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RESUMO

A mobilizacdo dos elementos de transposicdo (TES) esta sujeita a um conjunto
complexo de mecanismos regulatérios que envolvem ndo apenas proteinas codificadas
pelos proprios transposons, mas também pela célula hospedeira. Entretanto, até o
momento, se conhece pouco sobre os fatores que levam a mobilizagdo de TEs nos
genomas hospedeiros. De uma maneira geral, fatores que expdem um organismo a
situacOes de estresse levam a mobilizacdo de transposons. Em funcdo disso, propomos a
adaptacdo, a nossas condigcdes de laboratério, de uma metodologia de transformacdo
genética para ser utilizada como ferramenta, na tentativa de contribuir na elucidagdo dos
mecanismos de mobilizacdo do elemento transponivel hobo.

Para o estabelecimento desta metodologia utilizamos como ferramentas um
microscopio Optico binocular e um micromanipulador adaptado LEITZ. Neste
micromanipulador foi acoplado um sistema de compresséo a ar, composto por uma seringa
de vidro de 20 ml e um dispositivo para infusdo endovenosa (butterfly), onde é encaixada
uma ponteira de micropipeta. Na ponteira, foi colada, com adesivo instantaneo, uma
agulha feita a partir de capilares de vidro. O processo de microinjecdo ocorreu em uma
lamina de microscopia contendo uma fita adesiva dupla-face que serve de suporte para 0s
ovos a serem injetados. Com o auxilio de uma agulha histolégica, ovos do mutante white
de Drosophila simulans, previamente desidratados, foram decorionados manualmente e
colocados enfileirados sobre este suporte para evitar deslocamentos durante a injecéo.
Posteriormente, os embrides foram imersos em “0leo de halocarbono”, e, em seguida, foi
realizada a microinjecdo de DNA. Para esta etapa do trabalho foram testados varios
vetores de transformacdo, sendo mais eficaz o elemento transponivel piggyBac, com o

vetor pBac[3xp3-GFPafm], o qual possui um promotor que conduz uma forte expressao da



proteina GFP (Green Fluorescent Protein) em tecidos do olho de moscas adultas, o que,
sob luz laser azul, fluoresce com uma intensa cor verde. Com este vetor conseguimos a
deteccdo de transformantes, e a comprovacao da eficiéncia da metodologia estabelecida.

A segunda etapa do trabalho teve como objetivo estudar a mobilizacdo do
transposon hobo por meio de microinjecdo de DNA. Para isso foram utilizados os
mutantes white, cuja mutacéo é causada pela insercdo do elemento hobo “relic” (hobo¥*)
neste gene, e dpp-like de D. simulans. Como vetor de transformagéo foram utilizados,
independentemente, os plasmideos pHFL1 (hobo candnico), e BlueScript como controle.
Os adultos microinjetados sobreviventes (Gg) foram individualmente cruzados com outro
da mesma linhagem, e, a partir deste cruzamento, foram estabelecidas cinco isolinhagens
de cada Gy acompanhadas até a 32 geracdo. Todos os individuos foram analisados quanto
ao fendtipo, para possiveis eventos de reversdo de mutacdo, e alguns, analisados
molecularmente por Southern Blot.

Foram observadas diversas alteracbes morfoldgicas, essencialmente nas asas,
tanto em Gy como em seus descendentes. Na linhagem dpp-like foram observados eventos
de reversdo ao fendtipo selvagem, porém, essa caracteristica ndo foi transmitida a
descendéncia, indicando auséncia de mobilizagdo do elemento hobo, pelo menos em
células germinativas. Para 0 mutante white, nenhum processo de reversao foi observado,
sendo o numero de individuos com alteracdo de asas menos pronunciado. No entanto, foi
possivel isolar uma nova isolinhagem dpp-like, provavelmente fruto de uma insercao de
novo no gene dpp. Na analise molecular foi detectada a mobilizacdo do elemento hobo em
duas isolinhagens de dpp-like de um total de 27 isolinhagens analisadas, sugerindo uma
taxa de mobilizacdo do hobo canénico de 7,4%. Entretanto, ndo foi possivel observar a

mobilizacéo de hobo“” através da reversdo das mutacdes white e dpp-like. 1sso mostra que



a taxa de mobilizacédo desse elemento deve ser inferior a do hobo canénico, e sugere que

deve haver um mecanismo de regulacéo de transposi¢cdo em hobo.



ABSTRACT

Transposable elements (TEs) mobilization depends on complex regulatory
mechanisms that involve not only proteins codified by the transposons themselves, but also
by the host cell. However, until the present, the factors that lead to the TEs mobilization in
the host genomes are not well-known. Generally, factors that expose an organism to stress
conditions lead to transposon mobilization. Therefore, we propose the adaptation of a
transformation methodology to our laboratorial conditions, in order to investigate the
mobilization mechanism of the hobo transposable element.

To devise this methodology two tools were used: a binocular optic microscope
and an adapted LEITZ micromanipulator. An air compression system comprising a 20 ml
glass syringe and an intra-venous injection “butterfly” tube attached to a micro-pipette tip
was coupled to the micromanipulator. A needle made of glass capillary tube was glued
with instant adhesive to the micro-pipette tip. The micro-injection process was performed
by using a microscope slide containing a double side adhesive band which served as
support to the eggs to be injected. Aided by a histological needle, white mutant Drosophila
simulans eggs, previously de-hydrated, were manually decorionied and lined up upon this
support to avoid moving during the injection. After this step, the embryos were immersed
in “halocarbon oil” and the DNA micro-injection was performed. In this part of the work
several transformation vectors were tested, and the most efficient transposable element was
the piggyBac with the pBac[3xp3-GFPafm] plasmid, which has a promoter that drives
strong expression of the GFP (green fluorescent protein) in the eye-tissues of the adult

flies; that fluoresce with a strong green color when exposed to blue laser light. With this



vector we achieved the detection of transformants, as well as the proofing of the efficiency
of the established methodology.

The second step of the work was focused on the study of the hobo transposon
mobilization by means of DNA microinjection. For this, white mutants, whose mutation is
caused by the insertion of the hobo “relic” element (hobo¥) in this gene, and dpp-like of
D. simulans, were used. The plasmids pHFL1 (canonical hobo) and BlueScript (control)
were independently used as transformation vectors. The micro-injected adult survivors
(Go) were individually crossed with other from the same line. From this crossing five
isolines from each G, were obtained and observed until the 3™ generation. All individuals
phenotype were analyzed in order to detect possible mutation reversion events, and some
of them were molecularly analyzed by Southern Blot. Several morphological alterations
were observed, essentially in the wings of the G, individuals as well as in their
descendents. In the dpp-like line, events of reversion to wild phenotype were observed,
however this characteristic was not transmitted to the descendents, indicating the absence
of hobo element mobilization in the germ-line. No reversion process was observed for the
white mutant, and the number of individuals with wings alterations was less expressive.
However it was possible to insulate a new dpp-like isoline probably resulting of de novo
insertion in the dpp gene. The molecular analysis showed the hobo element mobilization in
two dpp-like isolines in a total of 27, suggesting a hobo canonic mobilization tax of 7.4%.
Nevertheless, it was not possible to observe the hobo'” mobilization through white and
dpp-like mutation reversion, showing that the mobilization tax of this element might be
inferior to the canonic hobo and suggesting that may exist a regulatory mechanism of hobo

transposition.
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I. INTRODUCAO

A metodologia de transformacdo genética tem se tornado uma poderosa
ferramenta para os mais diversos estudos, sendo aplicavel em diversas areas da Biologia.
Por exemplo, permite a analise da funcao de genes que se expressam em células, tecidos ou
em determinados estagios de desenvolvimento e a andlise evolutiva de sistemas
regulatérios do desenvolvimento. Também é aplicada para melhor entender a biologia de
certas pragas agricolas ou vetores de doenca, e, até, para estudar doencas e auxiliar no
desenvolvimento de tratamentos e vacinas (reviséo em Wimmer, 2003). Em Drosophila,
além das muitas aplicacGes citadas acima, a microinjecdo de DNA vem possibilitando
diversos estudos acerca dos elementos transponiveis. Alguns deles tentam esclarecer
aspectos da evolugdo dos elementos, de sua atividade e também sua mobilidade (Ladeveze
et al., 1998; 2001). Outros, tratam dos mecanismos que regulam os elementos
transponiveis (Handler & Gomez, 1995). Em func¢do disso, através do presente trabalho,
propomos o desenvolvimento da metodologia de transformacdo genética, e sua utilizacdo
como ferramenta, na tentativa de elucidar o mecanismo de mobilizagdo do elemento

transponivel hobo.

1.2. ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Os elementos transponiveis (TES) sdo, geralmente, definidos como sequéncias de
DNA que possuem a capacidade de mudar de posi¢do dentro dos genomas hospedeiros. No
entanto, esta definicdo tem recebido algumas criticas, uma vez que diversas seqiiéncias que

ndo possuem essa capacidade também sdo consideradas elementos transponiveis. Uma
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definicdo mais precisa para diferenciar transposons de outras sequéncias de DNA
medianamente repetitivas destaca que os TEs: a) promovem a duplicacdo do sitio de
insercdo; b) apresentam polimorfismos de sitios de insercéo; e ¢) apresentam variabilidade
no nimero de cOpias dentro e/ou entre espécies. Esta definicdo de elementos transponiveis
é baseada em critérios relacionados a sua estrutura, sua dindmica dentro e entre espécies, e
sua evolucédo (Capy et al., 1998).

Os TEs foram descobertos na década de 40, no século passado, por Barbara
McClintock. Atualmente sabe-se que estes elementos sdo amplamente distribuidos no
genoma de bactérias, plantas e animais. Ha uma grande variacdo de uma espécie para outra
no numero de copias, na distribuicdo e nos tipos de TEs existentes. Estima-se que os TES
fazem parte de mais de 50% do genoma do milho, e de cerca de 10 a 15% do genoma de
Drosophila (Kidwell & Lisch, 2000). Em seus genomas hospedeiros, 0s transposons séo
fonte de mutacdes espontaneas, e podem promover importantes rearranjos cromossémicos,
como delecdes, inversdes e translocacdes (Capy et al., 1998).

No genoma de Drosophila melanogaster, Kaminker et al. (2002) identificaram
cerca de 85 familias de elementos transponiveis ja conhecidas e 8 familias até entdo
desconhecidas, e cerca de dois tercos destes elementos apresentam-se de forma parcial. Ja
no genoma humano, estima-se que cerca de 43% deste seja ocupado pelas quatro maiores
classes de elementos repetitivos: 1) seqiiéncias intercaladas curtas (SINES — do inglés,
short interspersed sequences); 2) sequéncias intercaladas longas (LINES — do inglés, long
interspersed sequences); 3) elementos com longas repeticdes terminais (elementos com
LTR); e 4) transposons, totalizando mais de 4,3 milhdes de elementos repetitivos, sendo a

familia Alu e LINE1 as mais frequentes (Li et al., 2001).
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1.3. CLASSIFICACAO DOS TES

A classificacdo dos TEs baseia-se, principalmente, no mecanismo de transposi¢éo
e na organizacdo estrutural dos elementos. Os TEs sdo agrupados em classes, subclasses,
superfamilias, familias e subfamilias, segundo alguns critérios. As classes sdo subdivididas
com base no mecanismo de transposicdo do elemento, e as subclasses com base na
estrutura molecular dos seus produtos génicos, ou seja, presenca ou auséncia de dominios e
assinaturas. As superfamilias se caracterizam pela existéncia de dominios e assinaturas
similares, enquanto que as familias agregam elementos com motivos protéicos conservados
e de 30% a 50% de similaridade nas seqliéncias de aminoacidos (Capy et al., 1998). Existe,
ainda, a classificacdo em subfamilia que requer a existéncia de similaridade em seqiiéncia,
e entre 50% a 70% de similaridade dos aminoécidos (Capy et al., 1998).

