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RESUMO

O elemento transponivel Galileo foi encontrado em Drosophila buzzati e é
apontado como o responsavel pela formacdo de trés inversfes descritas para
esta espécie: 2j, 2z° e 2q’, através de recombinacdo ectépica. Anélises in silico
dos 12 genomas de Drosophila disponiveis constatou que ele é distribuido no
género, estando presente também nos genomas de D. ananassae, D.
pseudoobscura, D. persimilis, D. mojavensis, D. willistoni, as quais séo
reconhecidamente polimérficas, e D. virilis. Drosophila willistoni destacou-se
nestas andlises devido a presenca de 495 coépias defectivas do elemento
transponivel Galileo encontradas em seu genoma, uma quantidade maior do que
nas demais espeécies. Estes achados somados com o fato de D. willistoni figurar
entre as espécies mais polimérficas de Drosophila abrem um estimulante campo
para os estudos da associacdo do elemento transponivel Galileo com seu
polimorfismo. O presente estudo analisou através de hibridizagcdo in situ a
presenca do elemento transponivel Galileo nos cromossomos politénicos de trés
linhagens de D. willistoni oriundas de locais distintos da distribuicdo geografica da
espécie: Gd-H4-1 (América Central), a linhagem utilizada no sequenciamento;
WIP-4 (nordeste do Brasil) e 17A2 (sul do Brasil), e estabeleceu as coincidéncias
de insercbes deste elemento com pontos de quebra descritos para a espécie e as
coincidéncias com sitios de insercées do elemento P. Para tal, utilizou-se uma
sonda com 2441 pb, baseada na maior variante do elemento transponivel Galileo
encontrada in silico, a qual ndo engloba suas repeticdes terminais invertidas
(TIRs), portanto somente hibridiza com coOpias mais completas do elemento.
Nossas analises encontraram 100 sitios de inser¢cdes do elemento transponivel
Galileo distribuidos em todos os cromossomos de D. willistoni. Destes, 20
coincidem com pontos de quebra para inversdes paracéntricas descritas, dois
com pontos de quebra de uma rara inversao pericéntrica descrita e 10 com sitios
de insercéo do elemento P. O padréo de distribuicdo dos sinais de hibridizacéo foi
altamente similar entre as trés linhagens. Também foram encontrados sinais de
hibridizagbes nos cromocentros das linhagens analisadas. Associacdes
estatisticamente significativas de sitios de insercdo do elemento transponivel

Galileo com pontos de quebra ocorreram nos bracos cromossémicos XR e IIL em



Gd-H4-1 e IIL em WIP-4. Quando o reuso (compartilhamento) dos pontos de
quebras para as diferentes inversdes foi considerado, o cromossomo Il também
apresentou associacdes estatisticamente significativas em Gd-H4-1 e WIP-4. As
andlises quanto a distribuicdo geografica das inversdes mostrou que houve maior
coincidéncia de sitios de inser¢cdes do elemento transponivel Galileo que
correspondem a pontos de quebra de inversdes com distribuicdo restrita, ou seja,
provavelmente mais recentes na historia evolutiva da espécie. Com base em
nossos resultados, é possivel inferir que o elemento transponivel Galileo € um
elemento transponivel antigo no genoma de Drosophila willistoni, e que a sua
maior prevaléncia com pontos de quebra de inversdes mais recentes pode estar
associada a sua caracteristica de formar estruturas secundarias quando
desnaturado e assim promover rearranjos cromossomicos, mesmo se tratando de

uma copia defectiva.
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ABSTRACT

The Galileo transposable element was discovered in Drosophila buzzatii and was
appointed as responsible for the formation of three chromosomal inversions: 2,
27° e 29’ by ectopic recombination. In silico analyses of the 12 Drosophila
genomes available showed that it is widely distributed in the genus, being present
in the genomes of D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. mojavensis,
D. willistoni, recognized as chromosomally polymorphic, and in D. virilis.
Drosophila willistoni was particularly interesting among the others, because of the
finding of 495 defective copies of the Galileo transposable element in its genome,
the highest amount found among all the studied species. Those results, and the
fact that D. willistoni is one of the most polymorphic species of Drosophila, opened
a stimulating field of study for the probable relationship between the Galileo
transposable element and its chromosomal polymorphism. In the present study we
analyzed the presence and the polytene chromosomal localization of the Galileo
transposable element in three strains of D. willistoni from different geographical
origins, through in situ hybridization: Gd-H4-1 (from Guadaloupe Island, Central
America), the strain sequenced; WIP-4 (from Northeast Brazil) and 17A2 (from
South Brazil), and detected coincidences of the Galileo transposable element
insertion sites with break points of inversions known in this species and with sites
of P element insertions. For this, we used a 2441 pb probe, drawn according to the
larger variant of the Galileo transposable element found in silico, not including its
inverted terminal repetitions (TIRsS), thus only hybridizing with more complete
copies of the element. We registered 100 sites of the Galileo transposable element
insertions, distributed in all chromosomes of Drosophila willistoni. Among them, 20
coincide with break points of described paracentric inversions, two with those of a
rare pericentric inversion and 10 with insertion sites of the P transposable element.
The pattern of distribution of the hybridization signals was highly similar among the
three strains. We also found hybridization signals in the chromocenters of all the
strains analyzed. Statistically significant associations between insertion sites of the
Galileo transposable element insertions with break points of inversions were
detected in the chromosomal arms XR and IIL in Gd-H4-1 and IIL in WIP-4
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samples. When the reuse (sharing) of the break points of different inversions was
evaluated, we observed significant associations in the data of the third
chromosome (lll) of the Gd-H4-1 and WIP-4 samples. The analyses of the
geographical distribution of the inversions showed higher coincidences of the
Galileo transposable element insertions and break points of inversions with
narrower distribution, i.e., apparently more recent in the evolutionary history of the
species. Considering all our findings, we suggest Galileo as an ancient
transposable element in the genome of D. willistoni, and that its apparent
preference for break points of more recent inversions, can be due to its molecular
characteristic of forming secondary structures when denatured, so promoting

chromosomal rearrangements, even if it is a defective copy.
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CAPITULO |

Introducéo

Rearranjos cromossdmicos: um capitulo na histéria da vida

De acordo com Merrell (1981), rearranjos cromossOmicos envolvem a
perda (delecdo), o ganho (duplicacdo) e rearranjos de fragmentos, seguindo a
guebra cromossfmica e a reunido das partes. Atualmente, sabe-se que rearranjos
cromossbmicos também podem ser criados por recombinacdo ectdpica entre
sequéncias repetidas de DNA presentes em diferentes sitios ao longo do
cromossomo (Krimbas & Powell, 1992; Hartl & Jones, 2009).

Muitas alteracbes cromossbmicas levam a anormalidades no
funcionamento da célula e do organismo, havendo dois motivos basicos para que
isto ocorra. O primeiro € que as alteracdes cromossémicas podem resultar em
namero e posicdo anormal de genes. Segundo, se a mutagcdo cromossémica
incluir a quebra de um cromossomo (que no geral ocorre), esta podera ocorrer em
alguma parte de um gene, podendo assim perturbar seu funcionamento (Griffithis
et al., 2002).

A grande maioria das diferencas visiveis entre os cariotipos de diferentes
espécies, e entre individuos de uma mesma espécie cromossomicamente
polimorfica, sdo devidas aos rearranjos cromossOémicos que ocorreram no
passado remoto ou mais recente das mesmas (White, 1977).

Faria & Navarro (2010) destacam dois modelos de especiagao
cromossémica:

O modelo dos “hibridos estéreis”, onde individuos heterozigotos para
rearranjos cromossomicos sao parcialmente ou totalmente estéreis. Neste
modelo, os rearranjos cromossémicos ndo sdo vantajosos (underdominance),
podendo agir como barreira ao fluxo génico entre populacbes com diferentes

rearranjos fixados. Porém, ele é inconsistente; pois por um lado, é improvavel que
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rearranjos cromossOmicos fortemente desvantajosos se tornem fixos. Por outro
lado, se a desvantagem dos rearranjos € fraca o suficiente para fixa-lo, eles néo
vao constituir fortes barreiras ao fluxo génico e, consequentemente,
nao sao susceptiveis de causar especiacao.

Ja o modelo de “supressdo da recombinag&o” propde que a reducdo da
recombinacdo entre cromossomos portando diferentes rearranjos € o fator
determinante para a especiacdo. Isto significa, conforme Kirkpatrick & Barton
(2006), que as forgas evolutivas agindo em diferentes rearranjos cromossOmicos
podem ser muito mais fortes do que aquelas que ocorrem em outros
modificadores desvinculados de recombinacéo.

Um tipo importante de alteracdo cromossdmica € a inversdo. Esta variante
origina-se de duas quebras e um posterior giro de 180° de uma por¢cdo em uma
das fitas do DNA nos cromossomos. Ao contrario das delecdes e das duplicacbes,
as inversfes ndo alteram a quantidade geral do material genético, portanto as
inversdes podem ser mais viaveis (a ndo ser que ocorram dentro de um gene com
funcdo essencial) e ndo apresentam anomalias no nivel fenotipico (Griffithis et al.,
2002). Elas podem ser visualizadas em estado heterozigoto ou homozigoto e
podem ser de dois tipos: paracéntricas (as quais ndo envolvem o centrdbmero na
formacdo da inversao, ocorrendo no mesmo braco cromossdmico) e pericéntricas
(as quais envolvem o centrdmero e mais de um brago cromossémico) (Hartl &
Jones, 2009).

Embora uma inversdo heterozigota ndo cause problemas na mitose, o
mesmo pode ndo ocorrer na meiose. Crossing over dentro da alca de uma
inversdo heterozigota paracéntrica leva a formag¢ao de um cromossomo dicéntrico
(presengca de dois centromeros) e um fragmento acéntrico (auséncia do
centrébmero), os quais sao caracterizados por delecdes e duplicacdes. Ja crossing
over em inversdes pericéntricas dao origem a delecdes e duplicacdes (Merrel,

1981), como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1: Representacéo do resultado de um Unico evento de crossing over dentro
da alca de uma inverséo a) paracéntrica, resultando em um fragmento acéntrico e
um cromossomo dicéntrico; b) pericéntrica, resultando em cromossomos com
delecdes e duplicacdes. Modificado de Gardner & Snustad (1986).

Apesar dos maleficios caracteristicos das inversdes na meiose, muitos
organismos as apresentam. Isto pode ser visto em uma gama de estudos com
diferentes organismos, tais como em coleodpteros (Da Silva et al., 2009), na ordem
Cetartiodactyla (Kulemzina et al., 2009), no género Leptodactylus de anuros
(Campos et al., 2009), no género Microtus de roedores (Lemskaya et al., 2010) e
em peixes ciclideos (Poletto et al., 2010). Estes trabalhos evidenciam a agédo das
inversdes (juntamente com as outras formas de rearranjos cromossémicos) em
produzir variabilidade intra-especifica e em moldar genomas.

Os mais extensivos estudos em inversdes tém sido feitos em Drosophila.
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Inversdes e evolucdo em Drosophila

No género Drosophila a andlise cariotipica € um campo de pesquisa muito
forte e embasado, e sua solidificacdo deve-se principalmente ao uso dos
cromossomos politénicos.

Os cromossomos politénicos estdo presentes nos ndcleos
interfasicos das glandulas salivares das larvas, nas células nutidoras dos od6citos
(Krimbas & Powell, 1992) e tubulos de Malphigi. Eles sdo o resultado de um
evento de endopoliploidia, onde dois cromossomos homologos de cada parental
permanecem unidos como na meiose e 0 material genético sofre sucessivos
ciclos de replicacdo sem que ocorra a divisdo celular. Isto resulta em uma grande
estrutura com bandamento natural (o qual é espécie especifico), formado pela
sinapse precisa dos cromdmeros paralelos entre cada cromatide irma.

A estrutura fisica destes cromossomos permite a andlise precisa dos
diferentes rearranjos cromossdmicos em Drosophila, destacando-se as inversoes,
as quais sdo muito frequentes no género. Estas inversdes sdo na sua maioria do
tipo paracéntricas.

Mais da metade das espécies de Drosophila estudadas em detalhe s&o
naturalmente polimérficas para inversées paracéntricas em um ou mais bracgos
cromossdmicos. Isto € altamente incomum pelo simples motivo de que:
heterozigotos para tais rearranjos cromossémicos podem apresentar meiose
anormal (se houver recombinacdo dentro da algca de uma inverséo), levando pelo
menos a alguma reducao na fertilidade devido a producdo de gametas néo
funcionais (Powell,1997).

Entretanto, tais gametas anormais sao seletivamente eliminados em
fémeas de Drosophila durante a formacdo do nucleo polar, com os produtos
recombinantes de maneira ndo aleatéria sendo relegados as células nutridoras
dos odcitos. O nucleo polar funcional, o qual serd fecundado, recebe somente
cromossomos que nao sofreram crossing over, 0s quais podem ser aqueles com

a ordem padrdo e os com a ordem invertida, enquanto que os recombinantes
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formam pontes dicéntricas e fragmentos acéntricos. Porém, se mais de um bracgo
cromossomico é polimorfico, € possivel para as fémeas serem simultaneamente
heterozigotas para multiplas inversées. Sendo assim, se recombinantes ocorrem
em mais do um cromossomo segregando de maneira independente, relegar todos
0s produtos recombinados aos corpusculos polares dos odcitos torna-se muito
mais dificil e alguma esterilidade pode tornar-se associada a esta
heterozigosidade multipla (Sperlich & Pfriem, 1986; Powell, 1997). A presenca de
muitos casos no género Drosophila envolvendo multipla heterozigosidade nos
mostra a eficiéncia deste mecanismo em evitar a producdo de gametas
desfavoraveis.

Crossing over também ndo ocorre na espermatogénese da grande maioria
das espécies, embora ndo todas. Sendo assim, machos em geral ndo sofrem
qualquer infertilidade devido a inversdes heterozigotas (Powell, 1997). Entretanto,
a ocorréncia de recombinacdo na meiose de machos, como documentado para
populacdes naturais de D. melanogaster (Hiraizumi, 1971; Hiraizumi et al., 1973;
Woodruff & Thompson Jr, 1977), D. willistoni (Battaglia & Birch, 1956; Franca &
Da Cunha, 1968; Franca et al.,, 1968; Colares et al.,, 2004 ) e D. ananassae
(Kikkawa, 1938; Moriwaki, 1940; Matsuda et al., 1983; Goiii et al., 2006) sugere
outras formas de controle da recombinacdo nessas espécies, todas altamente
polimorficas.

Com a recombinacdo podendo ser suprimida dentro da alca de uma
inversdo, combinacdes neutras ou favoraveis (adaptativas) de genes podem ser
mantidas indefinidamente (Price, 1997). Analises do efeito das inversdes no
crossing over foram feitas por Steinberg & Fraser (1944), Novitski & Braver
(1954), em D. melanogaster, Dobzhansky & Epling (1948) em D. pseudoobscura e
Carson (1953) em D. robusta.

Outros trabalhos analisaram as inversdes paracéntricas em diferentes
espécies de Drosophila, abrangendo os mais variados enfoques (clima,
disponibilidade de nicho, gradientes altitudinais e latitudinais, sazonalidade, entre
outros) como causadores de variagbes no polimorfismo. Estes trabalhos
evidenciaram que as inversdes, na sua grande maioria, conferem maior

adaptacao aos individuos que os portam.
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De acordo com a revisdo de Balanya et al. (2009), o polimorfismo
cromossdmico de D. subobscura uma espécie Paleartica amplamente
disseminada no continente americano, esta associado a variaveis climativcas de
forma adaptativa. As analises cromossdmicas de populacbes da América do
Norte e do Sul logo apds sua descoberta nestas regifes na década de 80
mostraram correlagdes estatisticamente significativas entre a frequéncia de
arranjos cromossdmico e a latitude. A partir de entdo, uma série de estudos deste
tipo foram feitos tanto na regido Paleértica quanto no continente americano. De
uma maneira geral, se observou no decorrer dos anos um aumento na frequéncia
de polimorfismos associados a baixas latitudes (ou seja, regides mais quentes) e
decréscimo dos polimorfismos tradicionalmente associados a latitudes mais altas
(regibes mais frias) em todas as amostras. Os autores inferem que o polimorfismo
cromossOmico de D. subobscura esta mudando conforme o clima em ambas suas
areas de distribuicdo original e colonizada. Embora o mecanismo subjacente a
estas alteracdes ainda ndo sejam bem entendidos, este sistema proporciona uma
poderosa micro ferramenta evolutiva para monitorar o impacto genético do
aguecimento global sobre as popula¢gdes naturais.

Drosophila melanogaster € uma espécie cosmopolita e polimérfica. Quatro
de suas inversfes paracéntricas acompanham sua ampla distribuicdo geografica:
In(2L)t, In(2R)A7S, In(3L)P e In(3R)P. Diversos estudos tém demostrado que
estas inversdes apresentam um padrdo clinal em relacdo a altitude na Asia,
América do Norte e Austrdlia, com suas frequéncias aumentando do Sul em
direcdo ao Equador (Watanabe,1967; Mettler et al., 1977; Stalker, 1980; Knibb et
al., 1981; Inoue et al., 1984; Singh & Das, 1992; Aulard et al., 2002). A acdo da
selecdo é inferida nestes trabalhos, como mantenedora destes polimorfismos,
provavelmente associados com médias anuais de temperaturas maximas e
médias e precipitacdo média destes locais.

Variagdes no polimorfismo cromossdmico também foram analisadas nos
trabalhos com D. pseudoobscura (Dobzhansky & Sturtevant, 1938; Dobzhansky,
1943; Dobzhansky & Epling, 1944; revisdo em Anderson et al., 1991), grupo da D.
willistoni (Dobzhansky & Pavan, 1950; Da Cunha et al.,, 1950; Da Cunha &
Dobzhansky; 1954; Dobzhansky & Pavlovsky, 1962; Kastritsis, 1966; De Souza et



18

al., 1970; Valente & Morales, 1985; Valente & Araujo, 1985; 1986; Valente et al.,
1993; Santos & Valente 1990; Valiati & Valente, 1997); D. robusta (Carson &
Stalker, 1947; Carson & Stalker, 1949; Levitan, 1951); espécies ocorrentes no
Chile e associadas as flores (Brncic,1957; 1958; 1966), D. ananassae (Singh,
1974; 1982; 1996; 1998), entre outros.

