 485 pb do gene env. Essa mesma região foi estudada por 

Herédia et al. (2004) em 23 espécies de Drosophilidae. Esses autores mostraram que 

este elemento possui um padrão complexo de evolução que inclui transmissão 

vertical, polimorfismo ancestral e detectaram nove possíveis casos de transmissão 

horizontal. Além disso, esses autores estabeleceram sete subfamílias de gypsy no 

gênero Drosophila. Visando investigar a evolução de gypsy nas espécies do grupo 

flavopilosa, escolhemos esta mesma região por ser a mais representativa em número 

 99



de seqüências disponíveis no GenBank, podendo assim realizar uma análise 

filogenética mais elucidativa.  

Obtivemos 10 clones dessa região para as espécies do grupo flavopilosa: D. 

incompta (4 clones), D. cordeiroi (3 clones) e D. flavopilosa (3 clones). Essas 

seqüências foram analisadas juntamente com as seqüências disponíveis no GenBank 

e seqüências obtidas através de buscas in silico nos genomas de Drosophila. 

As buscas nos genomas foram realizadas procurando seqüências homólogas 

aos retroelementos gypsy, gypsy2, gypsy3, gypsy4, gypsy5 e gypsy6, com o objetivo 

de obter uma visão mais geral da evolução dos Errantivirus. As análises 

filogenéticas dessas seqüências mostram que o modelo evolutivo de gypsy descrito 

por Herédia et al. (2004) se repete com a inclusão de novas seqüências. Nós 

postulamos 15 novos casos de transferência horizontal, muitos deles envolvendo as 

famílias gypsy2, gypsy5 e gypsy6, indicando que este modelo de evolução não é 

restrito ao elemento gypsy, mas pode estar presente na história evolutiva de várias 

famílias de Errantivirus.  

Até o momento não há trabalhos sobre a distribuição das famílias gypsy2, 

gypsy3, gypsy4 e gypsy6 no gênero Drosophila. Essas seqüências foram descobertas 

e classificadas recentemente através da análise do genoma de D. melanogaster 

(Kaminker et al., 2002) e as informações disponíveis sobre essas seqüências são 

basicamente as encontradas no RepBase (www.girinst.org/Repbase_Update.html; 

Jurka, 2000), as quais são discutidos a seguir. 

A família gypsy2 possui 6837 pb e é representada por três cópias na 

eucromatina do Release 3 do genoma de D. melanogaster, das quais uma é 

completa. Existem 60% de identidade entre as seqüências internas de gypsy2 e 

gypsy. Este elemento deve ter sido ativo recentemente, já que seu provírus é 

flanqueado por LTRs idênticas, porém, não codifica poliproteínas Gag, Pol e Env 

funcionais.  Encontramos seqüências homólogas a esta família em todas as espécies 

do subgrupo melanogaster investigadas, sendo identificados três casos de TH entre 

espécies: dois casos entre D. erecta e D. melanogater e um caso entre D. yakuba e 

D. erecta. 

A família gypsy3 possui duas cópias no genoma de D. melanogaster   

(Release 3), das quais uma é completa, com 6973 pb. A similaridade das seqüências 

 100



de nucleotídeos e a identidade das seqüências de aminoácidos encontrada entre 

gypsy3 e gypsy são: gag (45%-65%), transcriptase reversa (68%-81%), integrase 

(55%-74%) e env (42%-62%). Encontramos seqüências dessa família nas outras 

espécies do subgrupo melanogaster investigadas. Nenhum caso de transmissão 

horizontal foi reportado para essa família, o que poderia ser explicado pelo fato de 

que este elemento deve ter perdido sua atividade a muitos milhões de anos atrás, 

pois é flanqueado por LTRs com 4% de divergência. 