Segundo Finnegan (1989), os TEs podem ser divididos em duas grandes classes,
com base no mecanismo utilizado para a transposi¢do, e na organizagao estrutural do
elemento. A Classe | contém os elementos que utilizam uma transcriptase reversa para se
transporem via um intermedidrio de RNA. Essa classe inclui os retrotransposons com
LTRs (longas repeticdes terminais), tendo como exemplo: gypsy, Ty3, Tfl e Tyl-copia; e,
inclui também, os retrotransposons sem LTRs ou retroposons, exemplificados pelas
superfamilias, LINEs e SINEs. A Classe Il compreende os elementos que se transpdem
diretamente de DNA a DNA, sdo mais precisamente chamados de transposons e usam uma
enzima por eles codificada, chamada transposase. Estdo incluidos na classe Il as
superfamilias mariner-Tcl, 1Sa, ISb, hAT, P, MuDR, CACTA e Tx. Esses elementos de
classe Il podem se excisar precisamente do sitio original e se inserir em um novo local no

genoma, podendo, até mesmo, reverter mutacdes originalmente causadas pela sua insercéo.
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Elementos de Classe Il sdo encontrados tanto em procariontes quanto em eucariontes,
enquanto que 0s retrotransposons parecem estar restritos aos eucariontes.

Outra caracterista importante dos TEs € que muitas familias apresentam elementos
auténomos e ndo-autdbnomos (ou defectivos). Enquanto os elementos autbnomos codificam
a(s) enzima(s) necessaria(s) para sua propria transposicdo, os elementos nao-autbnomos
perderam essa capacidade e usualmente dependem de um elemento autbnomo ou de uma
familia que possa fornecer estas enzimas in trans (Kidwell & Lisch, 1997). Os elementos
defectivos frequentemente exibem delecdes em suas ORFs ou suas repeti¢des terminais, as

quais sdo necessarias para a transposicéo.

1.4. DINAMICA DOS ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Os elementos transponiveis detectados no genoma de uma espécie podem ter duas
possiveis origens. Eles podem ser derivados de cdpias presentes em uma espécie ancestral
por transmissdo vertical, ou podem ser oriundos de uma espécie distantemente relacionada,
através de transferéncia horizontal (Capy et al., 1998). Ainda, uma familia de elementos
moveis pode se originar em uma espécie de novo por eventos de mutacdo e de
recombinacdo, que alteram ou reorganizam sequéncias ja presentes no genoma (Finnegan,
1985). O ciclo de vida de um elemento em qualquer linhagem filogenética pode,
aparentemente, prolongar-se por muitas centenas ou milhdes de anos, e pode ser
considerado como uma sucessdo de trés fases: replicacdo dinamica, inativacdo e

degradacéo (revisdo em Kidwell & Lisch, 1997; Brookfield, 2005).
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O primeiro passo na introducdo de um TE em um genoma € o estabelecimento de
uma fase invasora. A partir do momento que uma sequéncia se insere em um novo
genoma, 0 nimero de coOpias tende a aumentar, sendo o ndmero final dependente de
algumas caracteristicas do genoma hospedeiro. A interacdo estabelecida entre elemento e
genoma hospedeiro define a sobrevivéncia de ambos. A taxa na qual este fendmeno ocorre
depende de vérios fatores que regulam a transposi¢do do elemento, como a sua capacidade
de invasdo, as caracteristicas do genoma hospedeiro, fatores ambientais e a interagcdo de
todos esses fatores. A segunda fase da vida de um TE é caracterizada por sua inativacdo, e
depende, em grande parte, do impacto do elemento sobre o valor adaptativo do hospedeiro.
Finalmente, um estagio de senescéncia se estende possivelmente por milhfes de anos.
Neste estagio, todos os elementos autbnomos sao perdidos, ndo ocorre aumento do numero
de copias, e as seqliéncias ndo-autbnomas sdo perdidas, deletadas ou divergem (Pinsker et

al., 2001; Brookfield, 2005).

1.5. IMPLICACOES EVOLUTIVAS DOS ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Associadas a sua ubiqliidade e abundancia, algumas consequéncias bioldgicas
decorrentes do modo de acdo dos TEs podem ter profundas implicagdes evolutivas. Estes
elementos sdo apontados como um mecanismo gerador de variabilidade, provavel sistema
gerador de isolamento reprodutivo e de transmissdo horizontal de informacdo genética
entre espécies (revisdes em Kidwell, 1992; Cummings, 1994).

Os TEs utilizam-se de um mecanismo chamado de transposi¢do, que nada mais é

do que uma reacdo de recombinacdo que intermedia 0 movimento desses segmentos de
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DNA entre sitios ndo homdlogos. Uma vez que sdo elementos moveis, eles tém a
capacidade de mudar informacdes genéticas do hospedeiro, alterando a estrutura dos
Cromossomos ou a organizagao dos genes (Craig, 2002).

Os tipos de variabilidades genéticas causadas pela atividade dos TEs, dependem
muito da regido onde se inserem. As alteracOes causadas incluem: 1) alteracfes génicas
estruturais, 2) modificacdo na expressao génica, 3) rearranjos cromossomicos, 4) aumento
da taxa de mutacdo, 5) transformacdo de um segmento de DNA imoével em movel, e até 6)
a aquisicao de novas fungdes — domesticacao ( revisdo em Kidwell & Lisch, 2002).

Em Drosophila, uma série de mutagdes nulas no loco white levou a descoberta do
elemento P como agente causal da disgenesia gonadal P-M (Rubin et al., 1982). Ja a
insercdo de gypsy na regido regulatoria 5° do gene yellow em Drosophila causou a perda de
expressdo desse gene em tecidos especificos (Geyer et al., 1986). Multiplas copias de um
elemento podem, também, atuar como substrato para recombinacdo homéloga, o que pode
levar a alteracBes na estrutura e atividade do genoma (Craig 2002). Também em
Drosophila, Mackay et al. (1992), demonstraram que a variabilidade quantitativa para o
namero de cerdas esté relacionada ao movimento de elementos da familia P.

Anélises de véarios TEs tém mostrado que suas distribuicdes entre espécies nao
seguem a filogenia das espécies hospedeiras. A distribuicdo de um dado TE entre varias
espécies frequentemente apresenta lacunas e, algumas vezes, uma espécie mais
distantemente relacionada contém o elemento, enquanto outra espécie proximamente
relacionada ndo o possui. Além disso, elementos encontrados em espécies que pertencem a
diferentes géneros, familias, ordens e até mesmo classes, podem ser, algumas vezes, muito
similares. Estas “incongruéncias filogenéticas” sdo frequentemente devidas a transferéncia

horizontal, hibridacéo entre espécies ou polimorfismo ancestral (Kidwell & Lisch, 1997).
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1.6. MOBILIZACAO DE TRANSPOSONS

A mobilizacdo dos transposons estd sujeita a um conjunto complexo de
mecanismos regulatérios que envolvem, ndo apenas proteinas codificadas pelos proprios
transposons, mas, também, pela célula hospedeira, além de fatores ambientais. Muitas
vezes, 0s proprios transposons tém, em si mesmos, fungdes que regulam sua frequéncia de
transposicdo. Parece légico que hajam mecanismos para conter a mobilizacdo
indiscriminada dos elementos de transposi¢cdo, caso contrario eles poderiam passar a
inserir-se descontroladamente em diversas posicdes do genoma, interrompendo o
funcionamento de um nimero cada vez maior de genes necessarios a atividade da célula;
ou provocando uma quantidade de rearranjos estruturais (como perdas de DNA, fusfes de
moléculas, inversGes, duplicacbes e translocacdes) tdo grande que ndo seria suportavel.
Desta forma, ao evitar um excesso de danos genéticos, os elementos transponiveis parecem
buscar um equilibrio entre a sua “sobrevivéncia” e a sobrevivéncia da célula da qual
dependem. A freqiiéncia de transposicdo, bem como 0s mecanismos reguladores
empregados, sdo muito variaveis, dependendo do elemento (ou familia de elementos) em

questdo e das condicdes fisioldgicas das células hospedeiras. Em algumas situacdes, as

transposicGes podem ser tdo, ou mais, freqlentes do que 103 por organismo; em outros
casos, 0s elementos podem permanecer imobilizados por um longo periodo de tempo. De

um modo geral, as insercdes em genes especificos ocorrem num nivel comparavel ao da

taxa de mutacdes espontaneas: de 10 a 10°/ por organismo (Fedoroff, 2002).
Alguns TEs podem produzir muitas mutagOes letais, podendo causar a sua

extingdo, bem como a de seu hospedeiro. Sequéncias moveis podem sobreviver em um
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genoma somente se houver um equilibrio no qual ambos os genomas adquiram alguma
vantagem genética (Capy et al., 1998).

Recentemente, um grande nimero de evidéncias tém sugerido que existem varios
mecanismos de silenciamento dos TEs, como regulagdo transcricional, competi¢cdo por
sitio de ligagdo, inibicdo por multiplas cépias, formacdo de complexos oligoméricos e
outros mecanismos globais de repressdo, tais como mutagfes em ponto repetidamente
induzidas, e 0 mecanismo de interferéncia por RNA (Castro & Carareto, 2004). Estes
mecanismos parecem ter surgido como respostas adaptativas ao aumento do nimero de
copias dos TEs nos genomas hospedeiros (McDonald, 1998; Hurst & Werren, 2001).

Entretanto, até o momento, se conhece pouco sobre os fatores que levam a
mobilizacdo de TEs nos genomas hospedeiros. De uma maneira geral, fatores que expdem
um organismo a situagOes de estresses, como, por exemplo, choques de temperatura,
substancias toxicas, ou estresses provocados em células em condi¢Ges de cultivos de
tecidos ou de células, podem levar a mobilizacdo de transposons. Alguns trabalhos tém
demonstrado uma modificagdo na expressdao de alguns TES em resposta ao estresse
ambiental (Strand & McDonald, 1985).

Dos mecanismos que conduzem & mobilizagdo de TEs, o melhor caracterizado é o
fendbmeno conhecido como disgenesia do hibrido. A disgenesia do hibrido resulta da
mobilizagdo de certos elementos transponiveis na Fi, resultante do cruzamento entre
linhagens que possuem diferentes complementos dos elementos em seus genomas.