Dobzhansky (1970) estabeleceu uma hipdtese para explicar a alta
heterozigosidade encontrada no género Drosophila. O maior efeito da
heterozigosidade é que a recombinacdo € efetivamente suprimida nos
cromossomos heterozigotos para uma inversao. Deste modo, a recombinacdo
génica pode ocorrer livremente nas inversées homozigotas, mas é bloqueada nas
inversdes heterozigotas; e assim, a selecdo natural pode agir de modo a
preservar complexos de genes favoraveis. Portanto, complexos de genes ligados
em uma inversao nos diferentes tipos cromossdmicos séo herdados como blocos
e raramente sdo corrompidos por crossing over. Onde estes complexos de genes
de diferentes inversdes interagem favoravelmente, eles sdo ditos ser coadaptados
(revisao em Merrel, 1981)

Em contraste com a vasta predominancia das inversdes paracéntricas, as
inversdes pericentricas em Drosophila s&o raras em populacdes naturais.
Enquanto que para inversdes paracéntricas ocorre um mecanismo de protecao
que desfavorece 0s gametas inviaveis, para este tipo de inversdo nenhum
mecanismo de protecdo é conhecido. A falta de um mecanismo de protecao
eficaz provavelmente é um fator determinante da sua raridade, jA que um evento
de crossing over na regiao invertida de uma inverséo pericéntrica pode acarretar a
perda de mais de 50% da prole. Os organismos que exploram com sucesso este
tipo de inversdo, geralmente apresentam associada a inversao pericéntrica uma

inversao paracéntrica (Hinton & Downs, 1975).
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Drosophila willistoni: uma das espécies mais polimorficas do género

Drosophila willistoni € uma espécie dominante em florestas umidas (Sene
et al.,, 1980; Aradjo & Valente, 1981; Martins, 1987, 2001) e muito versétil
ecologicamente (Burla et al., 1950; Valente & Araljo, 1986). Esta espécie
pertence ao grupo willistoni do subgénero Sophophora o qual é constituido
virtualmente por 23 espécies, as quais apresentam distribuicdo geografica
essencialmente neotropical e estdo divididas em trés subgrupos (revisdo em Val
et al., 1981; Bachli, 2010).

O subgrupo willistoni de Drosophila é constituido por seis espécies cripticas
(morfologicamente muito semelhantes): D. willistoni, D. paulistorum, constituida
por seis semi-espécies; D. tropicalis, D. equinoxialis, D. pavlovskiana e D.
insularis (provavel ancestral que deu origem a todo o subgrupo (Rohde et al.,
2006; Robe et al.,, 2010). Ocorrem ainda outros dois subgrupos de espécies
cripticas e nao cripticas: subgrupo bocainensis, com 12 espécies; e subgrupo
alagitans com cinco espécies.

O caribtipo béasico da D. willistoni é constituido por dois pares de
cromossomos metacéntricos (o0 par sexual e 0 segundo cromossomo) e um par
acrocéntrico (terceiro cromossomo) (Metz 1916, Sturtevant & Novitski 1941,
Dobzhanski, 1950; Patterson & Stone 1952). A nomenclatura dos cromossomos
politénicos correspondentes, definidos por Dobzhansky (1950) é: XL e XR (braco
direito e esquerdo do cromossomo X), IIL e IR (braco esquerdo e direito do
segundo cromossomo) e lll (0 cromossomo acrocéntrico).

Drosophila willistoni sob o ponto de vista cromossOémico € a mais
polimorfica do grupo willistoni (revisbes em Ehrman & Powell, 1982; Krimbas &
Powell, 1992, Da Cunha et al., 1950; Townsend, 1952; Da Cunha & Dobzhansky,
1954; Da Cunha, 1955; Da Cunha et al., 1959; Valente & Morales, 1985; Valente
& Araujo, 1985, 1986; Santos & Valente 1990; Valente et al.; 1993; Regner &
Valente, 1993, Valente et al., 2001).

Drosophila willistoni também figura entre as espécies mais polimorficas do
género, como pode ser visto na Figura 2, onde € mostrado o mapa cromossémico

da espécie, desenhado em céamara clara por Dobzhansky (1950). Sobre este
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mapa, Regner (1992) estabeleceu os pontos de quebra de todas as inversbes
paracéntricas ja descritas. Sendo assim, € possivel perceber que D. willistoni
apresenta, em todos os seus bragcos cromossdmicos, consideravel niamero de
inversbes paracéntricas (desde nove inversbes no braco XR e IIR até 28 no
cromossomo IIl). Somando a esta compilagdo uma nova inversdo descrita por
Valente et al. (2001) apds analises de popula¢des do Uruguai (inversdo XR-B1),
até entdo tem-se em torno de 70 inversdes paracéntricas devidamente descritas
para a espécie.

Até pouco tempo atrds, a descricdo dos pontos de quebra de inversdes
paracéntricas em D. willistoni era bastante confusa, baseada somente em
citacbes acompanhadas de desenhos pouco precisos das alcas detectadas nos
ndcleos politénicos. O mapa cromossdmico inicial feito por Dobzhansky (1950)
estabelecia somente as sec¢fes (conjuntos de bandas visiveis) e dessa forma, a
notacdo dos rearranjos era imprecisa. Algumas inversdes tidas como distintas
tratavam-se de uma Unica inversao e estes erros eram devido, em grande parte, a
falta de melhor exatiddo no estabelecimento dos pontos de quebra. Outros
trabalhos apenas comentam sobre novas inversdes, sem a descricdo dos seus
pontos de quebra aproximados. A primeira tentativa em estabelecer mais
precisamente os pontos de quebra das inversdes de D. willistoni foi feita por
Valente & Morales (1985), onde as autoras apontam no mapa cromossomico
aprimorado pelas mesmas, os pontos de quebra de 46 inversdes heterozigotas
encontradas nas analises de individuos coletados no Parque Estadual de Itapua e
na Floresta Nacional do Turvo no Rio Grande do Sul (Brasil). Subsequentemente,
o primeiro fotomapa de D. willistoni foi estabelecido por Regner et al. (1996), onde
as secOes foram mantidas de acordo com Dobzhansky (1950). Atualmente ha
outro fotomapa aprimorado por membros do nosso grupo de pesquisa (Schaeffer
et al., 2008), o qual foi subdividido em sec¢cfes e também em subsecdes (numero
menor de bandas), a fim de tornar mais precisa as analises que fazem uso destes
dados. Nosso grupo de pesquisa ja possui estudos em andamento a fim de
preencher a lacuna quanto a um melhor estabelecimento dos pontos de quebra

das inversoes de D. willistoni.
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O quadro geral que é visualizado nos trabalhos que analisaram o
polimorfismo cromossomico de D. willistoni (Da Cunha et al., 1950; Townsend,
1952; Da Cunha & Dobzhansky, 1954; Da Cunha et al., 1959) € a presenca de
maiores frequéncias de inversdes e maior polimorfismo ocorrendo em populacoes
proximas ao centro da distribuicdo da espécie, que se extende desde a Florida até
a Argentina (Bachli, 2010). Nestas areas, fémeas analisadas apresentavam até
nove inversdes. Este polimorfismo apresenta uma tendéncia a decrescer em

direcédo aos limites marginais Norte e Sul da distribuic&o.
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Figura 2: Mapa cromossomico de Drosophila willistoni desenhado em cémara
clara por Dobzhansky (1950) onde estdo indicados os pontos de quebra das
inversdes paracéntricas descritas na literatura. Modificado de Regner (2002).

A hipotese sugerida por Da Cunha et al. (1950) para explicar a ampla
variacdo geografica das frequéncias de inversdes heterozigotas encontradas em
D. willistoni € que a quantidade de polimorfismo em uma populacéo tende a ser

proporcional a variedade de habitats (nicho ecolégico) que as populacdes
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exploram nos territorios que elas ocupam. Sendo assim, populagdes que
exploram uma maior quantidade de nichos sdo mais polimorficas. Da Cunha &
Dobzhansky (1954) e Da Cunha et al. (1959) mostraram uma correlacao positiva
entre complexidade do ambiente e heterozigosidade de D. willistoni em diferentes
locais da distribuicdo geogréfica da espécie analisados.

Estudos mais recentes de populacdes de diferentes locais do Rio Grande
do Sul (Brasil) e Uruguai concordam com o baixo polimorfismo encontrado por
individuo nestes pontos mais extremos da distribuicdo da espécie. Porém o nivel
de heterozigosidade considerando as populacdes ndo € baixo como esperado de
acordo com os estudos anteriores, até mesmo em locais mais urbanizados
(Valente & Morales, 1985; Valente & Araujo, 1985, 1986; Santos & Valente 1990;
Valente et al.; 1993; Regner & Valente, 1993, Valente et al., 2001).

Em 2006, diversos centros de pesquisa uniram esforcos para o
sequenciamento de mais 10 genomas de espécies do género Drosophila, que até
entdo dispunha dos genomas de D. melanogaster (Adam et al., 2000), e D.
pseudoobscura (Richards et al.,, 2005). Uma das espécies contempladas neste
estudo, pela sua importancia, foi a D. willistoni, a Unica espécie neotropical. Para
0 sequenciamento do seu genoma, foi escolhida uma linhagem oriunda do Caribe
(Gd-H4-1), propositalmente endocruzada para amenizar o efeito do alto
polimorfismo (Clark et al., 2007).

Estudos recentes baseados na analise dos genomas disponiveis
evidenciaram diversas peculiaridades referentes a D. willistoni.

Muitos atributos dos genomas do género Drosophila sao
consideravelmente conservados entre as espécies. Tamanho total do genoma,
namero de genes, distribuicdo de elementos transponiveis e padrdo de uso de
codons sado muito similares entre os 12 genomas, embora D. willistoni seja uma
excecao em muitos critérios. Esta espécie apresentou o maior contetdo de genes
codificantes entre as demais (65,4 Mb), a maior proporcao de introns (23,5 Mb) e
o maior contetdo de tRNA, com 484 genes de tRNA anotados. Drosophila
willistoni também é a segunda espécie com maior niumero de sequéncias

repetitivas (incluindo aqui elementos transponiveis) e virtualmente sem a
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presenca de tRNA para selenoproteina (Clark et al., 2007; Chapple & Guigo,
2008).

Vicario et al. (2007) analisaram o uso tendencioso de cdédons no genoma
das 12 espécies. Neste estudo os autores encontraram duas generalidades no
genéro: primeiro, o conjunto de codons preferenciais € muito constante em
Drosophila. Segundo, na maioria dos casos, os codons preferenciais em todas as
espécies sdo aqueles com G e especialmente C na terceira posicao. Isto &,
geralmente em Drosophila, o uso enviesado de codons € para aqueles que
terminam com C/G. A Unica excecdo presente no trabalho foi D. willistoni, que
apresentou o menor nivel de uso tendencioso de cédons, com preferéncias por
coédons que terminam em A/T.

Schaeffer et al. (2008) estabeleceram o mapa gendémico das 12 espécies
de Drosophila sequenciadas de acordo com o0 mapa cromossémico
correspondente destas espécies. O mapa gendmico de D. willistoni foi construido
baseado no mapa genético de Spassky & Dobzhansky (1950) e também na
localizacdo in situ dos genes CuZu Sod (Rohde et al., 1994), Alcohol
dehydrogenase (Adh) (Rohde et al., 1995), Hsp 8, Hsr-omega, Hsp 27, Ubi, BRC,
E74, E75, 71E e Sgs5 (Rieger, 1999), de nosso grupo de pesquisa. O
sequenciamento do genoma e a construcdo do mapa gendmico de D. willistoni,
cujas sequencias puderam ser ancoradas em um preciso mapa cromossomico
foram ganhos muito valiosos para a pesquisa nesta espécie, pois permitira
analises detalhadas do genoma, bem como dos pontos de quebra das inversdes.

Ja o trabalho de Bhutkar et al. (2008) analisou a informacao obtida dos
mapas gendmicos através de algoritmos elaborados especialmente para este fim.
Destas analises, ficou claro que D. willistoni apresentou as taxas de rearranjos
génicos mais elevadas entre as espécies sequenciadas.

O vasto polimorfismo cromossomico e as demais peculiaridades de D.
willistoni sdo, pois, provas irrefutdveis de que esta espécie é um excelente
organismo modelo para estudos de diferentes areas do saber, em especial

Evolucéo.
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Pontos de quebra das inversdes: origem e distribuicao

O estabelecimento de uma inversdo em um estado polimorfico ou fixado
requer circunstancias pouco comuns, as quais sao raramente encontradas na
natureza. Sendo assim, a grande maioria das inversdes recém surgidas em um
organismo, nao se estabelecem. As inversdes observadas no presente momento
sd0 apenas uma amostra de eventos que originalmente ocorreram na histéria do
organismo (Dobzhansky, 1949; revisbes em Sperlich & Pfriem, 1986; Powell,
1997).

Em 1936, Sturtevant & Dobzhansky propuseram um método para a
construcdo de filogenias baseado na analise de triades de inversdes nos
cromossomos politénicos (no caso D. pseudoobscura), levando em consideracao
que cada inversao possui uma origem Unica. Sendo assim, todas as cOpias de um
arranjo génico em particular existente em uma populacdo (ou em populacfes da
mesma espécie ou de espécies diferentes) sdo monofiléticas. Esta premissa fez
parte da formulagéo do ponto de vista tradicional para a origem de uma inverséao.

O ponto de vista tradicional para a origem de uma inversao considera que
esta se origina por duas quebras distintas, independentes e simultaneas no
cromossomo e posterior religacdo das partes finais em uma orientacao invertida.
Sendo assim, a geracao de inversdes sobrepostas ocorre sequencialmente e ndo
por multiplas quebra simultdneas. Da mesma maneira, para inversdes lado a lado
(in tandem), o compartilhamento de um ponto de quebra é devido a dois eventos
independentes no tempo (Krimbas & Powell, 1992).

Estudos estimando as taxas de surgimento de alteracbes cromossémicas
(principalmente inversdes) foram realizados por Yamaguchi & Mukai (1974).
Analisando o cromossomo Il de cinco linhagens (CH, PQ, RT, AW e JH) de D.
melanogaster (cada uma portando caracteristicas génicas diferentes), apés mais
de 7.000 geracdes, em trés das linhagens (CH, PQ, RT) ndo foi encontrada
nenhuma forma de alteracdo. A linhagem AW, apos mais de 4.000 geracgdes,

apresentou 19 inversbes e uma translocacdo, e uma taxa de 0,00041
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inversdes/licromossomo/geracdo. A linhagem JH, apos mais de 4.000 geracbes
apresentou 89 inversdes das quais seis eram pericéntricas, duas translocacoes e
uma transposicdo, e uma taxa de 0,000128 inversfes/licromossomo/geracado. Em
relacdo a distribuicdo dos pontos de quebras das inversdes surgidas, os autores
inferem que s&o estatisticamente ndo aleatdrias. Outra importante inferéncia
deste estudo é a de que estas alteragcbes cromossdmicas seriam causadas por
agentes mutantes tais como as sequéncias mu-F, hi e provavelmente elemento P.
Estudo semelhante foi feito por Yamaguchi et al. (1976), os quais também
encontraram néo aleatoriedade na distribuicdo dos pontos de quebra de inversdes
em linhagens de D. melanogaster.

De acordo com Powell (1997), poderia se esperar que o total de inversdes
encontradas no género Drosophila, ou em algum subgénero do mesmao,
apresentasse uma distribuicdo de Poisson. No entanto, ndo é o que se tem
constatado nos diversos estudos sobre polimorfismo cromossémico, e esta nao
aleatoriedade é devida a um excesso de espécies com consideravel polimorfismo
e um numero bem menor com pouco polimorfismo. O mesmo se aplica a
distribuicdo nos bracos cromossdémicos, onde todos 0s bragos cromossémicos
sdo polimérficos em algumas espécies e em outras apenas um bragco ou um
Cromossomo 0 Sao.

A distribuicdo dos pontos de quebra considerando a posi¢ao ao longo do
cromossomo também € aparentemente ndo aleatdria em Drosophila, com as
regides mais préximas ao centrdbmero apresentando maior nimero de quebras
(revisdo em Krimbas & Powell, 1992).

Mather (1963) analisando o polimorfismo em D. rubida, constatou que as
invers@es eram confinadas aos cromossomos Il e Il e dentro destes havia um
consideravel agrupamento das inversdes, ressaltando com isso a recorréncia das
guebras nestes cromossomos e a nao aleatoriedade das mesmas. Olvera et al.
(1979) analisaram 34 arranjos segregantes no Il bragco cromossémico em D.
pseudoobscura e inferiram que a distribuicdo dos pontos de quebra ao longo
deste cromossomo pode ser considerada ao acaso. Caceres et al. (1997)
analisaram 48 inversdes paracéntricas descritas para as espécies do complexo da

D. buzzatii e também 18 inversfes induzidas por introgressdao em D. buzzatii e
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constataram que as inversfes que apresentam maior sucesso para a fixagdo nas
espécies sdo as de tamanho intermediario, e que a distribuicdo dos pontos de
quebra das inversdes, levando em consideracéo a localizacdo da banda envolvida
na quebra ndo é aleatoria, encontrando, em certos segmentos cromossémicos,
até oito pontos de quebra na mesma banda. Considerando a ocorréncia de mais
de uma inversdo utilizando a mesma banda cromossémica como ponto de
quebra, D. willistoni possui consideravel polimorfismo em todos seus bracos
cromossémicos, e também apresenta recorréncia em alguns pontos para quebra
de inversdes, indicando ndo aleatoriedade (Da Cunha et al., 1950; Valente &
Morales, 1985).

A presenca constante de estudos evidenciando a ocorréncia de repetidas
quebras no mesmo local para diferentes inversbes em uma quantidade
consideravel de espécies gera duvidas quanto a aleatoriedade da distribuicdo dos
pontos de quebra. Estes locais, 0os quais apresentam esta recorréncia, Sao
chamados “hotspots”.

Evidéncias para o agrupamento de pontos de quebra utilizando os mesmos
sitios também foram dadas para o mosquito Anopheles (Coluzzi et al., 2002) e
mamiferos (Pevzner & Tesler, 2003; Murphy et al., 2005).

Recentemente Pevzner & Tesler (2003) denominaram este fendmeno como
reuso. O reuso, ou seja, um ponto de quebra sendo utilizado por mais de uma
inversdo diferente, € o principal sinal para particularidades nestas regifes que
podem favorecer a quebra, seja devido as caracteristicas do local, ou a presenca
de sequéncias especificas como os elementos transponiveis (Pevzner & Tesler,
2003; Eichler & Sankoff, 2003; Murphy et al, 2005; Gonzalez et al., 2007).