A família gypsy4 possui 6862 pb e é representada por duas cópias no genoma 

de D. melanogaster (Release 3), sendo uma cópia completa. Este elemento perdeu 

sua atividade recentemente, desde que suas cópias genômicas são flanqueadas por 

LTRs com 1% de divergência. Seqüências dessa família também foram encontradas 

em D. sechellia e D. simulans tendo sido transmitidas verticalmente entre essas 

espécies. Essa família poderia ter surgido apenas no ancestral de D. melanogaster, 

D. simulans e D. sechellia ou poderia estar presente no ancestral do subgrupo 

melanogaster e ter sido perdida nas demais espécies, já que não a encontramos em 

D. erecta e D. yakuba. 

A família gypsy5 foi caracterizada no genoma de D. melanogaster e pode 

ainda ser ativa, pois é flanqueada por LTRs idênticas. Esse elemento possui 7369 

pb. Para esta família propomos três casos de transmissão horizontal, sendo dois 

deles muito recentes, entre D. yakuba e D. melanogater e entre D. yakuba e D. 

simulans. A possível atividade, sugerida para este elemento, corrobora com essa 

hipótese. Esse elemento é encontrado também em D. erecta, porém não é 

encontrado em D. sechellia.  
A família gypsy6 possui 3 cópias com 99% de similaridade no genoma de D. 

melanogaster (Release 3) e possuem 7826 pb. Encontramos essa família também em 

D. erecta e D. yakuba. Dois possíveis casos de transmissão horizontal foram 

postulados para essa família neste trabalho: entre D. erecta e D. melanogaster e 

entre D. erecta e D. yakuba. 

A distribuição dessas famílias mostrou-se restrita as espécies do subgrupo 

melanogaster, porém, uma análise mais abrangente dessa distribuição seria 

necessária para descartar a possibilidade da presença em outros grupos. 
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De maneira geral, nosso trabalho sugere que várias famílias de Errantivirus 

podem ainda ter propriedades infecciosas ou as tiveram num passado recente, pois 

muitos casos de tranmsissão horizontal precisam ser postulados para explicar as 

relações entre essas seqüências. É provável que o grande número de eventos de 

transmissão horizontal ocorreu em decorrência da infecciosidade desses elementos 

que depende diretamente da funcionalidade do gene env. 

Malik et al. (2000) mostraram que o gene env têm sido adquirido 

independentemente, várias vezes na história evolutiva dos retrotransposons com 

LTRs e sugerem que essa aquisição poderia aumentar a probabilidade de eventos de 

transmissão horizontal. Uma dessas aquisições aconteceu nos Errantivirus, os quais 

formam um grupo monofilético de retrotransposons de insetos e adquiriram um 

gene, que codifica uma proteína com propriedades fusogências, a partir do genoma 

de baculovírus. O único elemento desse grupo com propriedades infecciosas 

comprovadas é o elemento gypsy de D. melanogaster (Song et al., 1994), mas a 

capacidade potencial de codificar proteína Env funcional é evidenciada também 

para outros elementos (Terzian et al., 2001). Nós sugerimos que a evolução dos 

Errantivirus, a partir da aquisição de um gene env, deve ter acontecido através de 

transmissão vertical de cópias de Errantivirus endogeneizadas e de múltiplos 

eventos de transmissão horizontal entre espécies. A partir daí algumas famílias 

formadas devem ter perdido as habilidades infecciosas comportando-se apenas 

como retrovírus endógenos propagando-se verticalmente, enquanto outras podem ter 

se mantido ativas até o momento, propagando-se também por transmissão 

horizontal. 
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ANEXOS 
 
 

Tabela 1: Número de acesso das seqüências dos genes nucleares usados nesse 
estudo. 
 

Espécie Número de acesso 
 Amd Sod RNA28s 
D. ornatifrons AY699250 - - 
D. griseolineata AY699257 - - 
D. mediopuntata AY699255 - - 
D. bandeirantorum AY699256 - - 
D. polymorpha AY699259 - - 
D. neocardini AY699260 - - 
D. pallidipennis - - X71269 
D. virilis AF293729 - - 
D. hydei AF293712 U37714 - 
D. incompta AY699247 - - 
D. cordeiroi a - - 
D. flavopilosa a - - 
D. willistoni AF293730 L13281 - 
D. nebulosa AF293717 AF021830 - 
D. paulistorum AF293719 AF021829 - 
D. simulans AF121109  - 
D. melanogaster X04695 M24421 - 
D. erecta AF293708 AF127156 - 
D. yakuba - AF127159 - 
D. teissieri AF293727 - - 
D. pseudoobscura AF293706 AF059882 - 
D. persimilis AF293720 - U23200 
D. subobscura - U38233 - 
D. busckii AF293707 U39445 - 
S. latifasciaeformis AY699264 - - 
Z. indianus AY699263 - - 

  
a – espécies cujas seqüências ainda não foram publicadas. Os valores de distância 

foram obtidos diretamente com os autores (Lizandra Robe, comunicação pessoal). 
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