O termo “disgenesia do hibrido” foi primeiramente descrito em Drosophila
melanogaster e associado ao elemento transponivel P (Kidwell & Kidwell, 1976), e foi
definido como uma sindrome de tragcos genéticos aberrantes, induzidos em hibridos

descendentes do cruzamento entre determinadas linhagens, sendo tal fenbmeno associado a
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mobilizacdo de elementos transponiveis. A sindrome aparece em células germinativas da
F1 de cruzamentos entre machos da linhagem P (contém o elemento P completo e possui
uma condicdo citoplasmatica que reprime a acdo do mesmo - citdtipo P), com fémeas da
linhagem M (ndo contém o elemento P e possui uma condicgdo citoplasmatica favoravel a
transposicdo do mesmo - citétipo M). Os descendentes, freqientemente tém fertilidade
reduzida, particularmente quando seu desenvolvimento ocorre em altas temperaturas
(29°C). Os individuos férteis apresentam outros tracos disgénicos, incluindo alta freqliéncia
de descendentes inviaveis, recombinacdo em machos, mutacdes e aberracdes
cromossémicas. Fendémeno similar também j& foi descrito para outros elementos
independentes como | e hobo, assim como, ha evidéncias de que mais de um elemento
pode induzir simultaneamente o aparecimento de disgenesia gonadal em D. virilis (Petrov

etal., 1995).

1.7. O ELEMENTO TRANSPONIVEL HOBO

O elemento transponivel hobo foi originalmente descrito por McGinnis et al.
(1983) como uma insercdo no gene Sgs-4 de Drosophila melanogaster préximo da regido
TATA box. Essa insercdo de 1273 pb de tamanho provocou a reducdo na expressdo do
gene Sgs-4, e levou a identificacdo de uma familia de seqliéncias de DNA, de tamanho e
padrdo de restricdo ndo conservados em linhagens de Drosophila melanogaster. Devido a
similaridade na sequiéncia de aminoacidos do gene da transposase com 0 elemento

Activator (Ac) de Zea mays, e Tam3 de Antirrhinum majus, o elemento hobo de D.

19



melanogaster, foi incluido numa superfamilia de transposons denominada hAT - hobo- Ac-
Tam3 (Calvi et al., 1991).

O elemento hobo canénico (HFL1) é de classe Il (Finnegan, 1989), possui 2959
pb de tamanho, com repeti¢fes terminais invertidas de 12 pb (Calvi et al., 1991) e inclui
seqliéncias TATA e CAAT (Galindo et al., 1995). Os sitios de inser¢cdo de hobo s&o
tipicamente flanqueados por uma duplicacdo de 8 pb na seqtiéncia hospedeira.

O numero de elementos hobo no genoma é variavel, e, além disso, a posi¢do de
insercdo do elemento também varia entre as linhagens (Blackman & Gelbart, 1989). Em
relacdo ao padrdo temporal e geogréafico de distribuicdo do elemento hobo, analises das
linhagens mais antigas de D. melanogaster, coletadas antes de 1950, sugerem que
elementos hobo completos eram ausentes nessas linhagens, mas que eles foram
recentemente introduzidos nesta espécie por transferéncia horizontal (Periquet et al., 1989;
Boussy & Daniels, 1991; Pascual & Periquet, 1991).

Outra caracteristica importante do elemento canbnico é que ele possui dois sitios
de restricdo para Xhol proximos a cada extremidade, o que facilita analises por Southern
Blot. Daniels et al. (1990) analisaram 134 espécies utilizando esta técnica e demonstraram
que, no género Drosophila, somente as espécies do subgrupo melanogaster e montium
contém elementos suficientemente conservados que permitem sua detec¢do. No genoma de
D. melanogaster algumas linhagens contém elementos hobo completos e/ou deletados,
outras ndo tem nenhum (Streck et al., 1986).

No genoma de Drosophila simulans o elemento hobo também pode ser
encontrado nessas trés formas citadas (Streck et al., 1986; Daniels et al., 1990). Simmons
(1992) demonstrou que muitos dos elementos hobo completos de D. simulans sdo

praticamente idénticos em sequéncia de DNA ao hobo canbnico de D. melanogaster,
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diferindo em somente trés posicdes das 2563 sequienciadas (o fragmento interno gerado por
Xhol).

Além de carregar elementos de tamanho completo e copias menores do elemento
hobo, D. simulans também carrega muitas cdpias de seqliéncias relacionadas a hobo,
detectadas por Southern Blot. Essas sequéncias relacionadas a hobo, ou hobo “relics”, tém
despertado grande interesse nos pesquisadores. A caracterizacdo dessas seqliéncias pode
fornecer informacdes valiosas sobre a origem do elemento hobo, sua historia e dindmica.
Simmons et al. (1998) e Galindo et al. (2001) tém descrito sequéncias relacionadas a hobo
em D. melanogaster como sendo ndo-funcionais e incapazes de codificar sua propria
transposase. Em D. simulans, uma destas sequéncias relacionadas a hobo foi recentemente
identificada por Torres et al. (2005), causando uma mutacdo de novo no gene white de D.
simulans. Este elemento foi chamado de hobo “velho animado” (hobo"*).

O elemento hobo parece ser o agente causal de altas taxas de rearranjos
cromossdmicos (Blackman et al., 1987; Lim, 1988), e estd relacionado com a
recombinacdo em machos (Yannopoulos & Zacharopoulos, 1980; Yannopoulos et al.,
1982, 1983, 1987). Além disso, como ocorre com o elemento P, hobo também foi
associado ao fendmeno conhecido como disgenesia do hibrido (Blackman et al., 1987;
Yannopoulos et al., 1987). Segundo Pascual & Periquet (1991) as populagdes naturais,
quando testadas para o sistema disgénico hobo, podem ser classificadas em: linhagens E
(do inglés empty), que ndo apresentam esse elemento em seu genoma; e linhagens H, as
linhagens que contém elemento hobo.

A disgenesia do hibrido descrita para o elemento hobo (Blackman et al., 1987;
Yannopoulos et al., 1987) é bastante similar aquela descrita para o sistema P-M, embora

seja completamente independente desta e possua algumas diferencas importantes. A
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primeira dessas diferencas € a incidéncia de mutabilidade nos cruzamentos reciprocos. Em
P-M, altas taxas de mutacéo e esterilidade gonadal sdo observadas nos cruzamentos entre
machos P e fémeas M mas ndo nos cruzamentos reciprocos. No caso de hobo, altas taxas
de mutabilidade e esterilidade gonadal sdo observadas nos cruzamentos entre machos H e
fémeas E, sendo que altos niveis de atividade ndo se restringem a progénie de tal
cruzamento, ocorrendo também em cruzamentos inversos, embora em taxas menores,
porém, apreciaveis (Blackman et al., 1987; Blackman & Gelbart, 1989). Também diferente
é o fato da esterilidade P-M ser mais pronunciada em altas temperaturas; o sistema H-E
parece ndo ser influenciado por esse fator. O elemento hobo, além de se transpor em
células germinativas, também tem mobilizacdo somaética, sendo a transposicao na linhagem
germinativa devida a limitacdo de transposase tecido-especifica através do controle
transcricional, mas ndo pelo corte de intron, como ocorre com o elemento P (Calvi &
Gelbart, 1994). Existem evidéncias de mecanismos de repressao zigética e materna agindo
na mobilizacdo de hobo, em algumas linhagens (Yannopoulos et al., 1987). Engels &
Preston (1979) propuseram que a disgenesia gonadal (esterilidade GD), caracteristica do
sistema P-M (Kidwell & Novy, 1979) e também associada a disgenesia causada por hobo
(Yannopoulos et al., 1987), é resultante da morte celular durante os primeiros estagios de
desenvolvimento da linhagem germinal em conseqiiéncia dos efeitos da transposicdo de

elementos moveis.
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1.8. O ELEMENTO TRANSPONIVEL PIGGYBAC

Como outros transposons, 0 elemento piggyBac, originalmente encontrado em
Trichoplusia ni (Lepidoptera), foi identificado por sua associacdo com uma mutacao.
piggyBac é um transposon de classe I, tem 2,5 kb de tamanho, com repeti¢Bes terminais
invertidas de 13 pb e uma ORF de 2 kb , e é parte de uma subclasse de elementos que se
insere exclusivamente em sitios TTAA (Cary et al., 1989).

O elemento de transposicdo piggyBac tem demonstrado ser um efetivo vetor de
transformacdo na mosca da fruta do mediterraneo Ceratitis capitata, assim como em
diversos outros insetos (Handler et al., 1998). O uso de uma transposase ndao modificada,
sob regulacdo do promotor de piggyBac, indicou que piggyBac retém sua funcdo autbnoma
em C. capitata, uma vez que a regulagéo transcricional foi mantida, bem como a atividade
enzimatica. Esta observacdo traz uma nova visdo, uma vez que todos outros insetos
transformados com sucesso tém sido limitados a espécies de dipteros utilizando vetores

isolados do mesmo ou de outro diptero.

1.9. O ELEMENTO HOBO EM D. SIMULANS E HIPERMUTABILIDADE

Em um estudo sobre elementos transponiveis em linhagens de D. simulans da
América do Sul, Loreto et al. (1998,) encontraram que o elemento hobo candnico deve ser
uma aquisicéo recente no genoma das linhagens sul americanas. Este elemento parece ter
invadido o genoma dessa espécie primeiramente nas populacdes européias, asiaticas,

africanas e na América do Norte, e s6 depois nas populagcGes sul americanas.
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Em um outro estudo, Loreto et al. (1998) caracterizaram uma linhagem
hipermutavel de D. simulans, e, ao longo de aproximadamente 100 geracdes de
observacdo, foram isoladas sete diferentes mutagdes, tanto autossdmicas como ligadas ao
cromossomo X. O mutante espontaneo que originou esta linhagem apresentava olhos de
tamanho reduzido, com malformacdo dos omatideos, bem como superficie brilhosa e
alteracdo da pigmentacdo (vermelho escuro). Pela semelhanga com um mutante
equivalente de Drosophila melanogaster e, depois, pela comprovagdo molecular, essa
mutacdo foi identificada como ocorrendo no loco lozenge, situado no cromossomo X
(Loreto et al., 1998;,). Ao longo da manutencdo dessa linhagem surgiram outros mutantes
espontaneos. O segundo mutante a surgir também apresentava alteracGes nos olhos, sendo
estes de cor rubi, carater associado ao loco ruby eyes, também ligado ao cromossomo X. O
terceiro mutante isolado foi um com alteracbes de asas, as quais Sse apresentavam
permanentemente abertas, lembrando o fenétipo decapentaplegic (dpp) de D.
melanogaster. Este mutante foi denominado dpp-like, e a mutagdo foi localizada como
ocorrendo num loco autossdmico do segundo cromossomo.

Com o decorrer das geragdes, mais um novo mutante surgiu nesta linhagem, sendo
também um mutante autossémico de asa, onde ocorrem bolhas cheias de hemolinfa, que
lembram o fendétipo blistered descrito para D. melanogaster. Ainda um outro mutante,
também autossdmico, surgiu nessa linhagem, porém esse era um mutante homeo6tico,
apresentando transformacdo das antenas em pata, e o0 surgimento de olhos ectopicos na
extremidade dessa pata homedtica; esse mutante foi denominado Zoinho-na-pata (Zp). Por
duas vezes independentes, surgiu ainda mais um mutante de olho, apresentando olhos de

cor branca, sendo que essa mutagdo, aparentemente white, ocorreu num loco do
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cromossomo X. Um desses mutantes se mostrou estéril, enquanto o outro néo, e, a partir
dele, foi possivel estabelecer uma linhagem white estavel (Loreto et al., 1998,).