Butkar et al. (2008) testaram diferentes abordagens quanto ao reuso de
pontos de quebra no género Drosophila utilizando os genomas das 12 espécies
sequenciados. A primeira abordagem questionava se os valores de reuso de
pontos de quebra observados estavam dento dos valores esperados quando
pontos de quebra s&o introduzidos por eventos independentes (eventos Poisson).
Para isto foram simulados n eventos de inversdes. Para todas as simulagdes, 0
valor de reuso observado foi significativamente maior do que o esperado em um

modelo que assume todos o0s sitios serem livres para quebrar, considerando uma



27

distribuicdo uniforme. Isso sugere que quebras nas fitas duplas n&o séo
introduzidas como eventos independentes neste modelo simples e que algumas
sequéncias nao-codificadoras sdo pontos quentes ou frios para rearranjar. A
segunda abordagem testou justamente estes pontos quentes ou frios para a
quebra. Os mesmos n eventos de inversdes foram permitidos, porém certos sitios
cromossOmicos foram previamente assumidos como pontos quentes para
rearranjar. O modelo para quebra cromossémica com pontos quentes foi rejeitado
como uma explicacdo para os valores de reuso observados em 16 das 105
comparacdes. Doze dos 16 processos rejeitaram o modelo de pontos quentes
porque o reuso foi maior que o esperado. Todos esses casos tendiam a envolver
comparacdes do componente de Muller A (Muller, 1940), que corresponde ao
cromossomo X, tendendo a comparar as espécies entre as linhagens de
Sophophora e Drosophila, ou tendendo a comparar D. willistoni com outras
espécies. Em quatro dos 16 casos, foi rejeitado o modelo de pontos quentes
porque 0 reuso dos pontos de quebra foi menor que o esperado. Essas
deficiéncias no reuso foram encontradas nas comparacbes dos elementos de
Muller C, D e E em espécies estreitamente relacionadas. Ja a terceira abordagem
relacionou a probabilidade de uma quebra com o comprimento da sequéncia do
ponto de quebra. Quanto maior esta sequéncia, maior a chance de quebrar nesta
mesma regido. Porém, as comparacdes feitas falharam em evidenciar que o
comprimento do ponto de quebra afeta o reuso.

Apesar dos esforcos em compreender o que efetivamente origina uma
inversdo, muito permanece ndo esclarecido. Nas ultimas décadas um campo
crescente de evidéncias aponta os elementos transponiveis como agentes de
guebra cromossOmica (Engels & Preston, 1984; Lyttle & Haymer, 1992; Kusakabe
et al., 1990; Regner et al., 1996; Caceres et al. 1999, 2001; Casals et al., 2003;
Delprat et al., 2009).
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Elementos transponiveis

Elementos transponiveis (TEs) sdo unidades genéticas que apresentam
ampla diversidade em sua estrutura e mecanismos de transposi¢ao. Eles ocupam
uma grande parte dos genomas eucaridticos e sua circulagcdo e acumulacao
representam uma forca importante capaz de moldar os genes e 0os genomas dos
organismos que os portam (Capy et al., 1998; Feschotte & Pritham, 2007; Wicker
et al., 2007). Eles tém sido encontrados virtualmente em todos os eucariotos, com
excecdo de Plasmodium falciparum (Wicker et al., 2007).

De acordo com a classificacao classica proposta por Finnnegan (1989), os
elementos transponiveis podem ser atribuidos a duas principais classes,
conforme seu mecanismo de transposicdao. Elementos de classe I, os quais
codificam uma transcriptase reversa (RT) e seu modo de transposicao
denominado “copiar e colar” utiliza um intermediario de RNA. Elementos de
classe IlI, transposons propriamente ditos, utilizam um intermediario de DNA para
transposicdo, com seu mecanismo de transposicdo comumente chamado “cortar
e colar’. Elementos autbnomos e ndo autbnomos sdo encontrados em muitas
familias de ambas as classes (Kidwell, 2005).

Conforme classificagdo proposta por Capy et al. (1998), elementos de
Classe | séo retroelementos que incluem os retrotransposons e os retrovirus. Eles
sdao amplificados pelo processo de transposicdo e tém um grande potencial de
aumento em numero de coépias. A grande maioria pode ser atribuida a duas
subclasses; aos LTRs- retrotransposons (Long Terminal Repeats) e aos néo
LTRs-retrotransposons (ou retroposons), com auséncia de repeticdes terminais.
Esta ultima sub-classe divide-se em LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements)
e SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements). Subsequentemente, foi
reconhecido um terceiro clado filogeneticamente distinto tanto dos LTRs quanto
dos ndo LTRs-retrotransposons. Sao os elementos tipo-Penelope, presentes em
espécies do grupo da Drosophila virilis (Evgen’ev et al., 1997; 2000; Evgen’ev &
Arkhipova, 2005 ) (Kidwell, 2005).

Elementos de classe Il sdo divididos em trés principais subclasses: a)

elementos que se transpfe via um mecanismo de copiar e colar e cujas
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transposases apresentam em sua estrutura primaria uma assinatura DDE (trés
residuos de acido aspartico e acido glutamico), exemplificado pelo elemento
mariner em Drosophila mauritiana. b) elementos que transpde via um mecanismo
de copiar e colar, sem a presenc¢a de uma assinatura DDE em suas trasposases,
como os elementos P e hobo em Drosophila. c) elementos que se transpde
utilizando um mecanismo de circulo rolante, como os Helitrons, e elementos
Mavericks (Politons), cujo mecanismo de transposicdo ainda ndo € bem
entendido, mas provavelmente se replica utilizando uma DNA polimerase propria.
Os MITEs (Miniature Inverted Repeats Transposable Elements) também séo
reconhecidos como membros ndo auténomos de classe Il (Kidwell, 2005).

A familia foldback (FB) pertence a classe Il dos elementos transponiveis e
foi primeiramente descrita em D. melanogaster (Potter et al., 1980),
subsequentemente sendo também foram encontrados em outros organimos
(Yuan et al., 1991; Rebatchouk & Narita, 1997; Cheng et al., 2000; Windsor &
Waddel, 2000).

Transposons foldback apresentam organizacdo modular incomum (Figura

3) e existem como familias estruturalmente diversas (Rebatchouk & Narita, 1997).

IR-0D-L. ———— M —— IR-0D-R

P -
L -+

IR-FD-L IR-ID-L IR-ID-E IR-FD-R

Figura 3: Estrutura esquematica dos elementos foldback e seus diferentes
dominios. Triangulos abertos representam os sitios alvos duplicados gerados
durante a insercéo. L e R referem-se aos lados esquerdo e direito do elemento,
respectivamente. Setas abaixo do elemento incluem as IRs completas. Retirado
de Casals et al.,(2005); baseado em Rebatchouk & Narita (1997) e Simmen & Bird
(2000).

Estes elementos contém repeticdes terminais invertidas muito longas (IRs),

as quais usualmente se extendem ao longo de quase todo o elemento e séo
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separadas por um dominio central (M) de comprimento e composi¢cao variaveis.
Como consequéncia desta sua estrutura peculiar, as duas IRs quando
desnaturadas podem se dobrar e parearem entre si, dando origem a estruturas
secundarias muito estaveis, que inspiraram o seu nome (Potter et al., 1980). As
IRs tem uma organizacdo modular com trés dominios possiveis: o dominio mais
externo flanqueador (IR-FD), o dominio externo (IR-OD), que inclui varias
repeticdes imperfeitas in tandem, e o dominio interno (IR-ID), o qual normalmente
contém sequéncias ricas em AT (Adé & Belzile 1999; Simmen & Bird, 2000).

O mecanismo de transposicdo dos elementos foldback ainda n&o € bem
elucidado, uma vez que a maioria deles ndo apresenta capacidade de codificar
(Yuan et al., 1991; Rebatchouk & Narita, 1997; Adé & Belzile, 1999; Cheng et al.,
2000; Simem & Bird, 2000; Casals et al., 2005). Em D. melanogaster, a
transposicado de elementos FB depende da presenca de uma sequéncia de 4 kb
denominada NOF, a qual é encontrada no dominio M de aproximadamente 10%
dos elementos (Harden & Ashburner 1990, Smith & Corces, 1991). De acordo
com Harden & Ashburner (1990) originalmente, talvez, o elemento NOF era uma
sequéncia de um transposon autbnomo com repeticdes invertidas muito longas
(cerca de 300 pb). Este primeiro elemento pode ter se associado com sequéncias
de FB de modo aleatério, vindo depois a perderem a sua autonomia para
transposicao e se basearem nas sequéncias de FB como alternativa.

Windsor & Waddell (2000) ao caracterizarem a familia de elementos FB
FARE em Arabidopsis thaliana, indentificaram um grupo de elementos (FARE2),
0S quais ndo eram compostos apenas por IRs; sendo que esses elementos
apresentaram extremidades claramente definidas separadas por uma grande
regido interna que abriga trés hipotéticas sequéncias codificadoras (CDSs). Esta
regido interna codifica até trés proteinas nos elementos mais completos. O
produto da CDS1 € uma proteina e apresenta similaridade com MURA, que € uma
das duas proteinas codificadas pelo elemento autbnomo do milho MuDR; e que é
apontada como uma transposase. Sendo assim, os autores inferem que CDSs
podem exercer fun¢des de transposigao.

Em nivel funcional, elementos foldback caracterizam-se pela capacidade

de induzir instabilidade genética e recombinacéo, levando a geracdo de mutacdes
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espontaneas e rearranjos cromossodmicos em D. melanogaster (Levis et al., 1982;
Bingham & Zachar, 1989; Smith & Corces, 1991). Estes processos parecem
ocorrer por recombinacéo ectopica entre diferentes copias do elemento (Collins &
Rubin, 1984). A capacidade dos elementos foldback de mediar esses rearranjos é
provavelmente devida a presenca de longas IRs, as quais tém sido demonstradas
como sendo fonte de instabilidade gendmica (Zhou et al., 2001). IRs possuem a
habilidade de formarem estruturas secundarias, que por sua vez, estimulam a
producdo de quebras em fitas duplas e recombinacdo (Lobachev et al., 1998;
revisdo em Casals et al., 2005).

Com o aumento do numero de genomas sequenciados, uma maior
abundancia e diversidade de TEs vém sendo descoberta, requisitando uma
classificacdo ainda mais abrangente. Em vista disso, Wicker et al. (2007)
propuseram uma nova classificagdo, onde s&o incluidos os niveis de classe,
subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfamilia, cada uma seguindo os
seguintes critérios:

- Classe: segue a classificacado anterior, sendo ainda dividida pela presenca ou
auséncia de um intermediario de RNA (Classes | e Il).

- Subclasse: antes usada para separar retrotransposons LTRs, dos retroposons
gue ndo possuem LTRs que eram divididos em LINEs e SINEs na Classe I. Nesta
nova classificacdo sédo usados para distinguir os TEs que se replicam antes de se
transp6r, daqueles que levam o sitio doador e o reintegra em outros locais.

- Ordem: marca maiores diferencas no mecanismo de insercdo, aumentando a
chance de classificacao.

- Superfamilia: dentro de uma ordem, partilham uma estratégia de replicagdo, mas
sao distintos em outras caracteristicas, tais como a estrutura de proteina e
dominios ndo codificantes. Também diferem quanto a presenca e o tamanho da
duplicacdo do sitio alvo (TSD — Target Site Duplication), uma pequena repeticao
direta que é gerada em ambas as extremidades do TE inserido na sequéncia alvo.
Uma superfamilia bastante estudada em Drosophila é superfamila de DNA P.

- Familia: grupos de TEs que tém alta silmilaridade (80% ou mais) na sequéncia
de DNA de suas regides codificadoras (se presente), ou do dominio interno, ou

em sua regiao terminal repetida.
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- Subfamilia: em casos especificos, podem distinguir TEs autbhomos de néo
autdbnomos.

Conforme os autores, estes termos foram escolhidos espelhando-se na
classificacdo filogenética dos organismos, a qual é bastante difundida no meio
cientifico. Também reconhecem o fato de que alguns termos (como superfamilia)

ja sdo amplamente usados por grupos que trabalham com TEs.

Embora os TEs tenham sido disseminados como DNA lixo por décadas,
eles parecem ser uma fonte significante de mutagdes adaptativas em Drosophila.
TEs adaptativos parecem estar mais frequentemente associados a genes
envolvidos com reposta a estimulos. A maioria destes TES se encontra proximo,
mas nao dentro das regides codificadoras de proteinas e parecem afetar a
expressdo desses genes; sendo assim, os TEs estdo mais frequentemente
envolvidos em mudancas regulatorias do que codificantes (revisdo em Gonzélez
& Petrov, 2009).

Elementos Transponiveis e Heterocromatina

A definicdo de heterocromatina tem sido baseada tradicionalmente em
criitérios morfologicos (Weiler & Wakimoto, 1995). Heitz (1928) introduziu o termo
para se referir as regides cromossémicas que aparecem profundamente coradas,
como corpos compactos ao longo do ciclo celular, inclusive na intérfase. Estas
regides sao distintas da eucromatina em nivel de microscopia Optica, a qual
condensa na metafase, mas aparecem difusas na intérfase.

Heitz (1934) forneceu evidéncias iniciais de que as regides de
heterocromatina tinham comportamentos e morfologias distintos. Ele observou
gue a heterocromatina em nudcleos das glandulas salivares coalescem em um
anico cromocentro e formam dois tipos morfologicamente distinguiveis
denominados a-heterocromatina e B-heterocromatina. A a-heterocromatina foi
definida como um corpo compacto pequeno no meio do cromocentro.

Posteriormente, estudos com hibridizagdo in situ mostraram que a a-
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hetercromatina € composta em grande parte por sequéncias satélites (Gall et al.,
1971). Ja a B-heterocromatina foi definida como o material principal que é
semelhante a eucromatina por ser capaz de politenizar e expandir, mas que difere
por formar uma malha difusa ao invés de cromdmeros bem estruturados. E
composta por sequéncias medianamente repetitivas bem como sequéncias de
copia unica. Pelo menos algumas sequéncias B-heterocromaticas sao transcritas
ativamente nos nucleos da glandula salivar (Weiler & Wakimoto, 1995).

De acordo com a revisdo de Gonzalez & Petrov (2009) um conjunto de
propriedades distintas, antagbnicas em relacdo ao resto do genoma, tém sido
historicamente reconhecido para a heterocromatina em praticamente todos 0s
animais e espécies de plantas: (1) nivel de recombinacédo fortemente reduzido na
meiose, (2) baixa densidade de genes, (3) inativacdo em cis da expressao de
genes eucromaticos quando estes sao movidos a regides adjacentes a
heterocromatina devido a rearranjos cromossémicos, um fenbmeno denominado
efeito de posicéo variegacao; (4) replicacdo tardia durante a fase S; (5) inatividade
transcricional e (6) rigueza de sequéncias satélites altamente repetitivas e restos
de elementos transponiveis. Juntas, estas propriedades levaram a visualizacdo da
heterocromatina como um "deserto" ou um "cemitério" de funcbes genéticas.
Entretanto, nas ultimas trés décadas, estudos realizados principalmente em D.
melanogaster demonstraram que a heterocromatina desempenha na verdade,
papéis importantes em fun¢Bes celulares chaves, como a organizacdo de
cromossomos, bem como contém genes essenciais para a viabilidade e
fertilidade.

Sob a hipétese do DNA egoista, TEs se acumulariam na heterocromatina
porque ha menos genes nesta regido, ou seja, elementos inseridos sdo menos
propensos a serem deletérios. Sob a mesma hipotese, outra interpretacdo prevé
uma cadeia de eventos que comecga com a transposi¢cdo e que termina com o
acumulo na heterocromatina. O primeiro passo € a transposi¢cdo e consequente
aumento do numero de exemplares de elementos. Isto aumenta a probabilidade
de recombinacdo na meiose em sitios ndo-homélogos (recombinacéo ectopica),
que produz rearranjos cromossdmicos dando origem a gametas inviaveis. A agédo

da selecdo contra estes rearranjos fard com que estes TEs sejam abundantes na
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heterocromatina onde a recombinacdo é fortemente reduzida em comparacao
com a eucromatina. Sob o ponto de vista de ambas as interpretacdes
acumularem-se na heterocromatina seria consequéncia da selecdo contra os
efeitos deletérios na eucromatina trazidas pela instabilidade dos TEs quando
inseridos nesta (Dimitri & Junakovic, 1999).

Entretanto, a hipotese contraria ao DNA egoista também é bastante
difundida. Uma vez na heterocromatina, elementos podem adquirir um novo papel
e tornarem-se sujeitos a selecao positiva. Em D. melanogaster elementos Het-A e
TART mantém a integridade das extremidades cromossémicas (teldmeros)
(Pardue et al., 2005). Transcritos de diferentes TEs na heterocromatina podem ter
acao na repressao da transposicdo em células somaticas e na funcdo de genes
relacionados a fertilidade em Drosophila (revisdo em Dimitri, 1997). Sequéncias
reguladoras de TEs podem se tornar uma parte funcional de genes
heterocromaticos, similar aos casos deste tipo documentados na eucromatina
(McDonald, 1995). Sendo assim, a dindmica de acumulagédo dos TEs e os papéis
que eles podem adquirir dentro da heterocromatina esta em desacordo com a
visdo de que eles sdo abundantes nesta regido devido aos danos que causam.
Portanto, o acumulo de TEs na heterocromatina pode vir a ser um aspecto
relevante da interacdo evolutiva entre esses dois componentes do genoma

eucariético (revisdo em Dimitri & Junakovic, 1999; Biémont, 2010).

Elementos Transponiveis e Rearranjos cromossOmicos

Segundo Ashburner (1989), a existéncia de hotspots deve ser
consequéncia de uma falha estrutural nos cromossomos, ou de um agente capaz
de produzir trocas com acao preferencial sobre certos sitios cromossémicos.

H& dois possiveis mecanismos pelos quais rearranjos cromossdmicos
associados a TEs podem ocorrer: (1) indiretamente por recombinagdo homaloga,
ou (2) diretamente por um processo de transposicdo alternativo.

A acéo indireta dos TEs promove rearranjos cromossomicos mediante a presenca
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no genoma de mdltiplas cépias semelhantes, se ndo idénticas, entre as quais
trocas podem ocorrer. Estas trocas podem ocorrer por recombinacdo de
sequéncias homologas ou por meio de reparacao defeituosa das quebras em fitas
duplas formadas durante a excisdo do elemento transponivel, utilizando
sequéncias homologas ectdpicas como molde para reparar. Ja a acao direta dos
TEs na geracao de rearranjos cromossdmicos € um mecanismo que pode explicar
rearranjos nao causados por recombinacdo homodloga. TEs induzem rearranjos
cromossOmicos diretamente por uma versao alternativa da transposicao
tradicional, na qual a regido final dos TEs envolvidos é proveniente de elementos
distintos ao invés de um Uuanico elemento (revisdo em Gray, 2000). Este
mecanismo também é conhecido como transposicdo aberrante. Sendo assim,
dois TEs podem participar de um evento de transposi¢cdo aberrante, através do
qual um elemento hibrido formado pela regido 5 terminal de uma cépia e pela
regido 3’ terminal da outra cOpia se transpde para um novo sitio cromossémico. O
resultado deste processo € uma inversao flanqueada por duas copias de TEs em
orientacdo oposta acompanhada por delecbes ou duplicacbes que se
formaram-quando as cOpias originais foram inseridas em sitios cromossémicos
separados (Delprat et al., 2009).