As propriedades bioldgicas da linhagem hipermutavel de D. simulans descrita por
Loreto et al. (1998y) sugeriram ser um elemento transponivel muito ativo o agente causal
da hipermutabilidade desta linhagem. Uma vez que eventos de mutagcfes espontaneas séo
eventos raros, o0 encontro de uma série de mutagdes espontaneas em uma linhagem de D.
simulans, caracterizando um fendmeno de hipermutabilidade, é extremamente importante,
e fornece uma excelente oportunidade de se estudar a relacdo entre seqiiéncias de insercéo
de DNA repetitivo, elementos transponiveis e muta¢es espontaneas.

A andlise molecular de um mutante white originado a partir desta linhagem
hipermutéavel por Torres (2001) indicou a presenga de uma insercao de aproximadamente
1,2 kb na regido do 3° éxon deste gene. A clonagem e o sequénciamento desta insercao
mostrou-se tratar de um elemento hobo “relic” (reliquia), que ndo pode mobilizar-se por
conta propria, uma vez que a ORF da transposase possui muitas mutacdes sem sentido.
Entretanto, como as ITRs deste elemento estdo conservadas, € sugerido que este elemento
hobo “relic” deve ter sido mobilizado por um hobo canénico (Torres et al., 2005). Por
tratar-se de um hobo “relic”, e, aparentemente bastante mobilizavel, este elemento foi
nomeado hobo"”,

Ja o loco dpp parece ser um sitio preferencial de inser¢do de hobo. Newfeld &
Takaesu (1999) sugerem que a regido do loco dpp é resistente a insercdo do elemento P,
mas ndo a inser¢do do elemento hobo. Os resultados obtidos por esses autores para a
preferéncia de insercdo no loco dpp também sdo suportados pelo trabalho de Smith et al.

(1993), que observaram diferentes padrdes de inser¢do dos elementos P e hobo, sendo a
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inser¢do de hobo novamente localizada na regido do gene dpp. Ao que tudo indica, o loco

dpp é um “hot spot” para o elemento hobo.

1.10. TRANSFORMACAO GENETICA ATRAVES DE MICROINJECAO MEDIADA POR

TRANSPOSONS

As contribuicGes mutuas entre biologia do desenvolvimento e engenharia genética
permitiram um rapido desenvolvimento de técnicas para a criagcdo de animais transgénicos.
Microinjecdo de DNA, a primeira técnica a ser bem sucedida em mamiferos, foi
primariamente aplicada em camundongos (Gordon & Ruddle, 1981) e posteriormente em
varias outras espécies como coelhos, ovelhas, porcos, passaros e peixes. Duas outras
técnicas foram desenvolvidas: transgénese mediada por retrovirus (Jaenisch, 1976) e
transferéncia génica em células embrionarias (Gossler et al., 1986).

Desde 1981, quando o termo transgénico foi primeiro usado por Gordon & Ruddle
(1981), ocorreu um rapido incremento no uso de animais na engenharia genética e um
aumento expressivo no nimero de aplicagdes para esta tecnologia.

Em 1982, um eficiente método foi reportado por Rubin & Spradling para integrar
DNA ex6geno no genoma de insetos que era estavelmente herdavel como um transgene
nas geracOes seguintes. Este processo de transformacdo genética foi primeiro demonstrado
em Drosophila melanogaster, por utilizar o elemento transponivel P e foi
subseqlientemente usado com suUcesso em muitos outros experimentos.

A transformacédo genética in vivo revolucionou as pesquisas em moscas-da-fruta,

que tém sido um importante organismo modelo. Entretanto, o elemento P parece ndo ser
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funcional fora da familia dos drosofilideos (Handler et al., 1993), porque este transposon
requer um co-fator hospedeiro especifico (Rio & Rubin, 1988).

Nos ultimos anos, vetores utilizando outros transposons como mariner, hermes e
piggyBac, permitiram estender esta metodologia para diferentes organismos como outros
insetos (Handler, 2001), peixes (Fadool et al., 1998) e galinhas (Sherman et al., 1998). Isso
s foi possivel porque esses elementos de transposicéo sao funcionais em uma ampla gama
de animais, e ndo requerem co-fatores adicionais para a sua mobilizagdo (Horn &
Wimmer, 2000).

Um outro obstaculo ao uso de transposons para transformacdo de linhagens
germinativas foi a dificuldade de se obter marcadores genéticos que permitissem
facilmente e com seguranga a identificagdo de animais transgénicos. Geralmente,
marcadores para transformacdo espécie-especifica podem ser gerados pelo isolamento de
mutacdes visiveis na espécie de interesse, clonando o correspondente gene, e, finalmente,
revertendo o fendtipo mutante pela incorporacdo de uma copia selvagem deste gene por
transformacdo. Para um grande nimero de espécies, porém, isto pode ser um processo
trabalhoso e demorado.

Atualmente, o uso da “green fluorescent protein” (GFP), sob o controle de
promotores artificiais, constitui um marcador universal que pode servir para fazer
transferéncia génica em algumas espécies (Berghammer et al., 1999; Horn & Wimmer,
2000; Horn et al., 2000; 2002). Uma restricdo para o uso desta metodologia, entretanto, e
principalmente para um laboratério pouco equipado, é que a metodologia requer a
utilizacdo de um micromanipulador, micro-agulhas e um sistema de microinje¢do. Além
disso, se 0 gene marcador GFP for empregado, um microscopio de epifluorescéncia é

fundamental.
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O uso da microinjecdo de vetores contendo transposons tambem ¢é realizado para
se estudar o préprio mecanismo de transposicao, a dindmica e o controle da transposicao.
A partir de linhagens transgénicas de Drosophila melanogaster, geradas pela injecédo do
elemento hobo candnico, Ladeveze et al. (2001) investigaram o impacto desse elemento na
re-organizacdo global do genoma. Ja Ladeveze et al. (1998) tentaram tracar o destino de
elementos hobo no genoma de linhagens E transformadas com pHFL1. Ao longo de
aproximadamente 105 geracOes, os autores tentaram entender a dindmica populacional e
gendmica desse elemento, bem como seus padrdes de inser¢cdo. Em um outro estudo,
Handler & Gomez (1995) testaram a mobilidade do elemento transponivel hobo em
diversas linhagens de Drosophila melanogaster e em diversas espécies de Drosophila. Por
meio da metodologia de “in vivo transient assay”, monitoraram a taxa de excisdo de hobo
em embrides. Ainda, Handler & Gomez (1996), utilizando a mesma metodologia de
excisdo em embrides, estudaram a funcdo do transposon hobo em espécies de tefritideos
tanto na presenga como na auséncia da transposase de hobo. Em funcgéo disso, no presente
trabalho, propomos o desenvolvimento da metodologia de transformacdo genética, e sua
utilizagdo como ferramenta, na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos no controle

e na mobilizac&o do elemento transponivel hobo.
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Il. OBJETIVOS

11.1. OBJETIVO GERAL
- Contribuir para o entendimento dos mecanismos de controle da mobiliza¢do do
elemento transponivel hobo através da transformacdo genética utilizando este elemento ou

através do fornecimento de transposase utilizando a metodologia de microinjecdo de DNA.

11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Implementar no nosso laboratério a metodologia de transformacdo genética
utilizando elementos transponiveis como vetor.

2- Testar a possibilidade de mobilizacdo de um elemento hobo reliquia (elemento
ndo autdbnomo) presente e causador de mutagdes nos genes white e, possivelmente em dpp
em linhagens de Drosophila simulans, através da microinjecdo do elemento hobo
candnico, sendo este a fonte de transposase para esta mobilizacao.

3- Avaliar os efeitos fenotipicos causados pelo estresse gerado por meio do

processo de microinjecdo e/ou mobilizacdo de transposons.
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I11. MATERIAIS E METODOS

111.1. LINHAGENS DE DROSOPHILA UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes linhagens mutantes de Drosophila simulans: white
e dpp-like. Ambas sdo oriundas de uma linhagem hipermutavel, associada a acdo de um
elemento de transposicdo (Loreto et al., 1998,). A mutacdo no gene white da linhagem de
D. simulans white foi caracterizada molecularmente por Southern Blot. A clonagem e o
sequenciamento da insergdo presente no gene white deste mutante mostrou a existéncia de
um elemento transponivel hobo “relic” de 1,2 kb (Torres et al., 2005), denominado

hobovA.

111.2. MANUTENCAO DOS ESTOQUES

Os estoques foram mantidos por cruzamento massal em camara de temperatura
constante (17°C + 1 e 60% de umidade relativa) em meio de cultura a base de farinha de
milho (Marques et al., 1966).

Os embrides microinjetados sobreviventes foram mantidos a 19°C + 1 até
atingirem o estagio adulto. Apds esta etapa, foram transferidos para cdmara de 17°C, assim

como na manutencdo de sua prole.
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111.3. MICROINJECAO

A técnica de microinjecdo empregada foi baseada nos métodos descritos por
Rubin & Spradling (1982) e por Fujioka et al. (2000), ambos para a transformacdo de D.
melanogaster com o elemento P. O estabelecimento de modificacdes e adaptacdo a esta
metodologia foram necessarios, face aos equipamentos e condi¢Ges disponiveis em nosso
laboratorio (ou, em alguns casos, a auséncia deles). Estas modificacdes e adaptacdes séo

descritas em Depra et al. (2004) (Anexo 1).

111.4. VETORES UTILIZADOS

Os vetores de transformacdo utilizados para a primeira etapa do trabalho est&o
descritos em Depré et al. (2004) (Anexo 1). Para a segunda etapa do experimento o vetor
de transformacéo utilizado foi o plasmideo pHFL1 (Calvi et al., 1991), o qual possui o
elemento hobo completo inserido em um plasmideo BlueScript (Figura 1). A microinjecdo
de um plasmideo sem conter nenhum transposon foi empregada como controle, para
verificar se 0 estresse causado pela manipulacdo e micro-injegdo de DNA no embrido
poderia induzir a transposicdo. Para isso, utilizou-se o plasmideo BlueScript KS+.

Os plasmideos para microinjecdo nos embrides foram purificados por precipitacao
com polietilenoglicol (PEG) como descrito por Fujioka et al. (2000), e injetados numa

concentracdo de duzentos nanogramas por microlitro (200ng/ul) cada.

31



2959 pb

< >
y 2563 pb N
o, 7
12pb Xho | Xho | 12pb

IR | TR
o | 1982 pb ORF1

Figura 1: Representagdo esquematica do elemento hobo canénico HFL1 (Calvi et al., 1991),
com aproximadamente 3kb de tamanho. Estao representados os sitios de Xhol que geram um

fragmento de = 2,6kb.

111.5. ANALISE DOS INDIVIDUOS MICROINJETADOS E DESCENDENTES

Os ovos que foram microinjetados e chegaram ao estadgio adulto (Go) de D.
simulans white e D. simulans dpp-like foram individualmente cruzados com outro
individuo da mesma linhagem. A partir da F; destes individuos, fez-se o estabelecimento
de 5 isolinhagens. Cinco fémeas de cada F; foram escolhidas ao acaso e individualmente
separadas em tubos de meio de cultura, para dar origem a uma isolinhagem. Cada linhagem
gerada a partir desta Unica fémea foi mantida até a F; (terceira geracdo) e os fenotipos
apresentados por todos os descendentes foram observados sob estéreo-microscopio,
igualmente até a F3. A finalidade do estabelecimento destas isolinhagens foi a de forcar o
endocruzamento e, assim, ter mais chances de detectar novas mutacdes recessivas. Além
das cinco isolinhagens, foi feito um sexto grupo de analise na forma de estoque massal
(pool), gerado a partir dos individuos F; restantes, que ndao foram utilizados no
estabelecimento das isolinhagens. Os adultos (Gp), bem como seus descendentes, foram
cuidadosamente avaliados quanto a possivel mobilizacao do elemento hobo, verificando-se
possiveis alteracbes morfoldgicas e, até mesmo, a reversdo do fendtipo mutante causadas

pela injecdo do elemento ou pelo proprio processo de microinjecdo. A Figura 2 ilustra o
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delineamento experimental utilizado neste trabalho. Apos esta anélise, os individuos que
ndo apresentaram nenhuma alteracdo fenotipica foram descartados e aqueles que
mostraram algum tipo de alteragdo no fenotipo foram cruzados, na tentativa de se
estabelecer uma nova linhagem mutante a partir deles.

O numero de individuos que apresentaram alteragdes morfoldgicas foi
contabilizado nas diferentes linhagens e submetido a analise estatistica.

As linhagens de D. simulans dpp-like injetadas com o plasmideo pHFL1, além da
analise acima, foram submetidas & analise molecular. Por meio da técnica de Southern
Blot, tentou-se verificar se 0 nimero de cdpias do elemento hobo elevou-se com a

microinjecé&o.

Pool
BlueScript
/ o oo
L sl LT isolinhagens
{ = - LY ‘-_':_‘33{:;\ H_L[ analisadas até a
_— Va " -
Gy
Pool
pHFL1
J”-’f N el T ] -
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{ ¥ » B ~-‘?‘{\‘— analisadas até a
o JONS F3
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Figura 2: Delineamento experimental: i) embribes pré-celularizacdo foram injetados com
diferentes DNAs; ii) moscas adultas obtidas dos embrifes microinjetados foram cruzadas
com outro individuo da mesma linhagem; iii) toda a F; foi analisada fenotipicamente e se
quantificou a taxa de alteracdes fenotipicas — atencédo especial foi dada a taxa de reversao de
mutacdes; iv) foram estabelecidas 5 isolinhagens em que se realizou a mesma andlise

fenotipica descrita em iii até a geracao F3; o Pool foi igualmente analisado.
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111.6. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi empregada para determinar se o nimero de alteracGes
observadas entre as diferentes linhagens injetadas, resultou da ac&o do elemento hobo. Para
isso, optou-se por utilizar a “Analise de variancia para dados repetidos”, sendo as
repeticdes representadas pelas cinco isolinhagens estabelecidas no trabalho, resultantes da
mesma fémea genitora. Os fatores de efeitos principais empregados no teste foram: a) tipo
de tratamento (injecdo com pHFL1 ou injecdo com BlueScript), b) linhagem (D. simulans
white ou dpp-like), e ¢) isolinhagem como medida repetida. Para os dados do “pool” foi
utilizada “Analise de variancia”. Estes métodos de analise de variancia comparam todas as
médias encontradas em um Unico teste, com o objetivo de identificar a existéncia de ao
menos uma diferenca entre grupos, se alguma existir (Callegari-Jacques, 2003). Os testes
foram realizados por meio do programa “SPSS for Windows” Versdo 10 (Copyright©

SPSS Inc., 1989-1999).

111.7. EXTRACAO DE DNA

Para analise molecular dos individuos da linhagem dpp-like microinjetados com
pHFL1, optou-se por fazer extracdo de DNA das moscas da terceira geracéo (Fs).

Aproximadamente 70 moscas foram maceradas em nitrogénio liquido dentro de
um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Ao homogeneizado foi acrescentado 750 ul de
tampdo de lise, composto por: Tris-HCI 0,1M, EDTA 0,1M, SDS 1% e NaCl 0,06M. A

amostra foi incubada em banho-maria por 1 hora a 65°C. A extracdo de proteinas e lipideos
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foi realizada com solventes organicos da seguinte forma: acrescentou-se um volume de
fenol equilibrado pH 8,0 e agitou-se por 10 min, lentamente. Centrifugou-se por 10 min a
13000 rpm. O sobrenadante foi passado do tubo original para um novo tubo e repetiu-se o
procedimento com um volume de fenol-cloroférmio. Mais uma vez, o sobrenadante
também foi retirado ap6s a centrifugacdo e submetido a uma nova etapa nas mesmas
condicBes que a primeira, agora apenas com cloroférmio. A precipitacdo do DNA foi
realizada retirando-se, novamente, o sobrenadante e acrescentando-se 20% do volume
inicial de NaCl 1M e 2 volumes de alcool etilico absoluto. Apos, centrifugou-se por 15 min
para precipitar o DNA. O liquido sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
por 3 vezes com &lcool etilico 70%. O DNA foi colocado para secar em estufa a 37°C e,
apos, acrescentou-se 20 ul de TE para a suspensdo. O DNA foi, entdo, submetido a um
tratamento com RNAse por 1 hora, em banho-maria a temperatura de 37°C. Ap0s esta
etapa foi quantificado por comparacdo com 0 DNA de fago lambda (GIBCO/BRL) em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, e testado com enzima de restricdo para
avaliacdo de sua qualidade, antes de ser utilizado no trabalho. Quando necessario, 0 DNA
foi re-submetido a etapa de fenol-cloroférmio, seguida por cloroférmio e as etapas

subsequentes, até atingir a pureza desejada.

111.8. SONDA

Como sonda empregamos o elemento hobo candnico obtido a partir do plasmideo

pHFL1. Este vetor foi clivado com a enzima de restricdo Xhol, que libera o elemento hobo

praticamente inteiro — aproximadamente 2,6 kb. O produto da reacdo de clivagem foi
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separado em gel de agarose 0,8%, e o fragmento de tamanho esperado foi isolado e
retirado do gel, utilizando-se um bisturi estéril. Apo6s, foi purificado com a utilizacdo do
“Kit” GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification® (Amersham Pharmacia Biotech),

conforme recomendacdes do fabricante.

111.9. SOUTHERN BLOT

Para verificar se 0 nimero de copias de hobo candnico sofreu aumento nas
linhagens microinjetadas, foi realizada a analise por Southern Blot.

Aproximadamente sete microgramas (7ug) de DNA foram clivadas com a enzima
de restricio Xhol, de acordo com as condi¢cGes recomendadas pelo fabricante. Os
fragmentos produzidos foram fracionados em gel de agarose 0,8%, e transferidos por
capilaridade para uma membrana Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech). A
marcacgdo da sonda e a hibridacdo foram realizadas com o “kit” para marcacdo e deteccao
de 4&cidos nucléicos Gene Images® (Amersham Pharmacia Biotech), conforme
especificacGes do fabricante. As membranas foram hibridadas com sonda marcada pelo
método de “random primer” a uma temperatura de 60°C em uma solucdo contendo 0,1%
SDS, 5% sulfato de dextran e liquido bloqueador diluido 20 vezes em 5x SSC. A
membrana foi lavada duas vezes a 60°C, primeiramente com 1x SSC e 0,1% SDS, e ap0s
com 0,5x SSC e 0,1% SDS, em ambos 0s casos, agitando-se por 15 minutos. Para a
deteccdo, foi utilizado o “kit” CPD-Star (Amersham Pharmacia Biotech). O tamanho
molecular (em kb) dos fragmentos detectados foi determinado usando os fragmentos do

marcador de peso molecular 1kb Plus DNA ladder (GIBCO/BRL) como controle e o
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programa “Seqaid 11, Verséo 3.81 (1989. Molecular Genetics Laboratory Center for Basic
Cancer Research Kansas State. University Manhattan KS USA 66506).

A intensidade do sinal no Southern Blot foi analisada e quantificada com auxilio
do programa “Lablmage® Gel Analysis and Documentation System” Versdo 2.71
(Copyright® 1999-2001 Kapelan GmbH). As bandas obtidas foram comparadas entre

linhagens dpp-like microinjetadas com pHFL1 e linhagens dpp-like ndo injetadas.
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IV. RESULTADOS

Depois de estabelecido um protocolo de transformacdo genética adequado as
nossas condi¢cdes laboratoriais, as primeiras injecdes foram realizadas. Inicialmente,
utilizamos o gene repérter GFP (Green Fluorescent Protein) para identificacdo da
transformacdo genética, como pode ser visto no Anexo 1. Apos confirmar a eficiéncia da
técnica de transformacdo genética empregando elementos transponiveis como vetor, e
estando esta funcionando adequadamente em nosso laboratério, alcangamos plenamente o
primeiro objetivo especifico do nosso trabalho. Posteriormente, passamos a segunda fase
do experimento. Nessa etapa, objetivamos verificar a possibilidade de mobilizacdo de um
elemento hobo reliquia, ndo auténomo ( hobo“”), caracterizado por Torres et al. (2005),
através de microinjecdo de elemento hobo canénico, capaz de fornecer a transposase para
mobilizacdo do elemento reliquia. Embrides de D. simulans, mutantes white e dpp-like,
foram independentemente injetados com os plasmideos pHFL1 e pBlueScript, totalizando
620 embribes injetados em cada grupo. Para fins didaticos, cada grupo de embrides
injetados foi designado da seguinte forma: H.DPP, os individuos da linhagem dpp-like
injetados com pHFL1 (hobo); B.DPP, os individuos da linhagem dpp-like injetados com o
plasmideo BlueScript; H.W, os individuos da linhagem white injetados com pHFL1; e
B.W, os individuos da linhagem white injetados com BlueScript. Como pode ser visto na

Tabela 1, um nimero varidvel de Gy (individuos microinjetados sobreviventes) foi obtido.
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Tabela 1: Numero de embrides de D. simulans white (W) e dpp-like (DPP) microinjetados

com os plasmideos pHFL1 (H) e BlueScript (B), e de adultos sobreviventes.

N de embrides

Grupos injetados Go Gy Férteis
H.DPP 620 38 (6,1%) 34 (5,4%)
B.DPP 620 20 (3,2%) 10 (1,6%)
H.W 620 22 (3,5%) 16 (2,5%)
B.W 620 20 (3,2%) 11 (1,7%)

Go: individuos microinjetados sobreviventes. G, Férteis: adultos injetados que deixaram F;

Na linhagem dpp-like, de um total de 620 embrides injetados com pHFL1, 38
chegaram ao estagio de mosca adulta, e destes, 34 deixaram prole. Dos embrides desta
linhagem injetados com BlueScript, 20 chegaram ao estagio de mosca adulta e 10 deixaram
prole. Na linhagem white, dos 620 embrides injetados com pHFL1, 22 sobreviveram e
desses, 16 mostraram-se férteis. Na injecdo do plasmideo controle BlueScript na linhagem
white, 20 individuos sobreviveram e 11 deixaram prole.