Os estudos relacionados a associacao dos TEs com pontos de quebra para
rearranjos cromossdmicos no género Drosophila comecaram principalmente com
analises em linhagens que apresentavam disgenesia hibrida, as quais
apresentam altas frequéncias de prole inviavel, recombinacdo em machos,
mutacdes, aberragcbes cromossOmicas e distorcdo da razdo de transmissao
(Kidwell, 1977). A causa da disgenesia hibrida tem sido reportada a ativacao de
diversas familias de TEs, incluindo elementos P, | e hobo em D. melanogaster e
Penelope, Ulisses, Helena, Paris e Telemac em D. virilis (Kidwell, 2005).

Um trabalho classico envolvendo mobilizagéo de elemento transponivel em
uma linhagem disgénica foi o de Engels & Preston (1984). Neste, a analise
citologica e por hibridizacdo in situ de 746 rearranjos independentes gerados no
cromossomo X de cruzamentos entre linhagens 1, de D. melanogaster

demonstrou que o processo de formacdo de rearranjos envolve, em diferentes
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casos, 0 ganho, a perda ou a conservacao dos elementos P nos pontos de quebra
destes.

O envolvimento do elemento transponivel hobo com pontos de quebra para
inversoes foi estudado por Lim (1988) e por Lyttle & Haymer (1992). No primeiro
trabalho os autores encontraram a presenca do elemento hobo em 29 pontos de
quebra de 16 diferentes rearranjos detectados no cromossomo X designado Uc
de D. melanogaster. Este cromossomo apresenta instabilidades sitio-especificas
peculiares e também a capacidade de formar rearranjos idénticos de maneira
recorrente. Os autores inferiram que todos os rearranjos podem ser explicados
por pareamento intracromossémico e posterior troca entre as copias do elemento
hobo. Também que as coOpias preexistentes do elemento em orientacdo direta
mediam delec¢des, enquanto que as coOpias em orientacdo invertida mediam
inversdes. O segundo trabalho analisou quatro inversbes paracéntricas
endémicas de D. melanogaster das ilhas Hawaii e Oahu: In(2R)Df891,
In(2R)Df892, In(2R)Ko877. O elemento hobo estava presente nos, ou muito
préximo aos pontos de quebra de trés destas inversdes. A inversao SD Kon871
apresentou sitio de insercdo do elemento hobo em apenas um de seus pontos de
qguebra. Eventuais inversdes cosmopolitas também presentes nas linhagens
destas ilhas ndo apresentaram associacao entre o elemento hobo e seus pontos
de quebra. Este trabalho foi de grande importancia, pois foi o primeiro a buscar
associacdo de TEs com pontos de quebra de inversdes ocorrendo na natureza.

Em vista das poucas informacdes sobre a associacdo dos TEs com
inversdes ocorrendo em populacdes naturais, Regner et al. (1996) analisaram
duas linhagens de D. willistoni: WIP-11A, uma subcultura de uma populacao
mantida ha muito tempo no laboratorio (WIP-4 Salvador/Bahia, ja bastante
endocruzada e praticamente monomorfica) e estabelecida aproximadamente trés
anos antes do trabalho, e 17A2 (Guaiba/Rio Grande do Sul) uma populagdo que
havia sido recentemente coletada e que apresentava polimorfismo consideravel,
com a proposta de identificar os sitios de inser¢do cromossomal de elementos P e
verificar sua correspondéncia com o0s pontos de quebras das inversfes. Através
de andlises de hibridizacdo in situ, os autores verificaram uma consideravel

diferenca na distribuicdo gendmica de elementos P nas linhagens. Enquanto em
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WIP-11A as sequéncias homodlogas ficaram praticamente confinadas a
heterocromatina centromérica, 17A2 mostrou sitios de insercdo na eucromatina.
Foram encontrados 24 sitios de insercdo de elementos P em 17A2 e quando
comparados com os pontos de quebras de inversbes segregantes descritas para
populacbes naturais da espécie, 15 correspondiam. Em 10 destes casos houve
absoluta coincidéncia entre sitios de insercdo de elementos P e pontos de quebra
de rearranjos; nos outros cinco casos, eles estavam marcando, aparentemente,
uma banda cromosdmica antes ou depois do ponto de quebra (Figura 4).

Apesar das crescentes evidéncias do envolvimento dos TEs com pontos de
quebra para inversdes, o verdadeiro papel que estes elementos exercem na
geracdo destes polimorfismos permanece pouco esclarecido, sendo o
conhecimento na area baseado em evidéncias indiretas. Este quadro comecou a
mudar apds o trabalho de Caceres et al. (1999), que mostrou que a formacao de
uma inversao bastante comum em D. buzzatii era devida a um TE isolado nesta

espécie, chamado de Galileo pelos autores.

Transposon Galileo: agente causador de rearranjos cromossdmicos em

populacdes naturais de Drosophila

O trabalho de Caceres et al. (1999) apresentou uma prova sem
precedentes sobre a geracdo de uma inversdo devido a um TE em D. buzzatii, a
qual pertence ao grupo repleta do subgénero Drosophila. Dois arranjos
cromossOmicos sédo geralmente observados em D. buzzatii: 0 arranjo padrao (2st)
e 0 arranjo 2j, que se originou de 2st pela inverséo 2j. Para a analise dos pontos
de quebra da inverséo 2j, estes foram clonados e sequenciados. Primeiramente, a
regido proximal do ponto de quebra do cromossomo (denominada CD) foi obtida
de uma linhagem homozigota para o arranjo 2st (st-1). Apés, os pontos de quebra

das regides proximal e distal no cromossomo 2j (BD e AC respectivamente) foram
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Figura 4. Fotomapa dos cromossomos politénicos de Drosophila willistoni

subdividido de acordo com Dobzhansky (1950). Setas acima de cada

cromossomo representam os 24 sitios de inser¢cdo de elementos P detectados
Setas abaixo de cada cromossomo representam o0s pontos de quebra de
inversdes coincidindo com sitios P (distinguidas por pontos) ou sendo localizadas
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perto delas (menos de uma banda politénica de distancia). Letras designam 0s
nomes das inversdes. Extraido de Regner et al. (1996).

isolados de uma linhagem homozigota para o arranjo 2j (j-1). Com isto, a regiao
proximal do ponto de quebra do cromossomo 2st (AB) foi obtida da linhagem st-1.

O alinhamento das sequéncias AB e CD em st-1 (perfazendo 2086
nucleotideos) com AC e BD em 2j (com 8668 nucleotideos) mostraram que ha
grandes insercdes presentes em ambos os pontos de quebra da inverséo 2j que
nao estao presentes no arranjo 2st. A insercédo entre A e C possui 392 pb com
longas TIRs de 106 pb. A insercédo entre B e D apresenta 4319 pb, com uma
estrutura interna complexa, incluindo TIRs como aquelas da insercdo AC de 106 e
47 pb; esta ultima correspondendo ao comeco de uma repeticdo da ITR de 106
pb. Os 180 pb centrais da insercdo AC e da sequéncia BD que segue a ITR
proximal apresentaram 95% de homologia; porém, estdo em direcées opostas. As
sequéncias flanqueadoras de cada insercdo possuem 7 pb e assemelham-se a
sitios alvos duplicados que foram produzidos durante o evento de insercao.
Entretanto, os sitios alvos duplicados sédo separados e invertidos, o que sugere
fortemente que a inversdo 2] gerou-se por pareamento intracromossomal e
recombinacdo entre as duas sequéncias homélogas inseridas em sitios distantes
em orientacdes opostas. Segundo os autores, apesar de a estrutura original
destas insercdes ainda ndo ser precisamente conhecida, pode-se considerar que
elas eram homologas em aproximadamente 274 pb e mesmo sendo relativamente
pequenas, parecem ser longas o suficiente para sustentar uma recombinacao
ectdpica em Drosophila (Figura 5).

A duplicacéo da sequéncia de 7 pb sobre a insercao, a presenca de TIRs, e
0 padrdo de hibridizacdo in situ moderadamente repetitivo, identificam as
insercbes dos pontos de quebra como copias de um TE de classe I, o qual foi
denominado Galileo. Foi encontrada também variacdo no namero de sinais de
hibridizacdo in situ e nas suas localizagbes no cromossomo, 0 que sugere uma
recente atividade transposicional desse TE. A insercdo AC é provavelmente uma
copia defectiva, mas que retém as sequéncias terminais necessarias para a

transposicao.
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Figura 5: Modelo para a geracao da inversdo 2j. Primeiramente, duas sequéncias
homélogas inseriram-se entre a sequéncias A e B e as sequéncias C e D de um
cromossomo 2st, gerando duplicacdes diretas de 7 nucleotideos (sequéncias nos
quadrados). Depois, recombinacdo ectopica entre sequéncias homodlogas em
orientacdo oposta geraram a inversdo. Como resultado desse processo,
duplicacdes do sitio alvo foram trocadas entre as insercdes e adquiriram sua
orientacdo atual em cromossomos 2j, com cada insercdo flanqueada por seu
original sitio alvo e o sitio alvo invertido de outro elemento. Linhas tracejadas
referem-se as sequéncias ndo desenhadas em escala real. Extraido de Caceres
et al. (1999).

A copia encontrada entre B e D pode ter degenerado parcialmente, mas
contém regides de leitura abertas (ORFs) que poderiam codificar uma proteina
envolvida na transposicdo. A ORF maior prediz uma sequéncia de 172
aminoacidos apresentando 32% de identidade com a ORF maior do elemento
Gandalf de D. koepferae, uma espécie criptica de D. buzzatii.

Ainda no mesmo estudo, os pontos de quebra de linhagens 2st e 2j de D.
buzzatii de diferentes origens tiveram seus produtos de PCR amplificados e
sequenciados. O sequenciamento de 521 pb das regides A, B, C e D em trés
linhagens 2st e em cinco linhagens de 2j mostrou uma diversidade nucleotidica de
0 e 0,0279 para 2st e 2] respectivamente. J& o sequenciamento de 800 pb das

insercbes do elemento Galileo nas linhagens 2j mostrou uma diversidade
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nucleotidica de 0,0053. Isso indica que todos o0s arranjos 2j possuem uma origem
monofilética.

Dando continuidade aos estudos para maior conhecimento do
envolvimento do transposon Galileo e seu envolvimento com a geracdo da
inversao 2j em D. buzzatii, Caceres et al. (2001), através de analises por Southern
blot, PCR e sequenciamento dos pontos de quebra em nove linhagens com o
arranjo 2st e 30 linhagens com o arranjo 2j encontraram um extraordinario grau
de reestruturacdo nesses pontos. Nas linhagens portando o arranjo 2st, nenhuma
variacao estrutural foi encontrada. Southern blots com sondas AB e CD revelaram
as mesmas bandas com 1,7K kb e 5,4 kb respectivamente, correspondendo aos
pontos de quebra distal e proximal de 2j. Amplificacbes por PCR também nao
mostraram variacao nas linhagens 2st.

Em relacdo as linhagens portando o arranjo 2j, resultados contrastantes
foram encontrados. Analises por Southern blot foram primeiramente feitas
utilizando a enzima de restricdo Pstl e hibridizagdo com uma sonda CD. Com isto,
duas bandas foram observadas, as quais correspondiam aos pontos de quebra
distal e proximal, bem como mais 11 bandas de diferentes tamanhos
correspondentes ao ponto de quebra proximal e seis bandas correspondentes ao
ponto de quebra distal. Posteriormente, foram utilizadas as enzimas de restricdo
Clal, Dral, EcoRlI, EcoRV, Hindlll, Sall e Xbal e hibridizacdo com sondas AB e
CD. Isto resultou na identificacdo de nove principais tipos estruturais no ponto de
quebra proximal e seis no ponto de quebra distal. As andlises por PCR
confirmaram os resultados obtidos nas hibridizacbes por Southern blot. Apos o
sequenciamento de todas as bandas encontradas pelas técnicas empregadas, 0s
autores inferiram a estrutura presente nos pontos de quebra da inverséo 2j das 30
linhagens estudadas. No geral, 10 tipos estruturais diferentes foram encontrados
no ponto de quebra proximal (BD) e sete no ponto de quebra distal (AC), dos
quais a maior parte diferia por mudancas relativamente simples, tais como,
insergdes e delecdes.

De posse destas informacdes, os autores foram capazes de postular uma
sequéncia plausivel de mudancas evolutivas entre as estruturas encontradas nos

pontos de quebra (Figura 6).
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Nos pontos de quebra da inverséo 2j, além das insercdes originais do TEs
Galileo-1 e Galileo-2, as quais sao implicadas na propria origem da inversao 2j, ha
também mais duas coépias inseridas, TE Galileo-3 e TE Galileo-4. Estas ultimas
coOpias sdo basicamente compostas de longas TIRs, com uma regido central
relativamente pequena e heterogénea que parece ndo codificar alguma proteina
envolvida na sua transposicdo. Outras cinco insercdes correspondentes a TEs
também correspondem aos TEs Kepler e Newton, os quais compartilham muitas
caracteristicas com o TE Galileo, sugerindo que todos pertencam a mesma
familia. Foram encontradas ainda, sete insercdes correspondentes a quatro TEs
que foram denominados como transposons de D. buzzatii (BuTs) e outras cinco
insercdes que ndo apresentaram homologia com nenhuma familia de TEs
conhecida.

Além das 22 insercBes de TEs, outros tipos de rearranjos genéticos foram
encontrados nos pontos de quebra da inversédo 2j, incluindo 13 dele¢cbes, uma
duplicacdo e uma inversdo. Os autores inferiram que a maior probabilidade € de
gue todos estes eventos tenham ocorrido apés a entrada dos TEs Galileo-1 e
Galileo-2. Estes achados, somados ao fato de que as diferentes estruturas
encontradas nos pontos de quebra da inversao 2j das linhagens analisadas foram
geradas a partir de um ancestral comum em um periodo de tempo de
aproximadamente 84 mil anos, qualificam os pontos de quebra da inversédo 2j
como hotspots.

O mesmo trabalho analisou ainda o tempo de origem da inversao 2j através
das variacdes nucleotidicas fixadas entre os cromossomos portando 0s arranjos
2st e 2) em comparagao com Drosophila martensis (grupo externo). O tempo de
origem estimado foi de aproximadamente um milhdo de anos, o que é consistente
com a sua ampla distribuicao.

O estudo dos pontos de quebra de outra inversao ocorrente em D. buzzatii
forneceu outro exemplo da ag¢ao do elemento Galileo como agente causador de
rearranjo cromossémico. Casals et al. (2003) analisaram os pontos de quebra da
inversdo 2q’, a qual difere da invers&o 2j por ser mais proximal, com um ponto de
guebra muito préximo ao centrébmero; por nao ter se originado de um arranjo 2st,

e sim de um arranjo 2j; por ter uma distribuicdo geografica mais restrita e menor
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frequéncia, indicando origem mais recente. Do sequenciamento dos pontos de
quebra da inversdo 2q’ em uma linhagem portando o arranjo 2j (a qual deu origem
ao arranjo 2q7) foram obtidos 2.993 pb e 3.095 pb dos pontos de quebra AB e CD
respectivamente. J4 da linhagem portando o arranjo 2q’ foram obtidos 4.695 pb e
6.751 pb dos pontos de quebra AC e BD respectivamente. Isto permitiu a
comparacao dos pontos de quebra em cromossomos néo invertidos e invertidos e
assim determinar os limites precisos do segmento invertido e identificar
sequéncias repetitivas inseridas nas juncdes AC e BD. Como resultado, grandes
insercdes foram encontradas nos pontos de quebra AC e BD do cromossomo 2q’.
No ponto de quebra distal (AC) havia uma insercéo de 1,8 kb na juncdo A-C, a
qual consistia de uma copia truncada de um elemento BuT5 e um elemento
Galileo (Galileo-10); e uma insercdo de 387 pb em A, a qual correspondia a uma
sequéncia desconhecida, mas que mostrou todas as caracteristicas de um
transposon e foi designado como BuT®6.

Ja no ponto de quebra proximal (BD) havia duas insercdes de 2,4 e 3 kb
separadas por somente 11 pb (CTTGTTCCCAG), correspondendo aos 11
primeiros nucleotideos da sequéncia de D. A primeira inser¢do consistia de trés
cOpias parciais e uma cépia completa do elemento BuT5, uma copia do elemento
Kepler-5, e duas pequenas sequéncias correspondentes ao término do elemento
Galileo (Galileo-11). A segunda insercédo continha uma longa copia do elemento
Galileo (Galileo-12). A localizacdo das insercdes de 1,8 kb (TE Galileo-10) e 2,4
kb (TE Galileo-11) em orientagéo direta nas jungées A-C e B-D respectivamente,
implica no envolvimento destas com a origem da inversdo 2q’. As outras duas
insercdes nos pontos de quebra ndo estdo diretamente envolvidas na geracao da

inversdo e foram igualmente causadas por inser¢des secundarias de TEs.



44

jr4

i

iq-2

Hyp-D1

i

TTOM

Hyp-D2

10

19

Figura 6: Representacdo esquematica das estruturas encontradas nos pontos de
quebra proximal (A) e distal (B) da inversdo 2j em 30 linhagens. Linhas cheias
representam as sequéncias de cépia Unica A, B, C, D. TEs estédo representados
por quadrados coloridos com pontas finais correspondentes as TIRs. Insercdes e
delecbes sdo delimitadas por linhas verdes e vermelhas, respectivamente, e sédo
nomeadas de i a d, seguido por um numero. Sitios alvos duplicados flanqueando
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as insercbes sdo mostrados acima delas. Linhas azuis indicam a inversao de um
segmento interno. Setas abaixo dos diagramas informam a orientacdo de alguns
segmentos homologos. Os fragmentos sequenciados em cada estrutura estéo
dentro de retangulos claros. Hyp sdo estruturas hipotéticas ndo encontradas nas
linhagens 2] analisadas. Pequenas setas pretas indicam os primers de PCR
utilizados no estudo. Modificado de Céaceres et al. (2001)

Dentre os TEs inseridos, 0 elemento Galileo € o mais provavel indutor da
inversdo 2q’ através de recombinacdo ectépica. De acordo com Céaceres et al.
(2001), o elemento Galileo duplica sete nucleotideos de seus sitios alvos ao se
inserir. Sendo assim, se o0 elemento Galileo originou a inversdo 2gq7, os 7 pb
flanqueando o elemento Galileo-10 na regido C devem ser a versao invertida e
complementar da sequéncia de 7 pb flanqueando o elemento Galileo-11 na regido
D. De fato, esta foi a situacdo encontrada nas andlises. Houve também a
ocorréncia de uma evidéncia adicional que forneceu suporte para a geragado da
inversdo 2q’ devido & recombinacdo ectépica entre duas cépias do elemento
Galileo. O TE Galileo-10 parece ser um elemento quimérico que provavelmente
foi gerado por recombinacao entre duas copias levemente diferentes deste TE.
Através da comparacdo das TIRs de ambas as extremidades do elemento
Galileo-10 com as do elemento Galileo-12 e com as outras copias do elemento
Galileo j& anteriormente descritas, TE Galileo-3 e TE Galileo-4 (Céaceres et al.,
2001), foi encontrado alto grau de divergéncia em relacdo as TIRs das demais
cOpias, o que foi um resultado inesperado, jA que as TIRs do mesmo elemento
sempre apresentam muito menos divergéncia entre si do que entre elementos
diferentes. No caso do elemento Galileo-10, o padrdo de divergéncia foi
semelhante ao observado entre TIRs de diferentes elementos e seis vezes mais
divergente quanto as TIRs pertencentes ao mesmo elemento.

Embora as diferencas entre as duas TIRs do elemento Galileo-10 possam
ter surgido por mutacdo, a taxa de mutacdo deve ser excessivamente elevada
para explicar tal nivel de divergéncia. Assim, a provavel natureza quimérica do
elemento Galileo-10 fornece outro suporte para o modelo de recombinacao
ectopica.

A datacdo dessa inversao também foi analisada utilizando a divergéncia

nucleotidica entre os pontos de quebra nos cromossomos invertidos e nao
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invertidos comparados com a divergéncia entre D. buzzatii e D. koepferae. Esta
andlise estimou a idade da inversdo 2q7 como sendo 490 mil anos (Casals et
al.2003).

No estudo de Casals et al. (2005) foram analisadas 14 copias do elemento
Galileo, seis do elemento Kepler e trés do elemento Newton em 23 linhagens de
D. buzzatii (Figura 7) na tentativa de caracterizar molecularmente estes trés
elementos foldback. As copias do elemento Galileo variaram de 20 a 2340 pb em
tamanho. O dominio mais externo de suas IRs (IR-FD) contem 479 pb, os quais
foram conservados em todas as cépias. Esta regido é seguida por até trés
repeticbes imperfeitas in tandem de 136 pb com identidade média entre as copias
de 91%, mais uma repeticdo incompleta de 43 pb (IR-OD). Tipicamente ha duas
ou trés repeticdes por IR, sendo que este niumero difere entre ambos os lados do
elemento. O dominio interno da IR (IR-ID) é extremamente heterogéneo em
comprimento e na composi¢cdo da sequéncia, sendo caracterizado por um alto
conteudo de AT (mais de 75%). Muitos dos elementos também apresentam uma
regido central de 81 a 158 pb que nao tem sido encontrada como fazendo parte
das IRs, podendo assim ser considerada como o dominio M.

Os TEs Kepler e Newton mostraram uma identidade nucleotidica de 90% e
diferem do elemento Galileo por aparentemente possuirem apenas os dominios
IR-FD e M, mas nao as repeticdes in tandem (IR-OD) nem o dominio IR-ID. As
IRs dos trés elementos apresentaram alto grau de homologia nas suas
sequéncias, sendo que em média os primeiros 600 pb do elemento Galileo (IR-FD
e uma parte da primeira repeticdo in tandem), do elemento Kepler (IR-FD e a
maior parte da regido M) e do elemento Newton (IR-FD) apresentam 73% de
homologia. Outra caracteristica também compartilhada entre os trés elementos é
a duplicacdo dos sitios alvos durante a insercdo. Comparacdes entre as 19
sequéncias flanqueadores destes elementos sugerem que seu sitio preferencial
de insercdo corresponde a uma sequéncia consenso de 7 pb
(GisT16a10010T15A18Co). INteressantemente, esta sequéncia € palindromica e as
primeiras duas bases de cada lado sdo complementares as extremidades dos
elementos (CA...TG) (Casals et al., 2005).
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Figura 7: Representacdo esquematica das variantes de elemento transopnivel
Galileo (A), Elemento Kepler (B) e Elemento Newton caracterizadas em D.
buzzatii. Extraido de Casals et al. (2005).

As copias dos trés elementos caracterizados em D. buzzatii ndo mostraram
qualquer evidéncia de capacidade de codificacdo, nem ORFs com homologia a
uma proteina conhecida.

As relagbes filogenéticas entre os TEs Galileo, Kepler e Newton foram
determinadas através das comparacOes das IRs (totalizando aproximadamente
250 pb). Somente os elementos que continham ambas as IRs completas foram
incluidos na andlise, sendo entdo consideradas independentemente. A arvore
contruida mostrou dois clados altamente divergentes, um incluindo as cépias do
elemento Galileo e outro incluindo as copias dos elementos Kepler e Newton
(Casals et al., 2005).
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A distribuicdo cromossdmica dos trés TEs também foi analisada, incluindo
outras 10 espécies do complexo buzzatii de Drosophila e duas outras espécies do
grupo repleta. De uma forma geral, os elementos Galileo, Kepler e Newton n&o se
distribuem aleatoriamente e tendem a se acumular na regido proximal dos
Cromossomos e no cromossomo pontual em todas as espécies do complexo. Os
autores apontam que este padrao é consistente a acao da taxa de recombinacao
em determinar a distribuicdo dos TEs nos genomas (Casals et al., 2005).

As idades dos TEs Galileo, Kepler e Newton foram estimadas através de
sua presenca em outras espécies filogenéticamente relacionadas. Estas
comparacdes, somadas ao padrdo de distribuicdo interespecifico destes
elementos visualizados nos cromossomos, sugerem que eles estavam presentes
antes da radiacao do complexo buzzatii, sendo transmitidos verticalmente durante
0s eventos de especiacao subsequentes (Casals et al., 2005).

Marzo et al. (2008) realizaram buscas in silico de sequéncias similares ao
elemento Galileo no genoma das 12 espécies de Drosophila disponiveis (Clark et
al., 2007) e encontraram um padrdo mais amplo de distribuicdo no género do que
anteriormente esperado. Primeiramente, através de inumeras PCRs, os autores
isolaram a maior cépia do elemento Galileo em D. buzzatii, a qual possuia 5.406
pb, com TIRs de 1.229 pb, e um intronless de 2.738 pb que codifica uma proteina
de 912 aminoacidos. Apds, umabusca utilizando BLASTX revelou significante
similaridade da Tpase do elemento Galileo em D. buzzatii com a dos elementos P
e 1360 em D. melanogaster.

A analise da distribuicdo dos elementos Galileo e 1360 nos genomas
sequenciados de Drosophila encontrou a presenca sequéncias similares ao
elemento Galileo também em D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D.
willistoni, D. virilis e D. mojavensis. J& sequéncias similares ao elemento 1360
estavam presentes em D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia, D. yakuba, D.
erecta (todas do subgrupo melanogaster); e também em D. pseudoobscura, D.
persimilis e D. virilis.

A caracterizacdo das coOpias mais completas do elemento Galileo nos
genomas feita por Marzo et al. (2008), encontrou desde cépias com 4.386 pb em

D. willistoni a com 5.989 em D. mojavensis. Todas as coOpias encontradas (46
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copias) possuiam uma ou duas TIRs longas similares as de D. buzzatii e nove
eram flanqueadas por 7 pb pertencentes a duplicacdo do sitio alvo. Entretanto,
nenhuma destas coépias apresentavam uma ORF codificando uma Tpase
totalmente funcional. Ja a caracterizacdo das copias menores e defectivas do
elemento Galileo nos genomas, levou ao encontro de mais de 100 cOpias em
cada uma das seis espécies, sendo que em D. willistoni foi encontrado o numero
méaximo (495 copias). Das 109 variantes defectivas do elemento Galileo
encontradas, todas apresentavam duas longas TIRs separadas por um segmento
médio relativamente curto e 97 destas variantes mostraram duplicacbes do sitio
alvo de 7 pb. As analises da duplicacéo do sitio alvo em ambos os tipos de cépias
(longas e defectivas) semelhantes ao elemento Galileo apresentaram como
consenso a sequéncia GTANTAC.

A estimativa do tempo decorrido desde a mais recente atividade
transposicional do elemento Galileo foi medida através da divergéncia média
entre as copias defectivas de cada espécie. Em D. ananassae, a divergéncia
média entre 20 copias foi 2,8%, o0 que implica um tempo de divergéncia de 1,8
milhdes de anos. No entanto, provas para eventos de transposicdo mais recentes
foram encontradas em um subgrupo de 13 cépias mostrando uma variacdo média
de 0,36%, equivalente a um tempo de divergéncia de apenas 225 mil anos. Para
D. pseudoobscura, D. persimilis e D. willistoni foram encontrados subgrupos com
1% de divergéncia média (600 mil anos) Em D. virilis, a analise de 13 copias
defectivas mostrou dois grupos altamente divergentes, os quais foram
denominados A e B. Cépias dentro de cada grupo foram alinhadas e analisadas
separadamente. A divergéncia média nos grupos A e B foram de 4,6 e 5,7%,
implicando em tempos de divergéncia de 2,9 e 3,6 milhdes de anos
respectivamente. Em D. mojavensis, analises de 20 coOpias defectivas revelou
a presenca de quatro grupos bem definidos, denominados C-F. Grupos de C a F
apresentaram divergencias médias entre 2,2%, 2,3%, 2,4% e 8,9%,
correspondendo um tempo de divergéncia entre 1,4 a 5,5 milhdes de anos. Os
diferentes grupos encontrados em D. virilis e D. mojavensis representam invasdes

relativamente antigas nestes genomas (Marzo et al., 2008).
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A analise filogenética entre a Tpase dos TEs Galileo, 1360 e P apresentou
uma origem monofilética para os trés elementos, indicando assim que o elemento
Galileo pertence a superfamilia P de transposons de DNA.

J& a analise filogenética considerando a sequéncia da transposase dos
elementos Galileo em sete espécies do género Drosophila neste estudo (Marzo et
al., 2008) mostrou-se claramente inconsistente com a filogenia das espécies
(Clark et al., 2007; Bhutkar et al., 2008). Os elementos de D. willistoni e D. virilis,
pertencentes a  subgéneros diferentes (Sophophora e  Drosophila
respectivamente) sdo muito proximos um do outro. Da mesma forma, o0s
elementos Galileo de D. mojavensis e D. buzzatii (subgénero Drosophila) sé&o
mais relacionados aos de D. ananassae, D. pseudoobscura e D. persimilis
(subgénero Sophophora) do que aos de D. virilis, uma espécie do mesmo
subgénero. Existem duas possiveis explicacbes para essas disparidades
topoldgicas: lineage sorting e transferéncia horizontal. Lineage sorting refere-se a
diversificacao vertical de linhagens de TEs e suas perdas diferenciais ao longo
dos ramos da arvore das espécies. Transferéncia horizontal € o processo de
invasdo de um novo genoma por um TE, o qual é um evento comum entre 0S
transposons e é considerada como uma fase integrante do ciclo de vida de um
transposon que permite a sobrevivéncia a longo prazo. No entanto, as evidéncias
disponiveis para transferéncia horizontal do elemento Galileo entre as diferentes
espécies do género nao sdo convincentes, e lineage sorting deve ser considerada
como a mais provavel explicacdo (Marzo et al., 2008).

Ainda para aumentar a compreensdo dos mecanismos subjacentes a
geracédo de inversbes em Drosophila ocorrentes na natureza, Delprat et al. (2009)
isolaram e caracterizaram os pontos de quebra de uma outra inversao polimérfica
em D. buzzatii, 2z°. Essa inversdo originou-se de um cromossomo portando a
inversdo 2j, dando origem ao arranjo 2jz°. O segmento 2z° abrange cerca de um
terco do cromossomo 2 (11 Mb) e se sobrepde a inversdo 2j de modo que as
duas inversdes ndo podem ser separadas por recombinagcdo. Assim, trés arranjos
no cromossomo 2 sao comumente encontrados em populacdes naturais de D.

buzzatii: 2-padréo (2st), 2j e 2jz°. O arranjo 2jz° apresenta uma ampla distribuicdo
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geografica e esta presente em popula¢des naturais da Argentina, sul do Brasil,
Chile e Velho Mundo.

Delprat et al. (2009) propdem uma classificagdo para os trés TEs tipo
foldback encontrados em D. buzzatii: Galileo, Kepler e Newton. Devido ao alto
grau de similaridade nucleotidica encontrada entre suas TIRs, bem como a
geracdo de uma duplicacdo 7 pb dos seus sitios alvos com a mesma sequéncia
consenso, 0 que sugere que eles sdo mobilizados pela mesma transposase, estes
TEs poderiam ser considerados como diferentes subfamilias do elemento Galileo,
sendo denominados GalileoG (TE Galileo), GalileoN (TE Newton) e GalileoK (TE
Kepler).

Seguindo as analises anteriores de pontos de quebra de inversdes
(Caceres et al., 1999; Casals et al., 2003), os pontos de quebra distal e proximal
foram denominados AB e CD em cromossomos néo invertidos e AC e BD em
cromossomos invertidos. Foram sequenciados no total 4.067 pb e 12.520 pb dos
pontos de quebra distal (AC) e proximal (BD) respectivamente, em uma linhagem
portando a inversdo 2z°. A comparacdo destas sequéncias com os pontos de
quebra de linhagens sem a inversao permitiu a localizacdo precisa dos pontos de
quebra. Inser¢des relativamente grandes foram encontradas em AC (2.870 pb) e
BD (4.786 pb) que nao estavam presentes nas jungbes AB e CD dos
cromossomos n&o invertidos. A insergdo de 2.870 pb era composta de uma cépia
do elemento GalileoN (TE GalileoN-4), com duas outras inser¢des agrupadas:
uma copia do elemento BuUT5 flanqueada por uma duplicacdo do sitio alvo de 8
pb, e uma copia de um elemento tipo LINE com 261 pb. Esta dltima coépia
aparentemente ndo apresenta nenhuma ORF e nenhuma homologia significante
com elementos ja descritos. Sendo assim, esta insercéo foi classificada como um
elemento parcial tipo LINE devido a presenca de uma cauda poli-A de 41 pb de
comprimento e duas TSDs de 13 pb. A inser¢céo de 4.786 pb na juncdo BD inclui
também uma coépia do elemento GalileoN (TE GalileoN-5) com outras duas
insercbes de TEs agrupados: uma copia do elemento BuT4 flanqueada por TSDs
de 8 pb e uma cépia do element BuT3 flanqueada também por TSDs de 8 pb. As
duas coépias do elemento GalileoN inseridas nos pontos de quebra (TE GalileoN-

4 e TE GalileoN-5) apresentam TIRs relativamente longas e sao muito
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semelhantes aos exemplares da subfamilia do TE Newton anteriormente descrito
em D. buzzatii. ApGs a insercdo, o elemento Galileo gera TSDs de 7 pb com uma
sequéncia consenso GTAGTAC. A sequéncia de 7 pb que acompanha o
elemento GalileoN-4 na regido C (GTAGTAC) € a versao inversa e complementar
a sequéncia de 7 pb que acompanha o elemento GalileoN-5 na regido D
(GTACTAC). Da mesma forma, a sequéncia de 7 pb flanqueando o elemento
GalileoN-4 na regido A (GTACTAT) é a versao invertida e complementar da
regido flanqueadora do elemento GalileoN-5 na regido B (ATAGTAC). Apenas
uma unica coOpia da sequéncia de 7 pb GTACTAT esta presente no ponto de
quebra distal (AB) e uma copia da sequéncia alvo GTACTAC é encontrada no
ponto de quebra proximal (CD) nos cromossomos nao invertidos. Este padréo de
TDSs trocado € consistente com a acdo de recombinacdo ectépica como
geradora da inverséo 2z° (Delprat et al., 2009).

Varias insercfes de outros TEs foram encontradas nas regides de pontos
de quebra no cromossomo com a inversdo 2z° que ndo estavam presentes em
cromossomos nao invertidos. Surpreendentemente, apenas o elemento GalileoN
estava presente nos dois pontos de quebra (AC e BD). Este fato, somado ao
padrdao de complementaridade entre as TSDs destes elementos e a orientacao
em posicdo oposta da regido central das duas copias indicam que o elemento
GalileoN é o elemento responsavel pela geracdo da inversdo 2z° (Delprat et al.,
2009).