Esta variabilidade no nimero de Gy e Gy férteis obtidas nos diferentes grupos
experimentais pode ser explicada, em parte, pelas diferentes temperaturas a que foram
submetidos os embrides durante todo 0 processo de microinjecdo. As diversas etapas do
processo, como decoroniamento, desidratacdo e até mesmo a injecdo, foram realizadas a
temperatura ambiente, e cada uma delas pode estar sujeita a oscilagdes de temperatura. O
experimento foi realizado em diferentes épocas do ano, o que implica uma variacdo da
temperatura média diaria devido as alteracdes climaticas nas diferentes estagdes do ano.
Ainda, a diferenca intrinseca entre linhagens pode ter sido outro fator determinante na

relagdo entre nimero de individuos injetados e nimero de sobreviventes. Em futuros
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experimentos trataremos de realizar estas etapas em ambiente com temperatura controlada

(25°C).

1VV.1. ANALISE ESTATISTICA DOS INDIVIDUOS MICROINJETADOS E SEUS DESCENDENTES

1V.1.1 EMBRIOES DE DROSOPHILA SIMULANS DPP-LIKE INJETADOS cOM PHFL1

As moscas adultas (G,) resultantes de embrides de Drosophila simulans mutantes
dpp-like injetados com o plasmideo pHFL1 apresentaram diversas alteragdes morfoldgicas,
sendo predominante a alteracdo de asas. As mesmas, que originalmente apresentavam-se
abertas, mostraram-se fechadas, em um aparente processo de reversdo da mutacao.

Dentre os individuos que apresentaram alteracGes, podemos constatar diversos
padrdes de modificacdo do fendtipo original, tanto entre os individuos Go como nos
descendentes destes individuos. A alteracdo mais freqlientemente observada foi “aparente”
reversdao ao fendtipo normal; onde encontramos trés moscas Gy, resultantes da injecao
direta de pHFL1 no estagio de embrido, com asas fechadas (os individuos H.DPP-2,
H.DPP-4, H.DPP-24). Também foram observados dois individuos G, com uma das asas

abertas e outra fechada. Estas alteracGes podem ser vistas na Figura 3.
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Figura 3: Alteracdes encontradas em individuos G, microinjetados com pHFL1. Individuos
com fendtipo revertente (A) e com uma das asas abertas e outra fechada (B e C).

Além das alteracGes em asas observadas acima, um outro individuo Gy apresentou
malformacdo de antenas e omatideos (individuo H.DPP-13), como pode ser observado na

Figura 4.

Figura 4: Individuo com malformacao de antenas e omatideos. As setas indicam onde ocorreu

alteracdo de antena (A e B), e omatideos (C).

Dentre os descendentes dos individuos injetados, também foram observadas
diversas alteracfes, que ocorreram essencialmente nas asas. As mesmas apresentavam-se
fechadas, como demonstrado na Figura 3 (A), e o nimero de individuos que apresentaram

esta “reversdo”, nas diferentes isolinhagens, estd demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1: Namero de individuos que apresentaram asas “normais” em diferentes linhagens

de D. simulans dpp-like injetadas com hobo.

POOL | Is0.X.1 | Is0.X.2 | 1s0.X.3 | I1s0.X.4 | 1s0.X.5
HDPP-1 4 3 5 1
HDPP-2 4 1
HDPP-3 14 1 3 3 2 3
HDPP-4 5 1 1 2 3
HDPP-5 8 1 2
HDPP-6 6 3 3 1 3
HDPP-7 11 2 1 1 4 2
HDPP-8 11 4 4 2 5
HDPP-9 5 5 2 1 3
HDPP-10 13 1 7 3 5
HDPP-11 3 2 1
HDPP-12 1 1 2
HDPP-13 8 5 3 2 3 2
HDPP-14 3 4 3
HDPP-15 4 4 2 8 1 6
HDPP-16 6 1 1 1
HDPP-17 4 2 1 5 3 3
HDPP-18 3 1
HDPP-19 3 2
HDPP-20 7 2 2 1 2
HDPP-21 6 3 1 1 3
HDPP-22 6 2 4 6
HDPP-23 3 2 1 1 2
HDPP-24 5 1 3
HDPP-25 1
HDPP-26 4 3 1
HDPP-27 4 1
HDPP-28 1 1
HDPP-29 4 3 1
HDPP-30 2 1 2 1
HDPP-31 8 3 1 2 3
HDPP-32 2 1 1 1
HDPP-33 3 1 4
HDPP-34 5 1

Além destas alteracfes, outras modificagdes nas asas também foram observadas
nos descendentes de H.DPP. Como demonstrado na Figura 5, alguns individuos

apresentaram reducdo em uma das asas.
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Figura 5: AlteracOes de asas observadas nos descendentes de H.DPP. Vista superior (A) e

vista lateral (B) do mesmo individuo.

Cabe salientar que todos os individuos que apresentaram algum tipo de alteracéo
morfoldgica foram cruzados com outro da mesma linhagem, na tentativa de se estabelecer
uma nova linhagem mutante. E, em todos os cruzamentos, a prole resultante apresentou o
fendtipo normal da linhagem, com asas abertas de tamanho normal. Nos cruzamentos dos
individuos que apresentaram uma aparente reversao do fenotipo dpp-like, o resultado foi o
mesmo; as proles geradas apresentavam o fenotipo original da linhagem dpp-like, com asas
abertas. Conseqiientemente nao foi possivel estabelecer nenhuma linhagem revertente, uma
vez que a caracteristica “reversdao” ndo foi reproduzivel, s6 se manifestou em alguns

individuos que ndo a transmitiram a seus descendentes.
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1VV.1.2 EMBRIOES DE DROSOPHILA SIMULANS DPP-LIKE INJETADOS COM BLUESCRIPT

Os adultos G, resultantes de embrides de Drosophila simulans mutantes dpp-like
injetados com o plasmideo BlueScript apresentaram poucas altera¢cdes morfoldgicas. Com
excecdo do individuo B.DPP-2, que apresentou uma das asas malformada (Figura 6), todos

outros Go eram normais quanto as caracteristicas fenotipicas.

Figura 6: Individuo G, com uma das asas malformadas. A seta indica um vestigio da asa

direita.

No entanto, dentre os descendentes dos embrides injetados com BlueScript, o
numero de individuos com alteracfes foi mais pronunciado do que nos Go. Houve um
nimero variavel de moscas que apresentaram a caracteristica de aparente reversdo ao

fendtipo mutante (asas fechadas). Estes individuos estdo contabilizados no Quadro 2.
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Quadro 2: Numero de individuos que apresentaram asas “normais” em diferentes linhagens

de D. simulans dpp-like injetadas com BlueScript.

POOL | Is0.X.1 | Is0.X.2 | 1s0.X.3 | 1s0.X.4 | 1s0.X.5
BDPP-1 1 1 1
BDPP-2 2 2 3 2 2
BDPP-3 1 1 2
BDPP-4 4 1 4 1 3 2
BDPP-5
BDPP-6 1 5
BDPP-7 1 1 2
BDPP-8 5 1 1
BDPP-9 11 2 2 3 1 1
BDPP-10 6 2 4 1

Assim como na linhagem dpp-like injetada com pHFL1, os individuos que
apresentaram alteracbes foram cruzados com outro da mesma linhagem para o
estabelecimento de uma nova linhagem mutante. E, mais uma vez, ndao foi possivel
estabelecer nenhuma linhagem revertente, uma vez que os individuos gerados

apresentaram o fenotipo normal da linhagem.

1VV.1.3 EMBRIOES DE DROSOPHILA SIMULANS WHITE INJETADOS COM PHFL1

Os adultos gerados a partir dos embrides de Drosophila simulans mutantes white
injetados com o plasmideo pHFL1, diferentemente dos descritos anteriormente (dpp-like),
apresentaram poucas alteracfes fenotipicas. Nesta linhagem, todos os individuos Go
mostraram-se normais fenotipicamente (com fendtipo white), bem como, nenhuma
reversdo da mutacdo do loco white foi observada. Apenas alguns descendentes dos

individuos Gy apresentaram alteracfes de asas, mas, neste caso, as asas apresentavam-se
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abertas, lembrando o fenotipo dpp-like. O nimero de individuos portando esta alteragédo
esta demonstrado no Quadro 3.

Quadro 3: Numero de individuos que apresentaram asas abertas em diferentes linhagens de

D. simulans white injetadas com hobo.

POOL

1so.X.1

1so0.X.2

1s0.X.3

1so.X.4

1so.X.5

HW-1

1

HW-2

HW-3

1

HW-4

1

HW-5 2
HW-6
HW-7 3 1
HW-8
HW-9 1 1
HW-10
HW-11 1
HW-12
HW-13 1
HW-14
HW-15
HW-16

Os individuos que apresentaram esta alteragdo foram cruzados, e diferentemente
do que ocorreu com a linhagem dpp-like, a prole resultante apresentou a caracteristica de
asas alteradas. Neste caso, foi possivel estabelecer uma nova linhagem de D. simulans

white com fendétipo aparentemente dpp-like.

1VV.1.4 EMBRIOES DE DROSOPHILA SIMULANS WHITE INJETADOS COM BLUESCRIPT

Os adultos gerados a partir de embriées de Drosophila simulans mutantes white

injetados com o plasmideo BlueScript, assim como o0s injetados com pHFL1, quase ndo

apresentaram alteracGes fenotipicas. E, da mesma forma, somente alguns descendentes dos
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individuos Go apresentaram alteracOes de asas, as quais, apresentavam-se abertas,
lembrando o fenétipo dpp-like. O nimero de individuos portando esta alteragdo esta

demonstrado no Quadro 4.

Quadro 4: Namero de individuos que apresentaram asas abertas em diferentes linhagens de

D. simulans white injetadas com BlueScript.

POOL | Iso.X.1 | Iso.X.2 | 1s0.X.3 | I1s0.X.4 | 1s0.X.5

BW-1
BW-2
BW-3
BW-4
BW-5
BW-6 1
BW-7
BW-8
BW-9
BW-10 1
BW-11

1

NI
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1VV.2. ANALISE ESTATISTICA

Para determinar se o numero de alteracfes observadas entre as diferentes
isolinhagens injetadas resultou da acdo do elemento hobo, foi realizada uma “Analise de
variancia para dados repetidos”. As alteracdes utilizadas incluem os valores dos Quadros 1,
2,3 e4,ouseja, avariagdo no padrdo normal de asas, nas linhagens de D. simulans white e
de D. simulans dpp-like, injetadas com pHFL1 e BlueScript. Com esse objetivo, os dados
das isolinhagens foram agrupados em uma tabela Unica e foi realizada a comparacdo dos
quatro grupos experimentais com relacdo a varidvel quantitativa alteragdo ou ndo-
alteracdo. Para os dados do “pool” foi utilizado o teste de “Andlise de varidncia
univariada”, onde o nimero de alteracfes encontrado também foi agrupado em uma tabela
unica. Nos dois testes utilizados foi empregada uma transformacao de dados (para detalhes
ver Zar, 1999: p. 275), que consistiu em extrair a raiz quadrada de todos os valores e somar
trés oitavos (SQRT(x + 3/8)). Esta transformacdo € necessaria quando os dados sdo muito
heterogéneos e ndo se aproximam de uma distribuicdo normal, condi¢do necessaria para o
emprego desses testes. A Figura 7 representa 0 nimero médio de individuos com alteragdo
de asas observados nos diferentes tratamentos (neste caso, tratamentos referem-se aos

diferentes plasmideos injetados).
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Figura 7: Namero médio de individuos com alteragdo de asas observados nos diferentes
grupos de individuos injetados. Esses dados foram transformados de forma que representam:
v do n° de individuos alterados + 3/8. Os grupos referem-se aos plasmideos injetados nas

linhagens white e dpp-like e estdo representados por diferentes cores.