O envolvimento de elementos Galileo na origem de trés inversdes
polimorficas em D. buzzatii forneceu, pois, novas perspectivas para o estudo das
origens de inversbes em Drosophila e por extensdo, de outros organismos. A
deteccdo de cOpias quiméricas, conforme encontrado por Marzo et al. (2008), no
genoma de D. mojavensis, D. pseudoobscura e D. willistoni indica queo elemento
Galileo também pode estar envolvido na origem de inversdes em outras espécies
do género Drosophila. Sendo assim, um promissor caminho espera os estudos
dos pontos de quebra de inversdes em diferentes espécies, facilitado pelo
sequenciamento dos genomas e ferramentas de detec¢do e andlises cada vez

mais aprimoradas.
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OBJETIVOS

- Objetivo geral

Analisar, por hibridizagao in situ, a presenca e a localizagdo cromossémica
do elemento transponivel Galileo nos nucleos politénicos de individuos de
populacdes naturais de Drosophila willistoni, em paralelo com o registro de seu
polimorfismo cromossdmico para inversdes paracéntricas, na tentativa de se obter
pistas para o estabelecimento de uma relacdo de causa e efeito entre insercédo do
elemento transponivel Galileo e pontos de quebra de inversdes. A partir desta
primeira abordagem, um amplo caminho podera se abrir para o entendimento da

dindmica dos genomas.
- Objetivos especificos

- Estabelecer a coincidéncia dos sitios de insercdo do elemento
transponivel Galileo com os do elemento P, a fim de encontrar associa¢gfes entre

diferentes elementos transponiveis nos mesmos sitios cromossémicos;

- Analisar, sob o ponto de vista evolutivo, o quadro obtido com as analises
dos sitios de inser¢cdes do elemento transponivel Galileo nos cromossomos

politénicos de Drosophila willistoni.
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Resumo

O presente estudo analisou a presenca do transposon Galileo nos
cromossomos politénicos de trés linhagens oriundas de locais distintos da
distribuicdo geografica de Drosophila willistoni. Para tal, realizou-se a técnica de
hibridizagao in situ nos cromossomos politénicos de glandulas salivares, utilizando
como sonda um fragmento do elemento transponivel Galileo de 2441 pb obtido da
linhagem Gd-H4-1 de D. willistoni utilizada no sequenciamento,e que néo
engloba suas TIRs. Foram encontrados 100 sitios de inser¢cdo do elemento
transponivel Galileo ao longo de todos os cromossomos da espécie. Destes sitios,
20 coincidem com pontos de quebra de inversbes paracéntricas descritas e dois
coincidem com pontos de quebra de uma rara inversao pericéntrica. O padréao de
distribuicdo dos sitios de insercdo do elemento transponivel Galileo foi
semelhante nas trés linhagens estudadas. Associacdes estatisticamente
significativas entre sitios de inser¢cdes do elemento transponivel Galileo com
pontos de quebra de inversGes foram encontradas nos bragos cromossomicos
XR, IIL e lll. Sinais de hibridizacbes também ocorreram nos cromocentros. O
padrdo preservado da distribuicdo do elemento transponivel Galileo, bem como a
sua presenca nos cromocentros de linhagens geograficamente distantes, indica
gue Galileo € um TE relativamente antigo no genoma de D. willistoni. Sendo
assim, ou o elemento transponivel Galileo invadiu mais de uma vez o genoma da
espécie, ou este elemento uma vez que se inseriu se manteve ativo por bastante
tempo. Ambas explicariam a consideravel quantidade de sitios de insergdo
visiveis nos bragos cromossomicos, considerando apenas as copias mais

completas.
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Abstract

We analyzed the presence and the polytene chromosomal insertion sites of
the Galileo transposable element in three strains of Drosophila willistoni from
different geographical origins. For this, we used in situ hybridization of polytene
chromosomes in the salivary glands, using as a probe a 2441pb fragment, without
the TIRs, of Galileo transposable element obtained of the Gd-H4-1 sequenced
strain of D. willistoni. We found 100 insertion sites of Galileo transposable
element along all the chromosomal arms of Drosophila willistoni. Twenty of these
sites coincided with breaking points of paracentric inversions and two with those of
a rare pericentric inversion. The pattern of distribution of the insertion sites of
Galileo transposable element was similar in all the three strains. Significant
associations between insertion sites of the Galileo transposable element and
inversion breaking points were found in the chromosomal arms XR, IIL and IIl.
Signals of hybridization were also detected in the chromocenters of all the strains.
The conserved pattern of the Galileo transposable element distribution, as well as
its presence in the chromocenters of geographically distant strains, suggests that
the Galileo transposable element is an ancient TE in the genome of Drosophila
willistoni. Therefore, either Galileo transposable element invaded the genome of
D. willistoni several times, or this element, after the first invasion, remained itself
active for a long time, Both alternatives can explain the high quantity of insertion
sites detectable in the euchromatic chromosomal arms, considering only the more

complete copies of the Galileo transposable element.
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Introducéo

Elementos transponiveis (TEs) sdo unidades genéticas que apresentam
ampla diversidade em sua estrutura e mecanismos de transposicao. Eles ocupam
uma grande parte dos genomas eucariéticos e sua circulacdo e acumulacao
representam uma forga importante capaz de moldar os genes e os genomas dos
organismos que os portam (Capy et al., 1998; Feschotte & Pritham, 2007; Wicker
et al., 2007). Eles tém sido encontrados virtualmente em todos os eucariotos, com
poucas excecdes (Wicker et al., 2007).

A entrada de um TE no genoma hospedeiro pode acarretar efeitos tanto
benéficos, como por exemplo, a conhecida domesticacdo de trés retroelementos
(HeT-A, TART e TAHRE) que realizam a manutencdo das extremidades
teloméricas em Drosophila (Biessmann et al., 1992; Sheen & Levis, 1994; Pardue
et al., 2005; Ciapponi & Cenci, 2008); quanto, na sua grande maioria, deletérios.
Neste ultimo caso, a transposicdo e a entrada de um TE no genoma hospedeiro
podem corromper genes, recombinar com outra copia e assim gerar rearranjos
detrimentais, bem como ser uma atividade custosa para seu hospedeiro
(Finnegan, 1992; McDonald et al., 1997; Nuzhdin et al., 1997).

Diversas evidéncias tém encontrado a prevaléncia de insercdes de TEs em
locais de baixa recombinacdo nos genomas hospedeiros, tais como centrébmeros,
teldmeros e regides invertidas. Em D. melanogaster as regiées heterocroméaticas,
tais como as dos cromossomos pontual e Y, e a [B-heterocromatina séo
consideravelmente compostas por TEs, bem como as regides de heterocromatina
intercaladas ao longo dos bracos eucrométicos (Vaury et al., 1989; Yamamoto
et al., 1990; Charlesworth et al., 1994; Carmena & Gonzalez 1995; Pimpinelli et
al., 1995; Dimitri, 1997; Junakovic et al., 1998; Dimitri et al., 2003; 2009; Casals et
al., 2005). Sendo assim, tem sido postulado que a taxa de recombinagao seria um
fator determinante na manutencao dos TEs nos genomas.

A capacidade de condicionar diferentes tipos de rearranjos cromossémicos
mais comumente do que outros processos celulares, seja por recombinacdo
homologa entre copias idénticas ou pela acdo da transposicdo, vem tornando os
TEs, de uma maneira crescente, alvo de estudos na tentativa de encontrar

associacdes entre estes e ose rearranjos cromossomicos (Gray, 2000).
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Diferentes TEs tém sido associados a pontos de quebras de inversdes no
género Drosophila. Exemplos desta associagcdo ocorrendo em populagbes
naturais foram apresentados para o tranposon hobo (Lyttle & Haymer, 1992) em
D. melanogaster, o transposon P (Regner et al., 1996) em D. willistoni, e os
retroelementos Penelope e Ulysses (Zelentsova et al., 1999) em D. virilis. A
primeira prova circunstancial da geracdo de uma inversédo devido a acao de um
TE foi dada por Céaceres et al. (1999). Neste estudo, os autores analisaram
através de clonagem e sequenciamento os pontos de quebra de uma inversao
bastante difundida nas populacbes de D. buzzatii (subgénero Drosophila), a
inversao 2j. Os autores encontraram grandes inser¢des em ambos os pontos de
quebra da inversdo 2j, as quais ndo estdo presentes em linhagens que néo
possuem esta inversdo. Estas insercbes ndo apresentaram homologia com
nenhuma sequéncia até entdo depositada em bancos de dados, e suas
caracteristicas moleculares as identificaram como sendo um TE de classe I, o
qual foi denominado Galileo. O mecanismo proposto para a origem da inverséo 2j
pelo transposon Galileo seria recombinacdo ectopica entre as suas grandes
repeticbes terminais invertidas (TIRs). Estudos posteriores encontraram
associacdo de elementos Galileo com outras duas inversées de D. buzzatii: 2q’
(Casals et al., 2003) e 2Zz° (Delprat et al., 2009). Novamente as andlises dos
pontos de quebra evidenciaram que a mais provavel origem destas inversfes
tenha sido por recombinacdo ectépica entre diferentes cépias do TE Galileo.
Buscas in silico no genoma das 12 espécies de Drosophila sequenciadas (Clark et
al., 2007) feitas por Marzo et al. (2008) evidenciaram que o TE Galileo esta
presente no genoma de mais seis espécies: D. ananassae, D. willistoni, D.
pseudoobscura, D. persimillis, D. mojavensis (todas cromossomicamente
polimorficas) e D. virillis.

Drosophila willistoni € uma espécie de origem neotropical pertencente ao
subgrupo da D. willistoni, subgénero Sophophora, a qual apresenta diversas
peculiaridades que a tornam um excelente organismo experimental. Dentre estas
peculiaridades estdo menor nivel de uso preferencial de codons (Vicario et al.,
2007), maior numeros de rearranjos no “cluster’” dos genes Hox (Negre et al.,

2005), virtual auséncia de selenoproteinas (Chapple & Guigd, 2008) segunda
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maior proporcado de TEs de diferentes familias (Clark et al., 2007; Stark et al.,
2007) e altas taxas de rearranjos cromossOmicos (Bhutkar et al., 2008). Sob o
ponto de vista cromossémico, D. willistoni é uma das espécies mais polimorficas
do género Drosophila e a mais polimérfica do grupo willistoni (revisbes em
Ehrman & Powell, 1982; Krimbas & Powell, 1992, Da Cunha et al., 1950;
Townsend, 1952; Da Cunha & Dobzhansky, 1954; Da Cunha, 1955; Dobzhansky,
1957; Da Cunha et al., 1959; Valente & Morales, 1985; Valente & Araujo, 1985;
1986; Valente et al.; 1993; Regner & Valente, 1993; Valente et al., 2001), tendo
em torno de 70 inversdes paracéntricas segregantes devidamente descritas para
a espécie e uma inversdo pericéntrica (Rohde et al., 2005). Nesta espécie, foram
encontradas 495 copias defectivas do TE Galileo através da analise in silico dos
12 genomas (Marzo et al., 2008). Assim, esses achados abriram um amplo
campo de estudos sobre a ligacdo entre o TE Galileo e a geracdo destes
polimorfismos, bem como da sua relevancia evolutiva, como agente promotor de
variabilidade genética.

O presente trabalho avaliou a distribuicdo de cépias mais completas de
Galileo nos cromossomos politénicos de D. willistoni através de hibridizac&o in
situ, na tentativa de se obter pistas para o estabelecimento de uma relacéo de
causa e efeito entre a insercdo do TE Galileo e os pontos de quebra de inversoes,
podendo assim auxiliar no direcionamento ao entendimento da dinamica dos

genomas.
Materiais e Métodos
Populacdes estudadas e condi¢cdes de cultura

Foram utilizadas trés linhagens de D. wilistoni, oriundas de trés locais
distintos da distribuicdo da espécie (Figura 1).
- Gd-H4-1: linhagem coletada em 1990, em Guadaloupe, Caribe. Esta linhagem
foi propositalmente endocruzada por nove geracdes e por ter sido diagnosticada
como homocariotipica pela especialista nesta espécie em nosso grupo (Vera L. S.
Valente) foi a linhagem utilizada para o sequenciamento (Clark et al., 2007) de D.

willistoni.
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- WIP-4: linhagem coletada em 1961, na localidade de Ibirapitanga, Bahia
(12°54'S-38°19'W), pelos Drs. Antonio R. Cordeiro e Helga Winge. Desde entdo
vem sendo mantida em nosso laboratério. Conforme estudos prévios de
Dobzhansky (1950), linhagens desta regido do pais apresentavam baixo grau de
polimorfismo cromossdmico, o qual é o caso da linhagem em questéo.
- 17A2: linhagem oriunda da cidade de Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul
(30°05'S-51°39'W). Coletada em 1990, caracterizou-se por ser altamente
polimorfica (Regner &Valente, 1993) e desde entdo vem sendo mantida em nosso
laboratario.

Todas as populagdes sdao mantidas em meio de cultura padréo (Marques et
al., 1966) em camara de 17°C = 1°C.

Preparagbes cromossOmicas para hibridizag&o in situ nos cromossomos

politénicos

A técnica utilizada no presente estudo foi a mesma usada por todos os
grupos participantes do Drosophila 12 Genomes Consortium (Clark et al., 2007) e
do estudo cromossémico dele decorrente (Schaeffer et al., 2008), uma vez que o0s
preparados sdo permanentes e permitem a localizacdo exata das bandas
hibridizadas, possibilitando verificagdes posteriores.

Para os preparados cromossémicos, os adultos foram mantidos em meio
de cultura padrdo (Marques et al., 1966), em baixa densidade, por dois dias em
camara de 25°+ 1°C. Ap0s, estes adultos eram transferidos para outro recipiente
e 0sS recipientes anteriores, nos quais foram depositados ovos, eram passados
para a camara de 17°C = 1°C para um desenvolvimento mais lento, e as larvas
eram fartamente alimentadas com uma solucdo de levedura fresca a cada dois
dias. As glandulas salivares foram obtidas de larvas em terceiro estagio de
desenvolvimento. Estas glandulas foram dissecadas em solucdo fisioldgica
Ephrussi & Beadle (1936), transferidas para uma lamina com uma gota de &cido
aceético 45%, onde permaneciam por pelo menos um minuto para a fixagdo. Apos,
eram acrescentadas duas gotas de fixador acido acético: agua: acido lactico
(3:2:1) e deixado agir por no minimo 10 minutos. Sobre os preparados era

colocada uma laminula e com o auxilio de uma tampa de caneta esferografica,
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eram feitas leves batidas sobre o material seguido de leve esmagamento
(squash). Apds, o material foi analisado em fotomicroscépio de contraste de fase
Zeiss e os melhores preparados foram entdo fixados com alcool 95° para as

posteriores etapas da hibridizacéo in situ.
Sonda utilizada para hibridizagao in situ

A sonda utilizada foi obtida por Goncalves (2010) usando primers que
anelam nas posicdes 846 pb e 3247 pb da maior variante de Galileo encontrada in
silico na linhagem Gd-H4-1 de D. willistoni (Marzo et al., 2008; GenBank numero
de acesso BK006360). ApoOs sequenciamento do fragmento obtido (Macrogen
Korea) e a identidade da sequéncia confirmada por BLAST (NCBI site), foi feita
clonagem utilizando o vetor pGEM®-T Easy Vector System e a linhagem TOP 10
de Escherichia coli. A extracdo foi feita através de lise alcalina, de acordo
Sambrook et al. (1989). A marcacdo da sonda foi feita pelo método de nick
translation com biotina (Bio-14-dATP) conforme especificagdes do Kit BioNick™
DNA Labeling System da Invitrogen. A revelacdo da mesma foi feita através do kit
de revelacdo Vector Laboratories, sistema enzimatico ABC® Elite Vectastain.
Como esta sonda néo inclui as TIRs do elemento, as quais sao responsaveis pelo
seu pareamento ectépico e recombinacdo, possivelmente dando origem as
inversGes (Céaceres et al.,, 1999, Casals et al., 2003; Delprat et al., 2009); a
mesma nado alcanca as copias mais defectivas e somente tem a capacidade de
captar as cépias mais completas e recentes de Galileo no genoma de D. willistoni.
As sequéncias das TIRs serdo utilizadas em etapas subsequentes do presente

trabalho.
Hibridizacéo in situ

Para a hibridizacg&o in situ, foi utilizado, essencialmente, o protocolo de Lim
(1993), com algumas modificagcbes: A concentracdo de NaOH para a
desnaturacao do material em Gd-H4-1 foi 0,0014M e em WIP-4 e 17A2 foi 0,07M.
O tempo de desnaturagdo do material foi 1’ 30” para todas as linhagens e a
concentracdo do corante Giemsa foi 1%, bem como o tempo de coloracao foi

1’30” para todas elas. Estes ajustes foram necessarios, pois o material
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cromossomico de D. willistoni € muito fragil, principalmente o da linhagem Gd-H4-

1, que foi sequenciada.

Analises de inser¢cdes do elemento transponivel Galileo e coincidéncia com

pontos de quebra e inser¢cdes do elemento transponivel P

Os preparados cromossémicos foram fotografados em fotomicroscépio
Zeiss, sob contraste de fase. Foram analisados de quatro (WIP-4 e 17A2) a seis
(Gd-H4-1) preparados cromossOmicos por populagdo. A determinacdo precisa
dos pontos de insercbes do transposon Galileo foi feita utilizando o Ultimo
fotomapa aprimorado de D. willistoni (Schaeffer et al., 2008). Seguindo um critério
parcimonioso, somente foram considerados como locais de inser¢cbes do TE
Galileo, os sitios que apresentavam 40% de marcacdes do total de bracos (XL,
XR, IIL e 1IR) e cromossomo (Ill) analisados em cada populacdo. A andlise da
coincidéncia destas insercbes com o0s pontos de quebra para inversdes
paracéntricas e para a inversdo pericéntrica foi baseada na descricdo das
inversdes presentes na bibliografia (Da Cunha et al., 1950; 1959; Townsend,
1952; Da Cunha & Dobzhansky, 1954; Da Cunha, 1956; Valente & Morales, 1985;
Valente et al., 2001; Rohde et al., 2005). Também foram determinados os sitios
coincidentes de inser¢do do TE Galileo com os do elemento P conforme Regner
et al. (1996), com a intencdo de verificar a possivel associacdo entre diferentes
TEs em um mesmo local.

Com a finalidade de melhor visualizar as similaridades/dissimilaridades
quanto aos sitios de inser¢cdes do TE Galileo em Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2
considerando cada brago cromossOmico isoladamente, foram feitas analises
através do coeficiente de similaridade SM (Simple matching coefficient) e pela
construgdo de dendrogramas baseados no algoritmo UPGMA (unweighted pair-
group method using arithmetic averages) (Sneath e Sokal, 1973). Tais analises
foram feitas no programa NTSYS-pc v. 2.1 (Rohlf, 2000).

Os cromocentros dos nucleos fotografados também foram analisados
qguanto a presenca de sinais de hibridizacdes do TE Galileo. Para tal, calculou-se
a porcentagem de cromocentros com marcacgdes visiveis do total de centrébmeros

analisados em cada populacdo. Cada populacdo somente foi considerada como
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tendo sequéncias com homologia ao TE Galileo em seus cromocentros, se a sua
porcentagem de centrdbmeros marcados alcancou pelo menos 40% do total de
centrébmeros observados, 0 que € um critério bastante rigoroso.

As andlises estatisticas foram feitas por Teste Exato de Fisher no
Programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007). Para isto foi considerado o namero
total de pontos de quebras para inversdes paracéntricas e pericéntricas, 0 numero
total de bandas visiveis ao nivel 6tico; o total de inser¢des do TE Galileo; e deste
total, quantas inser¢des coincidiam com pontos de quebra para cada cromossomo
em cada populagdo. Também foi realizado o Teste Exato de Fisher considerando
as invers@es paracéntricas que compartilham (reuso do ponto de quebra por
inversdes distintas) alguns de seus pontos de quebra (as inversdes que
apresentaram algum ponto de quebra compartilhado com os de outras inversoes,
contaram como apenas um ponto de quebra). Desta maneira, 0 numero total de
pontos de quebra diminuiu em cada cromossomo. Os demais critérios citados
acima permaneceram inalterados.

Alguns bragos cromossomicos precisaram ser divididos em trés partes de
tamanhos semelhantes (proximal, média e distal) em Gd-H4-1 e 17A2 para
facilitar a andlise. A razdo disto é que estes bracos cromossbmicos ndo se
mantiveram integros em quase todos os preparados cromossémicos feitos nestas
populacbes, ndo permitindo que estes fossem analisados quanto a sitios de
insercdo do TE Galileo em todo seu complemento cromossdmico. As regifes
melhor representadas nestes casos foram a distal e a proximal. Sendo assim, 0s
registros dos sitios de insercdo do TE Galileo e a analise estatistica consideraram
para o braco XR de 17A2 a regido distal, e para o braco IIL, as regides proximal e
distal. Em Gd-H4-1, as analises do braco XR abrangem as regides distal e média,
para o braco IIL a regido distal e para o braco IIR a regiao distal.