O nudmero médio de alteracbes observadas entre a linhagem dpp-like ¢é
visivelmente mais elevado que na linhagem white. Porém, as médias dentro desta linhagem
variam muito, com o grupo controle, em certo instante, ultrapassando a média de alteracdes
encontradas nos individuos injetados com hobo. Ja na linhagem white, o ndmero de
alteracdes observado no grupo controle é menor, apenas se igualando ao grupo teste em
determinada situacéo.

No “pool” (Figura 8), também se observa um nimero médio de alteracbes maior

na linhagem dpp-like, com o controle apresentando um menor nimero de alteraces que o
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grupo teste. Ja na linhagem white, que apresenta um ndmero de alteracfes reduzido, o

valor médio de moscas alteradas no grupo controle, é maior do que no grupo teste.
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Figura 8: Numero médio de individuos com alteracdo de asas observados no “pool”, com os
diferentes tratamentos. Esses dados foram transformados de forma que representam: v do n°
de individuos alterados + 3/8. Os tratamentos se referem a inje¢do com pHFL1 (HOBO sim)
ou com BlueScript (HOBO néo).

Para a analise de variancia, foi investigada a existéncia de interacdo entre os
fatores - 0 quanto o efeito de uma variavel depende da outra — bem como o efeito dos
fatores individualmente. O nivel de confianca utilizado foi de 95%. Na Tabela 2 estdo
representados os resultados da analise de varidncia para os dados obtidos a partir das
isolinhagens. Como pode ser observado, no nivel de significancia de 5% (o = 0,05) ndo ha
interacdo entre linhagens e tratamentos, o efeito da injecdo com pHFL1 ou com BlueScript

independe da linhagem que sofreu microinjecdo (dpp-like ou white), pois o nivel de
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significancia obtido é maior do que o estabelecido (P > 0,05). Em relacéo as linhagens, foi
observada uma diferenca entre elas (P < 0,05). Em relagcdo ao tratamento, injecdo com
hobo ou injegdo controle, também n&o h& diferenca estatisticamente significante (P > 0,05).
Esta diferenca encontrada entre linhagens pode ser confirmada pelo nimero médio de
alteracGes observado, onde a linhagem dpp-like apresenta média mais pronunciada do que

white, mas como néo ha efeito do tratamento, esta diferenca ndo depende do vetor injetado.

Tabela 2: Andlise de variancia para dados repetidos: ISOLINHAGENS.

Fonte SQ GL QM F Sig.
Linhagem* Hobo 9.320E-03 1 9.320E-03 022 .883
Linhagem 15.669 1 15.669 36.595 .000
Hobo 517 1 517 1.208 276
Erro 28.688 67 428

SQ: Somas dos quadrados
GL: Graus de liberdade
QM: Quadrado médio

Na tabela 3, estdo representados os resultados da analise de variancia para os
dados obtidos a partir dos “pools”. Ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05), observa-se
que existe diferenca entre linhagens, e, mais uma vez, ndo ha diferenga entre tratamentos —
ndo h& efeito do elemento hobo no nimero de individuos alterados. No entanto, nesta
andlise, observou-se que ha interagdo entre linhagem e tratamento (P < 0,05). Ou seja, 0
namero de individuos que apresentam alteracfes nas asas difere entre as linhagens, e essa
diferenca depende do vetor injetado. Embora ndo tenha sido detectado efeito do elemento
hobo, a variavel “linhagem” é dependente da variavel “tratamento”. Isso sugere que

aumentando a amostra pode ser possivel encontrar efeito de hobo.
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Tabela 3: Anélise de variancia para dados do POOL.

Fonte SQ GL QM F Sig.
Linhagem* Hobo 2.446 1 2.446 5.604 021
Linhagem 15.316 1 15.316 35.088 .000
Hobo 681 1 681 1.561 216
Erro 29.245 67 436

SQ: Somas dos quadrados
GL: Graus de liberdade
QM: Quadrado médio
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1VV.3. ANALISE MOLECULAR

As diferentes isolinhagens estabelecidas foram analisadas por Southern Blot, para
verificar se houve aumento do niumero de cépias do elemento hobo, pois isso significaria
que a mobilizacdo do elemento ocorreu por meio do plasmideo HFL1 injetado. Para esta
andlise foi utilizada somente a linhagem dpp-like microinjetada com pHFL1. A linhagem
white ndo foi utilizada neste experimento porque o nimero de copias do elemento candnico
presente em seu genoma € mais elevado, dificultando assim, a deteccdo de novas cdpias.

As bandas do Southern foram quantificadas com auxilio do programa Lablmage®,
e a intensidade do sinal foi comparada com o sinal obtido para hibridizagdo com DNA da
linhagem dpp-like ndo-injetada. Na Figura 9, podemos observar que o numero de copias do
elemento hobo ndo sofreu alteracdo na maioria das diferentes isolinhagens testadas, quando
comparadas com a linhagem controle (dpp-like néo injetada). Entretanto, na coluna 10, que
corresponde & isolinhagem H.DPP-23.4, observamos uma segunda banda de
aproximadamente 2 kb (estimado pelo programa Sequaid), que ndo era esperada e nao esta
presente no grupo controle (linha 1). Ao que tudo indica, na linhagem H.DPP-23.4, houve
mobiliza¢do do elemento hobo, gerando um fragmento provavelmente com alguma regiao

deletada, uma vez que este é de tamanho inferior ao esperado na clivagem com Xhol.
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Figura 9: Southern Blot de diferentes isolinhagens de dpp-like, injetadas com pHFL1. As
isolinhagens testadas foram: 1)dpp-like — controle, 2) 16.1, 3) 25.1, 4) 1.2,5) 17.3,6) 4.3, 7)
24.4,8)6.5,9)5.3,10) 23.4

Adicionalmente, a intensidade das bandas obtidas nas hibridiza¢gbes com sonda de
hobo, estimada pelo programa Lablmage, foi comparada com os valores obtidos a partir da
foto do gel com as clivagens de DNA gendmico utilizado no Southern Blot, na altura
correspondente a regido do sinal de hibridizacdo observado no Southern. Esse
procedimento foi utilizado para evitar qualquer erro de quantificacdo da intensidade do
sinal, que poderia ser super ou sub-estimado em funcdo da quantificacdo de DNA ter sido
feita por comparagdo visual. Nas tabelas 4, 5 e 6 estdo demonstrados os valores obtidos a
partir das Figuras 9, 10 e 11 respectivamente para as mesmas isolinhagens, da

quantificacdo do sinal de Southern Blot e do DNA presente no gel utilizado nesta técnica.
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Tabela 4: Quantificacio do sinal de Southern Blot e do DNA presente no gel utilizado na

técnica.

Quant. South.

Isolinhagem Banda 1 Banda 2 Quant. Gel Diferenca
Controle 1 1 0
16.1 0,981 0,942 0,039
25.1 1,023 0,972 0,051
1.2 1,1 0,925 0,175
17.3 1,17 0,99 0,18
4.3 0,988 0,964 0,024
24.4 0,947 1,041 -0,094
6.5 0,975 1,194 -0,219
53 0,968 1,242 -0,274
23.4 0,987 0,902 1,184 -0,197

Quant. South.: valores obtidos a partir da intensidade da banda do Southern.
Quant. Gel: valores obtidos a partir quantidade de DNA presente no gel
Diferenca: valor obtido pela subtracdo dos dois valores (Quant. South - Quant. Gel).

Os valores resultantes da diferenca (Quant. South - Quant. Gel) séo relativamente
baixos, proximos de zero, confirmando a igualdade na intensidade de sinal entre linhagens
e controle. Sendo assim, no ensaio de Southern Blot mostrado na Figura 9, podemos inferir
que houve apenas um evento de mobilizacdo, ja que, nas diferentes linhagens, a
intensidade do sinal ndo foi alterada.

Entretanto, na Tabela 5, para a isolinhagem H.DPP-29.1 (correspondente a
terceira amostra de DNA gendmico do Southern mostrado na Figura 10) a relacdo Sinal
Southern/Sinal DNA ¢ aproximadamente 1. Isto pode ser um indicio de que ocorreu
mobilizacdo do elemento hobo, e de que o niumero de cdpias do elemento hobo candnico

dobrou nesta isolinhagem.
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Figura 10: Southern Blot de diferentes isolinhagens de dpp-like, injetadas com
pHFL1. As isolinhagens testadas foram: 1) dpp-like — controle, 2) 35.5, 3) 29.1, 4) 11.4, 5) 18.3,
6) 30.1, 7) 1.4, 8) 37.3,9) 22.1, 10) 26.5, 11) 31.1

A linhagem H.DPP-37.3 (representada na coluna 8 da Figura 10) também
apresentou uma diferenca expressiva, como demonstrado na Tabela 5, porém, neste caso, a
diferenca pode ser atribuida a qualidade do DNA utilizado. Conforme pode ser observado
na Figura 11, houve uma digestdo excessiva do DNA da isolinhagem H.DPP-37.3. O que
se reflete na quantificacdo do gel que apresentou um valor duas vezes maior que a

intensidade do sinal observada no Southern Blot.

Tabela 5: Quantificacio do sinal de Southern Blot e do DNA presente no gel utilizado na

técnica.

Isolinhagem ngr;tr;dimlﬂh. Quant. Gel Diferenca
Controle 1 1 0
35.5 1 1 0
29.1 1,978 1,024 0,954
11.4 1,241 0,985 0,256
18.3 1,15 1,139 0,011
30.1 1,004 0,925 0,079
1.4 0,944 0,957 -0,013
37.3 0,85 1,804 -0,954
22.1 1,42 1,365 0,055
26.5 1,365 1,274 0,091
31.1 1,41 1,185 0,225

Quant. South.: valores obtidos a partir da intensidade da banda do Southern.
Quant. Gel: valores obtidos a partir quantidade de DNA presente no gel
Diferenca: valor obtido pela subtracdo dos dois valores (Quant. South - Quant. Gel).
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Figura 11: Foto do gel utilizado no Southern Blot de diferentes isolinhagens de dpp-
like, injetadas com pHFLL1. As isolinhagens testadas foram: 1) dpp-like — controle, 2) 35.5, 3)
29.1,4) 11.4,5) 18.3,6) 30.1,7) 1.4, 8) 37.3,9) 22.1, 10) 26.5, 11) 31.1

A Figura 12 representa os dados obtidos a partir de outra analise por Southern
Blot com diferentes isolinhagens. Os valores obtidos na quantificagdo estdo demonstrados

na Tabela 6.

2,6 kb

Figura 12: Southern Blot de diferentes isolinhagens de dpp-like, injetadas com
pHFL1. As isolinhagens testadas foram: 1) dpp-like — controle, 2) 7.1, 3) 15.1, 4) 3.2, 5) 21.3, 6)
13.5,7) 125, 8) 8.3,9) 14.3
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Tabela 6: Quantificacdo do sinal de Southern Blot e do DNA presente no gel utilizado na

técnica.