De acordo com Dobzhansky (1965) as inversdes de D. willistoni podem ser
classificadas de acordo com as suas distribuicdes geogréaficas em raras, restritas
e universais. Sendo assim, as insercdes do TE Galileo correspondentes a pontos
de quebra nas popula¢des analisadas foram classificadas seguindo este critério,
incluindo analises prévias de Valente & Morales (1985) sobre o polimorfismo

cromossdmico de D. willistoni.
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Resultados

Distribuicdo do elemento transponivel Galileo nos cromossomos de D.

willistoni

Sitios de inser¢bes do TE Galileo foram encontrados em todos os
cromossomos das trés linhagens de D.willistoni estudadas (Figura 2). A Tabela 1
mostra o total de insergdes encontradas em cada cromossomo juntamente com o
total de coincidéncias com pontos de quebra para inversdes paracéntricas e uma
inversdo pericéntrica em cada populacdo. Destes, somente o0 braco
cromossOmico XL n&o apresentou coincidéncia entre o TE Galileo e pontos de
quebra de inversdes paracéntricas conhecidas. As insercdes do TE Galileo foram
mais abundantes no cromossomo Il em todas as populacoes.

A Figura 3 mostra no fotomapa de D. willistoni (Schaeffer et al., 2008) os
sitios de insercdo do TE Galileo, nos bragos cromossdmicos XR, XL, IR e IIL e no
cromossomo lll, bem como os sitios que coincidem com pontos de quebra de
inversbes nas populacbes estudadas (Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2) além das
insercdes do elemento P em 17A2 (Regner et al., 1996).

O braco cromossémico XL apresentou 14 sitios de insercdo do TE Galileo.
N&o houve associacdo entre o TE Galileo com ponto de quebra para inverséo
paracéntrica, porém houve associacdo com um ponto de quebra da inversao
pericéntrica XLXR-p (3D) (Rohde et al., 2005) em Gd-H4-1 e WIP-4. As bandas
das subsecbes 4A e 6D apresentaram também coincidéncias com inser¢des do
elemento P.

O brago cromossémico XR apresentou 13 sitios de inser¢do do TE Galileo,
dos quais trés correspondem a pontos de quebra para inversbes paracéntricas
(30C, 31D e 35C), bem como um sitio corresponde ao outro ponto de quebra da
inversao pericéntrica XLXR-p (19A) em WIP-4. As bandas marcadas nas
subsecdes 28B e 34B apresentaram coincidéncias com inser¢des do elemento P.

O braco cromossémico IIL apresentou 11 sitios de inser¢cdo do TE Galileo,
sendo dois destes correspondendo a pontos de quebra das inversdes
paracéntricas (55A e 55C). As subsecdes 37B e 38A apresentaram bandas

marcadas, coincidentes com inser¢oes do elemento P.
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O braco cromossémico IIR apresentou 18 sitios de insercdes do TE Galileo
dos quais trés correspondem a pontos de quebra para inversdes paracéntricas
(nas subsecdes 69C, 71A e 77C). O sinal na subsecdo 69A € ponto de quebra
para mais de uma inversao descrita (IIR-F e IIR-RN). Nas subsecdes 59A e 61A
as marcacbes apresentaram coincidéncias com insercdo do elemento P,
anteriormente detectadas por Regner et al. (1996).

O cromossomo |ll apresentou 43 sitios de insercdo do TE Galileo, sendo
que destes 12 correspondem a pontos de quebra para inversbes paracéntricas
(nas subsecdes 81C, 84A, 84D, 86D, 90A, 91A, 94D, 95B, 97B, 98B, 100B e
100C). Quatro subsecdes sao utilizadas como pontos de quebra para mais de
uma inversao: 81C (IlI-N, 1lI-O, 111-V), 84A (llI-P1 e 11I-X), 90A (llI-C e 1lI-D) e 95B
(I11-Q e 1lI-V3). Na subsecéo 94D, a insercédo do TE Galileo também coincide com
a insercéo do elemento P.

Considerando as trés linhagens, foram encontrados 100 sitios de insercao
do TE Galileo, dos quais 20 correspondem a pontos de quebra de inversdes
paracéntricas, dois sitios correspondem a pontos de quebra para uma inversao
pericéntrica e 10 sitios coincidem com inser¢des do elemento P.

As similaridades/dissimilaridades das linhagens Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2
quanto ao compartilhamento de sitios de insercdo do TE Galileo estédo
apresentadas na Figura 4. Dos cinco dendrogramas gerados, 0s correspondentes
ao braco XL e o cromossomo Ill sdo os que revelaram maior similaridade quanto
aos sitios de insercao do TE Galileo entre Gd-H4-1 e WIP-4. Estas populacdes
compartilham marcagcées nas subsecdes 1B, 3D, 4A e 16B no braco
cromossOdmico XL e nas subsecbes 79A, 81C, 83A, 84C, 87E, 90A, 91A, 94D,
95B, 99C, 99D e 100C do cromossomo lll. Ja os dendrogramas correspondentes
aos bracos XR, IIL e IIR apresentaram maiores similaridades entre Gd-H4-1 e
17A2. As marcacdes em bandas de subsecdes compartilhadas entre estas
populacdes ocorreram em 30C e 35C no brago cromossémico XR, 55C no braco
cromossomico IIL e 71A, 77B e 77C no brago cromossomico IIR, cabendo
ressaltar que justamente estes bragcos ndo foram amostrados igualmente nestas
populagcbes. Os sitios marcados nos bragos cromossémicos XL, XR, IIL e IIR
apresentaram entre todas as populacdes, mais de 80% de similaridade. J4 o
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cromossomo |l apresentou a maior variagdo quanto aos sitios de insercdo entre
as trés populacdes (68% de similaridade).

A analise de hibridizacgéo in situ do TE Galileo revelou ainda que 48%, 97%
e 85% dos cromocentros, considerando Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2
respectivamemte, apresentaram forte marcagédo com a sonda utilizada (Tabela 2).
Estas marcacbes foram predominantemente encontradas na regido de B-
heterocromatina (Figura 5).

As andlises estatisticas da coincidéncia entre bandas marcadas para a
presenca do TE Galileo e pontos conhecidos de quebras de inversoes,
considerando o total de pontos de quebra, foram significativas apenas para os
bracos cromossémicos XR em Gd-H4-1 e WIP-4 e lIL em Gd-H4-1. Considerando
o reuso dos pontos de quebra, os resultados também foram significativos para as
insercdes do TE Galileo no cromossomo Il em Gd-H4-1 e WIP-4. Em 17A2 nédo
houve associacao significativa entre os sitios de insercdo do TE Galileo e os
pontos de quebra (Tabela 3).

As andlises da distribuicdo geografica das inversdes descritas para D.
willsitoni mostrou maior coincidéncia dos sitios de insercbes de Galileo com

pontos de quebra de inversdes de distribuicéo restrita (Tabela 4).
Discusséo

A andlise da presenca de sitios de inser¢fes do TE Galileo em todos os
cromossomos de D. willistoni (Figura 2) aponta uma questao interessante a ser
destacada que é compartilhamento destes sitios de inser¢cdo em linhagens de
origem geografica distintas. Considerando as trés linhagens, as marcagdes das
mesmas bandas nas subsecfes 1B do braco cromossémico XL, 30C do braco
cromossémico XR, 55C do brago cromossémico IIL, 71A, 77B e 77C do braco
cromossomico IIR e 79A, 81C, 87E, 90A, 91A, 94D e 100C no cromossomo Il séo
compartilhadas quanto a sitios de insercdo de Galileo.

Alguns estudos tém mostrado a distribuicdo intra-especifica de TEs
considerando origens geograficas distintas. Vieira & Biémont (1996) realizaram
uma andlise detalhada sobre a variacdo geografica da localiza¢do e do nimero de
insercdes do retrotransposon 412 em linhagens de D. simulans procedentes de
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diferentes partes do mundo. Através da analise por hibridizacao in situ os autores
encontraram grande variacao nos sitios de insercdo do retrotransposon 412. Esta
variacdo nao foi associada a distribuicdo geografica, mas sim a consideravel taxa
de transposicdo do elemento, que teria invadido o genoma de D. simulans ha
pouco tempo, seguida por rearranjo genémico e por migracdo. Por sua vez,
Zelentsova et al. (1999), analisaram a distribuicdo das familias de TEs Penelope e
Ulysses em espécies do grupo da D. virilis. Nos cromossomos politénicos, a vasta
maioria dos sitios de inser¢cdo eucroméaticos destes elementos (79 sitios de
insercao para o TE Penelope e 47 sitios para o TE Ulysses, considerando todas
as espécies do grupo, exceto D. virilis) foi encontrada em apenas uma linhagem
geografica de cada uma das espécies (D lummei, D. texana, D. americana, D.
novamexicana, D. montana, D. kanekoi, D. flavomontana, D. borealis, D. lacicola,
D. littoralis, D. ezoana). Assim, 0s autores ndo detectaram qualquer sitio de
insercao destes elementos comum a todas as linhagens da distribuicdo geogréfica
de todas as espécies estudadas, sugerindo a ocorréncia de mais de uma invasao
destes elementos no genoma das espécies do grupo da D. virilis.

As andlises das similaridades/dissimilaridades entre as trés populacfes
avaliadas no presente estudo (Figura 3) quanto ao compartilhamento de sitios de
insergcédo do elemento Galileo nos cromossomos de D. willistoni mostraram altas
taxas de similaridade entre bandas hibridizadas, principalmente nos cromossomos
X e Il. Estas andlises ndo consideraram apenas 0s sitios comuns as trés
populacdes, mas sim, todos os sitios presentes. Estes resultados reforcam nossa
inferéncia de que as trés linhagens, apesar de origens geograficas distintas, sdo
consideravelmente semelhantes quanto aos sitios de insercdo do TE Galileo,
diferentemente do que foi encontrado pelos estudos anteriores (Vieira & Biémont,
1996; Zelentsova et al., 1999). O compartilhamento de sitios de insercdo do TE
Galileo, assim, parece estar indicando, que ele é muito antigo no genoma de D.
willistoni.

Outro resultado visivel relacionado a estas semelhancas quanto aos sitios
de insercdo do TE Galileo é que dos 13 sitios citados acima e que séo
compartilhados entre as trés linhagens, nove coincidem com pontos de quebra
para inversdes paracéntricas jA descritas (bandas marcadas em 30C no braco
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cromossOmico XR, 55C no brago cromossomico IIL, 71A e 77C no braco
cromossomico IIR e 81C, 90A, 91A, 94D e 100C).

Destes resultados, chama a atencédo ainda, a presenca de maior numero
de sitios de insercdo do elemento Galileo no cromossomo Ill. Também foi neste
Cromossomo, que ocorreu 0 maior numero de coincidéncias entre sitios de
insercado do TE Galileo e pontos de quebra de inversdes nas trés linhagens, em
comparacdo com 0s outros bracos cromossdmicos. Desde a descricdo dos
cromossomos politénicos de D. willistoni por Dobzhansky (1950), o Il tem sido
considerado como um dos melhores para se analisar o complemento
cromossOmico da espécie devido ao seu maior tamanho em relacdo aos demais.
Uma peculiaridade do cromossomo Ill é estar fusionado com o IV cromossomo
(pontual), segundo a classificacdo de Muller (1940), na sua regiao proximal de
acordo com estudo de Papaceit & Juan (1998). Nossos resultados mostram a
presenca do TE Galileo na secdo 78 em WIP-4 e 17A2, justamente a secao
inferida pelas autoras como correspondente ao cromossomo pontual, presente em
varias espécies de Drosophila. Conforme Schaeffer et al. (2008), analises
gendmicas da juncao llI/IV revelaram a presenca de repeticdes com 107 e 141 pb,
as quais se assemelham a um elemento P de D. sturtevanti, sugerindo a agéo de
TEs nessa fusdo e subsequente rearranjo. Nossos dados com o elemento Galileo
dao suporte a esta hipotese.

Seguindo as analises da Figura 3, é possivel visualizar também a
coincidéncia entre sitios de insercdo do TE Galileo e sitios de insercdo do
elemento P (Regner et al., 1996). Estudos em diferentes linhagens de D. buzzatii
portando a inversao 2j revelaram gque a entrada do transposon Galileo foi seguida
por uma alta reestruturacdo ndo reportada anteriormente, sendo encontradas 22
insercdes de 10 outros TEs, 13 delecdes, uma duplicacdo e uma pequena
inversao interna nos pontos de quebra desta inversdo (Céaceres et al., 2001).
Nossas analises apenas permitem inferir que ha associacao visivel entre sitios
compartilhados pelos elementos Galileo e P. No presente estudo, dos 100 sitios
de insercdo do elemento Galileo encontrados, 10 correspondem a sitios de
insercdo do elemento P e destes, uma insercdo corresponde a um ponto de

guebra da inversao IlI-U (em 94D, no cromossomo Ill). Explorando mais o estudo
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sobre elemento P em D. willistoni (Regner et al., 1996), até mesmo o padrdo de
distribuicdo entre os cromossomos foi diferente do padrdo do TE Galileo
(considerando coOpias mais completas), uma vez que o elemento P teve maior
prevaléncia nos bracos cromossémicos XL e IIR (Regner et al., 1996) e o TE
Galileo teve maior prevaléncia no Il cromossomo, seguido pelo braco
cromossomico IIR.

Os resultados obtidos nas anélises dos cromocentros se mostraram
bastante interessantes. Todas as linhagens tiveram seus cromocentros marcados
com a sonda do TE Galileo utilizada (Figura 5), sendo que a regido preferencial foi
a B-heterocromatina. Isto implica que existem muitas outras copias do TE Galileo
no genoma de D. willistoni do que as reportadas pela analise in silico (Marzo et
al., 2008). Alguns outros trabalhos exploraram a distribuicdo de diferentes TEs
nos cromossomos e evidenciaram sua maior prevaléncia em regides de baixa
recombinacao, tais como as regiées heterocromaticas nos cromossomaos.

No trabalho da Carmena & Gonzalez (1995), os autores analisaram a
distrbuicdo de oito elementos transponiveis em D. melanogaster: mdgl, mdg3,
copia, gypsy, hobo, Doc, FB e | nos seus cromossomos. Todos 0s elementos
transponiveis analisados, com excecdo do elemento hobo, estavam amplamente
distribuidos em blocos ao longo da heterocromatina mitética. De uma maneira
geral, eles foram encontrados tanto na a-heterocromatina quanto na -
heterocromatina, com maior predominancia nesta, algumas vezes muito proximos
ao centrdmero, e até mesmo no meio da constricao primaria. O elemento hobo sé
foi encontrado na B-heterocromatina do cromossomo X. O padrdo de distribuigéo
destes TEs foi uniforme em diferentes linhagens de D. melanogaster, sendo que
geralmente esta uniformidade € alterada quando um rearranjo cromossOGmico
ocorre.

Um elemento da familia Hoppel de TEs denominado BBH2M, bem como
uma sequéncia conservada de dois outros componentes desta familia: DmHoppel
e DmIS1630 tiveram seu padrdo de distribuicdo analisado por Coelho et al.
(1998), através de hibridizacdo in situ em cromossomos politénicos e
cromossomos mitoticos em D. melanogaster, D. ananassae, D. pseudoobscura,

D. simulans, D. mauritiana, D. teissieri, D. yakuba e D. virilis. Os resultados
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mostraram que esta familia de transposons hibridiza em uma por¢édo substancial
do cromocentro e em quase todo o quarto cromossomo (pontual) em D.
melanogaster. Esta familia também estava presente em D. mauritiania, D.
simulans, D. teissieri e D. yakuba, mas ausente em D. erecta (mesmo subgrupo),
D. ananassae, D. pseudoobscura e D. virilis. Drosophila teissieri e D. yakuba
mostraram sinais fracos ao longo dos cromossomos politénicos. Drosophila
simulans e D. mauritiana mostraram sinais mais fortes nos cromossomos
politénicos e um padrdo de hibridizacdo semelhante ao de D. melanogaster nos
cromossomos mitéticos. Entretanto, o cromossomo X de D. simulans mostrou
apenas um sinal muito fraco perto da transicdo heterocromatina-eucromatina. Os
autores inferem que este elemento esté distribuido in tandem na heterocromatina
e que a identificacdo desta familia de transposons exclusivamente dentro de
espécies do subgrupo da D. melanogaster e seu padrdao conservado de
localizacdo na heterocromatina mitGtica pode sugerir que ele estava presente em
uma espécie ancestral comum ao subgrupo. Uma analise posterior do TE Galileo
na heterocromatina centromérica das demais espécies do grupo willistoni, podera
nos fornecer informacdes desta natureza.

Ja o trabalho de Casals et al. (2009) analisou a distribuicdo cromossémica
de seis transposons em D. buzzatii, 0os quais foram caracterizados por serem
insercdes secundarias ao TE Galileo em pontos de quebras de inversdées nesta
espécie (Caceres et al.,, 2001; Casals et al., 2003): BuT1, BuT2, BuT3, BuT4,
BuT5 e BuT6. A distribuicdo destes TEs seguiu o padrédo encontrado para D.
melanogaster no estudo anterior, uma vez que estes se inseriram
preferencialmente no cromossomo VI (pontual) da espécie e nas regides
pericentroméricas de todos os cromossomos. Sendo assim, 0s autores inferem
que seus resultados suportam o papel da taxa de recombinacdo em determinar a
distribuicdo dos TEs.

Em relacdo as andlises estatisticas, apesar de nem todas as associagdes
entre insergcbes do TE Galileo e pontos de quebra para inversbes serem
significativas (Tabela 3), a baixa significancia estatistica ja era previsivel a priori,
devido a grande quantidade de pontos de quebras presentes; por esse motivo é
gue quando consideramos o reuso dos pontos de quebra, estas associacbes no
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cromossomo Il também se tornam significativas. O reuso de pontos de quebra de
inversdes tem sido implicado com a presencga de “hotspots” para a ocorréncia de
quebras cromossdmicas (Céceres et al., 1997; Butkar et al., 2008). Novamente
esta caracteristica € uma peculiaridade do cromossomo Ill, com poucos casos
descritos nos cromossomos X e Il de D. willistoni. Cabe ressaltar que os
resultados significativos estatisticamente, ou ndo, referem-se somente as copias
do elemento que a sonda utilizada resgata: as mais completas.

Supbe-se que, caso uma inversao seja consequéncia da atividade de TEs,
haja maior visualizagéo destes em pontos de quebra de inversbes endémicas ou
raras em populagbes naturais, por estas serem provavelmente mais recentes na
historia evolutiva do organismo, representando assim atividades recentes destes
TEs (Lyttle & Haymer, 1992; Regner et al., 1996; Zelentsova et al.,1999).
Conforme visto na Tabela 4, D. willistoni apresenta grande parte da sua
associacdo do TE Galileo com inversdes de distribuicao restrita e endémica, de
acordo com o critério estabelecido por Dobzhansky (1965). Uma caracteristica do
TE Galileo é o fato de ele ndo necessitar estar ativo para que ocorra
recombinacdo ectbépica entre as suas copias e assim dar origem a um rearranjo
cromossOmico. A associagdo do TE Galileo com inversdes de distribuicdo mais
restrita, entretanto, ndo depende exclusivamente da atividade mais recente deste
elemento, mas pode também depender das suas caracteristicas estruturais e
moleculares capazes de formar estrutura secundaria e de promover quebras
(Casals et al., 2005). Conclusdes definitivas, portanto, ainda ndo podem ser feitas
sobre a origem destas inversdes baseadas em nossos resultados.

Com base em todos os pontos citados até entdo, nossos resultados
permitem inferir uma pista sobre a historia do TE Galileo em D. willistoni. O
padrdo consideravelmente preservado da distribuicdo dos sitios de insercdo de
Galileo em linhagens de origem distintas da distribuicdo geografica da espécie,
bem como a sua presenca nos cromocentros indica que Galileo € um TE
relativamente antigo no genoma desta espécie. Sendo assim, deste pressuposto,
duas trajetérias podem ter ocorrido: ou ocorreram mais de uma invasdo no
genoma da espécie, ou este elemento uma vez que se inseriu se transpbs por

bastante tempo. Ambas explicariam a consideravel quantidade de sitios de
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insercdo (100 sitios de insercdo) visiveis nos bragcos cromossémicos,
considerando apenas as coOpias mais completas. De acordo com o trabalho de
Marzo et al. (2008), que analisou o tempo de divergéncia desde o mais recente
evento de transposicdo do TE Galileo através da comparacdo das cOpias mais
defectivas encontradas nas analises in silico dos 12 genomas de Drosophila
disponiveis, foram encontradas evidéncias de recente atividade do TE Galileo
com menos de 1 milhdo de anos em D. willistoni (e também em D.
peseudoobscura, D. ananassae e D. persimilis, todas cromossomicamente
polimorficas). Em D. mojavensis a atividade mais recente foi ha 1,5 milhdes de
anos, e em D. virilis, a qual € na atualidade virtualmente monomorfica, ha 3
milhdes de anos.

Nossos achados também concordam com a hipétese da acumulacao de
TEs em regibes de baixa recombinacdo (Charlesworth & Langley, 1989;
Charlesworth et al., 1994), tais como, no NOSSO caso, 0 cromocentro e as regides
invertidas. A melhor demonstracédo deste quadro € visualizada no cromossomo Il
(Figura 2). Apesar de néo se ter dados mais detalhados sobre as taxas de
recombinacdo em D. willistoni, é fato not6rio neste cromossomo a maior
prevaléncia de sitios de inser¢cdo do TE Galileo, bem como os que destes sao
associados a inversdes. Provavelmente estas inser¢cfes alcancaram a fixacao de
uma forma neutra. O braco XL também €& conhecidamente polimérfico em D.
willistoni, entretanto, nossas analises ndo encontraram a mesma prevaléncia de
sitios de inser¢des do TE Galileo neste braco como no cromossomo lll, sugerindo

com isto maior acdo da selecédo neste brago cromossdmico (XL).
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Figura 1: Mapa indicando a localizacdo geogréafica das trés linhagens de
Drosophila willistoni utilizadas no presente estudo.
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Figura 2: Sitios de hibridizacdes do transposon Galileo nos cromossomos
politénicos de Drosophila willistoni. Sitios hibridizados séo indicados por flechas e
por nimeros e letras correspondentes as se¢des e subse¢des cromossémica do
fotomapa da espécie. a) braco cromossémico XL em Gd-H4-1, b) braco
cromossémico XR em WIP-4, c) bragco cromossémico IIL em WIP-4, d) brago
cromossomico IR em WIP-4, e) cromossomo Il em Gd-H4-1 e f) cromossomo |l
em Gd-H4-1. Barra: 10um.
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Figura 5: Cromocentros de individuos das populacdes analisadas de D. willistoni
marcados com a sonda de Galileo utilizada. a) Gd-H4-1 b) WIP-4 c) 17A2. Barra:
10pm.
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Tabela 1: Total de sitios de inser¢des do TE Galileo e total de sitios coincidentes

com pontos de quebra de inversbes em cada cromossomo das populacdes de
Drosophila willistoni estudadas (Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2). IG: inser¢cdes do TE

Galileo; CPQ: coincidéncia com pontos de quebra de inversdes.

Populacdes

Braco

cromossOmico

XL

XR

lIL

IR

15

18

17A2
IG  CPQ
5 0
3 1
3 1
8 3
24 7
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Tabela 2: Cromocentros hibridizados com o TE Galileo nas trés populacdes
analisadas de Drosophila willistoni (Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2). Primeira coluna
mostrando total de cromocentros analisados; segunda coluna mostrando total dos

cromocentros fortemente marcados com a sonda de TE Galileo.

. Total de cromocentros Total de cromocentros
Populacao '
analisados marcados
Gd-H4-1 25 12
WIP-4 41 40

17A2 27 23
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Tabela 3: Valores de p obtidos por Teste Exato de Fisher bilateral para cada
cromossomo em cada populacdo de Drosophila willistoni analisada (Gd-H4-1,
WIP-4 e 17A2), considerando nas duas primeiras colunas, o namero total de
pontos de quebra de inversdes e os sitios de insercdo do TE Galileo e nas duas
dltimas, o nimero total de pontos de quebra de inversdes, considerando como um
ponto aqueles compartilhados por mais de uma inversdo. *a= 0,05; **a= 0,01, -

sem alteracdo no numero de pontos de quebra.

Braco
. Gd-H4-1
cromossdmico
XL 0,2528 0,3560 0.3852 0.5976
XR 0,0313* 0,0313* - -
L 0,0257* 0,0257* - -
IR 0,1271 0,1271 - -
11 0,2226 0,3658 0.0156* 0.0176*
Braco
. WIP-4
cromossdmico
XL 0,2025 0,3524 0.3348 0.5972
XR 0,0200* 0,0200* 0.0060** 0.0060**
L 0,2208 0,2208 0.1062 0.1062
IR 0,2081 0,3748 0.1835 0.1835
11 0,0911 0,1655 0.0071** 0.0071**
Braco
_ 17A2
cromossomico
XL 0,3770 0,5876 0.5083 1.0000
XR 0,1759 0,1759 - -
L 0,3363 0,3363 - -
IR 0,0587 0,0587 0.0504 0.0504
1l 0,5312 0,9998 0.1260 0.1644
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Tabela 4: Insercbes do TE Galileo correspondentes a pontos de quebras de
inversdes paracéntricas descritas em heterozigose em Drosophila willistoni
(populagdes Gd-H4-1, WIP-4 e 17A2). A classificacdo de cada inversdo detectada
de acordo com a sua distribuicdo geogréfica foi estabelecida pelo critério de
Dobzhansky (1965). Suniversal; % restrita, 5% rara ou endémica.

Inser¢bes de Galileo correspondente a pontos de quebra

Braco em cada populacéo
cromossomico Gd-H4-1 WIP-4 17A2
XL XLXR-p XLXR-p -
R XR-G%88 XR-G%8, XR-F®
XR-F% XR-E%® XR-G%#
n IIL-G -G
lIL-H® lIL-H® lIL-H®
IIR-G IIR-F, RNSS8 IIR-G,
IR IIR-ESS IIR-G IIR-ESS
IIR-ESS
11I-N,0, V58 I1IN,O,V58 I1IN,O,V58
111-ASS I11-Py, X558 I11-Py, X558
N-c%D 111-P3%8 111-ASS
lI-E - C%,D N-c% D
I I11-Use II-E II-E
n1-V,%2,Q 1n1-uss 1ni-uss
1I-F N-V1%8, Q 11-M38
ll-L 111-M58

111-M38
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CAPITULO 1lI

Discusséo geral e perspectivas

Drosophila willistoni apresenta diversas peculiaridades que a tornam um
excelente organismo experimental para os diversos ambitos do conhecimento
cientifico. Sendo assim, ela despertou o interesse de diversos pesquisadores em
todo o mundo ao longo do tempo, tendo sua ascenséo inicial no final da década
de 40 no Brasil, com os trabalhos de Theodosius Dobzhansky juntamente com
demais pesquisadores (e seus alunos) brasileiros e estrangeiros.

Nosso grupo de pesquisa do Laboratério de Drosophila da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, o qual comegou com o Professor Antonio R.
Cordeiro, um dos pesquisadores brasileiros integrantes da equipe de Dobzhansky
no Brasil, possui mais de 60 anos de estudos com esta espécie, construindo
assim uma base experimental e de saber cientifico ndo existente sobre este
organismo, em qualquer outra Universidade.

O trabalho prévio sobre o envolvimento do elemento transponivel P com
pontos de quebra para inversdoes paracéntricas de populagbes naturais de D.
willistoni por Regner et al. (1996), desenvolvido em nosso laboratoério, causou um
forte impacto no meio académico. Até entdo, pouco se conhecia sobre o papel
dos elementos transponiveis em populacdes naturais. Esta analise pioneira na
espécie mostrou que havia consideravel associacdo do elemento P com pontos
de quebras de inversdes segregantes, abrindo assim um grande campo de estudo
sobre o envolvimento dos TEs com a génese das inversdes em D. willistoni,
permitindo assim melhor compreender o seu tao vasto polimorfismo do ponto de
vista de novas tecnologias.

O presente estudo teve seu estimulo maior decorrente de dois fatos
principais e de igual importancia: 1°- os achados de Marzo et al. (2008), através
de buscas in silico do transposon Galileo nos 12 genomas de Drosophila
disponiveis (Clark et al., 2007), onde encontraram em D. willistoni 495 coépias
defectivas deste elemento, sendo esta espécie a que possui 0 maior numero de

copias dentre as 12 espécies sequenciadas; 2°- o fato de D. willistoni figurar entre
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as espécies mais polimérficas do género. Sendo assim, visualizar nos
cromossomos de D. willistoni onde o TE Galileo se encontra é um primeiro passo
imprescindivel para compreender sua associacdo com as inversfes e também
com a sua histodria evolutiva e assim melhor direcionar estudos posteriores sobre
0 genoma desta espécie.

O padrao de distribuicdo consideravelmente uniforme visto nas anélises
dos sitios de inser¢cdo do TE Galileo nos cromossomos foi algo que nos
surpreendeu, justamente por estar utilizando uma sonda correspondente a uma
variante do TE Galileo mais completa (Goncalves, 2010), e como tal, poderia
estar detectando, apenas hipotéticas insercdes mais recentes deste elemento.
Sendo assim, este achado foi importante para a nossa inferéncia sobre a
antiguidade do TE Galileo no genoma de D. willistoni.

Apesar de os cromossomos X e Il ndo terem sido ainda igualmente
amostrados em Gd-H4-1 e 17A2, cabe ressaltar que a tendéncia da distribuicédo
dos sitios de inser¢cdo do TE Galileo nestes cromossomos tem se mostrado
uniforme também. Conclusdes sobre estes resultados, entretanto, ainda néo
podem ser tiradas, devido ao critério utilizado de obter 40% de marcagfes para
inferir como sitio de insercdo. Andlises posteriores serdo feitas até cobrir
igualmente todos 0S cromossomos.

Outro fator que reforcou a provavel antiguidade do TE Galileo foi a
presenca de sinais de hibridizacdo nos cromocentros analisados nas trés
populacdes, embora esta analise tenha sido influenciada pela qualidade do
material, como visto em Gd-H4-1, a linhagem que tem o material mais fragil e teve
menor porcentagem de cromocentros visivelmente marcados. Na linhagem WIP-
4, que tem o melhor material cromossémico, o efeito foi oposto e obtivemos quase
100% dos seus cromocentros marcados. A presenca de TES nos cromocentros,
em diversos estudos tem fornecido uma base para inferir a antiguidade destes. O
mesmo trabalho de Zelentsova et al., (1999) citado anteriormente, reporta a
grande prevaléncia das marcacdes dos elementos Penelope e Ulysses no
centrbmero das espécies do grupo da D. virilis. Com base neste resultado os

autores justamente inferem a antiguidade destes TEs no grupo.
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O cromocentro € um local reconhecidamente de baixa recombinacdo e a
manutencgao da presenca do TE Galileo neste local pode estar associada a isto.

Em estudos futuros, procuraremos utilizar sondas que reconhecam
sequéncias altamente defectivas de Galileo (suas TIRs), na tentativa de detectar
sinais de inser¢cbes mais antigas.

De todo o complemento cromossomico de D. willistoni, 0 cromossomo que
mais se destacou em diferentes aspectos foi o Ill. Tradicionalmente ele é
conhecido por ser 0 mais polimérfico da espécie, 0 que pode estar associado ao
seu maior tamanho. Este cromossomo mostrou o maior nimero de insercées do
TE Galileo, bem como o maior niumero destas inser¢des coincidentes com pontos
de quebra para inversdes. O reuso de pontos de quebra por diferentes inversdes
também € muito comum neste cromossomo, apontando-o como um local repleto
de hotspots muito interessantes de serem estudados. A manutencdo das muitas
copias do TE Galileo neste cromossomo pode também estar associada a baixa
recombinacdo devido as muitas inversdes presentes.

A coincidéncia de sitios de insercdo do TE Galileo com inversdes de
distribuicdo restrita estaria em perfeito acordo com o pressuposto da origem de
inversGes mais novas estarem associadas a acéo recente de TEs, ndo fosse um
ponto intrigante. Apesar de as inser¢gdes do TE Galileo encontradas no presente
estudo serem coincidentes, na sua maioria, com pontos de quebras de inversdes
supostamente mais “novas” na historia evolutiva da espécie, o padrdao de
distribuicdo destas insercfes nos cromossomos € muito semelhante nas trés
linhagens estudadas, as quais sdo oriundas de trés locais distintos e distantes
entre si, da distribuicdo geografica da espécie. Seria mais aceitavel, de acordo
com a hipoétese de inversdes mais recentes devido as atividades mais recentes de
um determinado TE, que se encontrasse maior variagcado dos sitios de insercbes
dos que os visualizados em nossos resultados. Entretanto, o elemento Galileo
Nao necessita estar ativo para proporcionar recombinacdo ectopica, tornando-o

totalmente capaz de originar inversdes mais recentes, mesmo sendo inativo.

Uma questao importante em nosso trabalho a ser ressaltada € que as trés
linhagens utilizadas no presente estudo ndo séao totalmente representativas do

polimorfismo cromossdmico existente na espécie. Gd-H4-1 e WIP-4 sdo
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reconhecidamente monomoérficas desde sua captura na natureza. Ja 17A2, a qual
inicialmente apresentou alto grau de polimorfismo, com consideravel nimero de
inversdes registradas somente para a regiao do sul do Brasil (ou seja, endémicas
até entdo) (Regner et al., 1993; 1996), ja se encontra ha 20 anos mantida em
nosso laboratorio, e nossas anélises encontraram um nivel baixo de polimorfismo
ainda visivel nesta populacdo. Andlises posteriores em linhagens recém
capturadas da natureza e de diferentes locais da distribuicdo geografica seriam
muito interessantes, a fim de melhor elucidar o padrdo de distribuicdo do TE
Galileo em D. willistoni e sua associacdo com pontos de quebra de inversdes e
outros rearranjos cromossémicos.

Um vasto campo de estudo sobre a génese dos polimorfismos foi aberto
com a presenca do elemento P no genoma de D. willistoni e sua associacdo com
pontos de quebra. A presenca do TE Galileo e 0 sequenciamento do genoma
desta espécie expandem ainda mais este territério. E muito promissora a
continuidade dos estudos do TE Galileo em D. willistoni, ndo apenas para
conhecer sua histéria evolutiva associada a espécie, ou ao subgrupo willistoni;
mas também para melhor conhecer a génese dos polimorfismos presentes nesta
espécie, que sem davida € um dos melhores organismos existentes para o estudo

de inversoes.
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Conclusdes

Diante dos resultados do presente trabalho, conclui-se que:

- Copias mais completas do transposon Galileo estdo amplamente distribuidas em

todos os cromossomos de D. willistoni;

- Dos 100 sitios de inser¢cdes encontrados, 22 correspondem a pontos de quebra

de inversdes descritas e 10 a sitios de inser¢des de elemento P;

- O cromossomo Ill € o que apresenta maior predominancia de sitios de

insercdes, bem como de coincidéncia destes com pontos de quebra de inversdes;

- O padrao de distribuicdo dos sitios de insercdo do transposon Galileo nos
cromossomos foi visivelmente semelhante nas trés linhagens (Gd-H4-1, WIP-4 e
17A2) de D. willistoni, oriundas de locais distintos da distribuicdo geografica da

espécie;

- Os cromocentros das trés linhagens analisadas também apresentaram sinais de
hibridizagdes com a sonda do transposon Galileo utilizada, indicando assim que

muitas outras copias do elemento existem na heterocromatina centromérica;

- As associagfes do transposon Galileo com pontos de quebras de inversdes
somente foram estatisticamente significativas para o bragco cromossémico XR de
Gd-H4-1 e WIP-4 e para o IIL de Gd-H4-1. Porém quando foi considerado o reuso
dos pontos de quebra para inversées, o cromossomo Il (o mais polimoérfico de
todos) também teve suas associagfes estatisticamente significativas em Gd-H4 e
WIP-4;

- Galileo pode ser considerado um TE relativamente antigo no genoma de D.

willistoni;

- O transposon Galileo pode tanto ter invadido o genoma de D. willistoni mais de
uma vez, quanto ter se transposto por muito tempo, ambas as hipéteses
explicariam a consideravel quantidade de sitios de inser¢cfes ainda visiveis nos

Cromossomeos;
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- A associacdo do transposon Galileo com pontos de quebras de inversdes na sua
maioria com distribuicdo restrita (e sendo assim, mais novas) nao
necessariamente implica atividade mais recente deste elemento, uma vez que ele
possui como caracteristica a capacidade de pareamento ectdpico entre copias
iIdénticas, e assim possibilita rearranjos cromossomicos, sem a necessidade de

estar ativo;

- A hipotese da manutencdo de TEs em regides de baixa recombinacéo também é

respaldada pelos nossos resultados, principalmente para o cromossomo lll.
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