Isolinhagem Quant. South. Quant. Gel Diferenca
Controle 1 1 0
7.1 1,172 1,023 0,149
15.1 1,402 1,733 -0,331
3.2 1,598 1,705 -0,107
21.3 1,219 1,205 0,014
13.5 1,492 1,62 -0,128
12.5 1,023 1,316 -0,293
8.3 1,093 1,065 0,028
14.3 1,494 1,544 -0,05

Quant. South.: valores obtidos a partir da intensidade da banda do Southern.
Quant. Gel: valores obtidos a partir quantidade de DNA presente no gel
Diferenca: valor obtido pela subtracdo dos dois valores (Quant. South - Quant. Gel).

Como pode ser visto algumas isolinhagens apresentaram um sinal mais forte que o
controle, porém, quando comparados com a quantificacdo do gel, o sinal praticamente se
iguala ao do controle. As diferencas sdo pouco relevantes, indicando que ndo houve
aumento pronunciado da intensidade de sinal, consequentemente, nestas isolinhagens, ndo
houve mobilizacdo do elemento hobo.

Ha indicios de mobilizacdo de hobo apenas nas isolinhagens H.DPP-29.1 e
H.DPP-23.4, de um total de 27 isolinhagens analisadas pela técnica de Southern Blot.
Assim, aparentemente, temos um total de dois eventos de mobilizacdo de hobo em um total
de 27 isolinhagens analisadas, o0 que perfaz uma taxa de 7,4%, sendo este um valor ndo

desprezivel de mobilizacao.
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V. DISCUSSAO

Para desenvolver este trabalho foi necessario o estabelecimento de uma
metodologia que se adequasse as nossas condi¢des de laboratdrio, principalmente quanto a
disponibilidade de equipamentos e de recursos. Em Depra et al. (2004), uma metodologia
de baixo custo para transformacdo genética de Drosophila foi estabelecida. Esse método
difere das técnicas até entdo empregadas (Rubin & Spradling, 1982; Fujioka et al., 2000),
pela utilizacdo de um sistema de microinjecdo (micromanipulador) ndo convencional,
constituido da parte mecénica de um microscépio. Em adi¢cdo, um equipamento de
epifluorescéncia para detectar transformantes de GFP, igualmente de baixo custo, também
foi estabelecido.

O desenvolvimento de modificagdes e a adaptacdo de metodologias de
investigagdo cientifica sdo, algumas vezes, necessarios em paises em desenvolvimento
como o Brasil, onde os recursos para pesquisa sdo escassos. Dessa maneira, esse tipo de
estratégia torna possivel a aplicacdo de técnicas até entdo restritas aos grandes centros de
pesquisa, 0s quais possuem maior disponibilidade de equipamentos e recursos.

Essa metodologia configurou-se numa importante ferramenta para a investigacéo
do mecanismo de mobilizagdo do elemento transponivel hobo. A partir dela, foi possivel
realizar a microinje¢éo do elemento candnico pHFL1 nas linhagens de D. simulans white e
dpp-like, contribuindo para um melhor entendimento do modo de ag&o desse elemento nos
genomas hospedeiros.

Torres et al. (2005) descrevem que o elemento hobo'” é mobilizavel em

Drosophila simulans, e sugerem que o elemento hobo canénico € o principal candidato a
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fornecer a enzima para esta mobilizagdo. Em funcdo disso, pensamos em testar esta
hipotese fornecendo, por microinjecdo, o elemento hobo canénico.

Uma vez que a técnica de microinjecdo evita qualquer contaminagdo, seja por
outro elemento transponivel ou por informacdo gendmica, quaisquer novas propriedades
adquiridas pelo genoma hospedeiro devem resultar do elemento introduzido.
Consequlientemente, com a injecdo do plasmideo pHFL1, esperdvamos a reversdo da
mutacdo causada por hobo¥” no loco white, bem como a reversdo da mutacio, também
causada por hobo, no loco dpp. No entanto, ndo observamos este fato, ou seja, nenhum
processo de reversdo dessas mutacdes foi observado.

O que pode justificar, pelo menos em parte, a auséncia de mobilizacdo/reversao é
o tamanho amostral utilizado no trabalho. Ladeveze et al. (1998), em um estudo sobre 0
padrdo de transmissdo do elemento hobo, injetaram o mesmo plasmideo utilizado neste
trabalno em aproximadamente 1000 embrides de Drosophila melanogaster de uma
linhagem suscetivel a mobilizacdo por hobo e obtiveram 30 linhagens independentes das
quais 6 eram hobo-positivas. Em outro trabalho similar, Ladeveze et al. (2001), com o
mesmo numero de embrides injetados, obtiveram 7 linhagens positivas para a presenca do
elemento hobo. Em nosso trabalho, apenas os embrides de dpp-like injetadas com pHFL1,
atingiram o tamanho amostral de 34 individuos Gy férteis. Para os embriGes de dpp-like
injetados com BlueScript, 0 nimero de Gy, férteis ficou em 10 individuos, menos da metade
do grupo teste. Nos embrides de white, a mesma situacdo se repetiu, 16 individuos Go
férteis injetados com pHFL1 e 11 G, férteis injetados com BlueScript. Com exce¢do de
H.DPP, todos o0s outros grupos amostrais tiveram um tamanho amostral muito reduzido, o

que possivelmente esta se refletindo na ndo-deteccdo de uma possivel mobilizacdo do
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elemento hobo nos diferentes grupos. Além disso, a discrepancia entre tamanho de
amostras pode estar influenciando nossas anélises estatisticas.

Em adicdo, alguns autores relatam um processo inverso ao esperado, onde a
microinjecdo de pHFL1 pode causar a inibicdo da transposi¢cdo por hobo. Handler &
Gomez (1995) observaram em diversas espécies de drosofilideos que um sistema habil a
mobilizar cruzadamente o elemento hobo existe em aparentemente todas elas. Entretanto,
esses sistemas de mobilizagdo cruzada podem interagir negativamente com hobo e impedir
sua mobilidade. Ainda, Handler & Gomez (1996) observaram que, em contraste ao
elemento P, a excisdo de hobo ndo é restrita a espécies de drosofilideos, e a presenca da
transposase ndo é requerida para o movimento de hobo. Resultados similares também
foram reportados para excisdo de hobo em Musca domestica (Atkinson et al., 1993).
Ambos estudos observaram que para algumas espécies, a freqiiéncia de eventos de excisdo
de hobo detectaveis diminui na presenca de uma fonte exdgena de transposase,
possivelmente devido a interacdo negativa com elementos relacionados a hobo. Em
Drosophila virilis, a qual é distantemente relacionada de D. melanogaster, a excisdo ocorre
em taxas similares, tanto na presenca como na auséncia de transposase, no entanto, a
excisdo precisa so foi observada na presenca da transposase de hobo. Esse efeito negativo
de hobo parece resultar da inibi¢cdo da funcdo da transposase ou de uma atividade alterada,
causando a perda de especificidade de sitio de excisdo. Fatores celulares especificos do
hospedeiro também podem influenciar a excisao.

No mesmo estudo, Handler & Gomez (1996) reportam para o fato de que todas as
espécies de tefritideos testadas suportam a excisdo ou delecdo de hobo, ambos na presenca
ou auséncia de transposase, indicando um estado permissivo para a mobilidade de hobo e a

existéncia de um sistema enddgeno capaz de mobilizé-lo.
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Considerando os resultados descritos anteriormente, podemos observar que a
injecdo do plasmideo contendo o gene para transposase de hobo parece ndo ter mobilizado
o elemento hobo“”, a0 menos nas células germinativas. Apesar de terem sido observadas
diversas alteracbes morfologicas em individuos Go e em seus descendentes, estas
alteracGes ndo se mantiveram nas geracoes seguintes, ndo sendo possivel o estabelecimento
de nenhuma linhagem revertente. I1sso nos faz crer que, se houve mobilizacdo do elemento
hobo, esta mobilizacdo ocorreu estritamente nas células somaticas dos individuos, ou ainda
é de origem epigenética. O mesmo poderia estar acontecendo nos individuos que
apresentaram outras alteracdes morfoldgicas, que da mesma forma, ndo foram transmitidas
para os descendentes.

Para hobo, evidéncias genéticas indicam que, similarmente ao elemento P, a
atividade de transposase é limitada a linhagem germinativa, mas diferentemente de P, €
devida a regulacdo transcricional e ndo ao “splicing” tecido especifico de intron (Calvi &
Gelbart, 1994). No entanto, os dados de Handler & Gomez (1995, 1996) indicam que hobo
pode ser funcional, tanto em tecidos somaticos como na linhagem germinativa e que a
funcdo somatica de hobo pode ocorrer durante 0s primeiros estagios de desenvolvimento.
Em fungdo disso, o que estamos observando pode ser um indicio de mobilizacdo somética
do elemento hobo. Uma vez que a anéalise estatistica ndo indicou efeito de hobo sobre o
numero de individuos alterados, parece que algum outro fator esta atuando nesses genomas
hospedeiros.

Outra explicagdo para o grande numero de altera¢cGes ndo-herdaveis encontradas é
que elas podem ser fruto do proprio processo de microinjecdo. As etapas de
decoroniamento, dessecacdo e até a injecdo podem significar uma fonte de estresses ao

embrido, e podem interferir no processo de desenvolvimento destes. Ainda, se
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compararmos 0 numero de individuos injetados que chegaram a fase adulta com o nimero
de embrides injetados, observa-se que a maior parte dos ovos teve seu desenvolvimento
comprometido por algum ou alguns fatores. O processo de microinjecdo pode ser um dos
fatores responsaveis pela mortalidade dos embrides. Sendo assim, as altera¢des observadas
em muitos individuos podem ter sido geradas por influéncia do estresse imposto aos
embrides nos estagios iniciais de desenvolvimento.

As andlises por Southern Blot sugerem a ocorréncia de dois eventos de
mobilizacdo do elemento hobo. Considerando o ndmero total de isolinhagens
estabelecidas, esperdvamos encontrar um nimero maior de mobiliza¢fes, uma vez que a
transposase foi fornecida por meio do plasmideo pHFL1. Blackman et al. (1987) obtiveram
uma frequéncia de transformacdo de 25% utilizando uma construgdo de hobo contendo
uma insercdo do gene rosy, microinjetado em linhagens E de Drosophila melanogaster. J&
Gomez & Handler (1997) observaram uma taxa de transformacéo de aproximadamente 1%
em D. virilis, corroborada com a taxa de 0,5% observada por Lozovskaya et al. (1996). Os
autores sugerem que a diminuigdo no nivel de transformacgédo com hobo é devida ao fato de
D. virilis ser uma espécie distantemente relacionada a D. melanogaster. Como este ndo é o
caso de D. simulans, acreditamos que algum outro fator esta influenciando na mobilidade
do elemento hobo na linhagem dpp-like injetada, possivelmente um processo de regulagéo
associado ao fato dessa linhagem n&o ser E, e possuir copias de hobo em seu genoma.

Para a linhagem white, esperavamos que o hobo“” fosse mobilizado pelo hobo
candnico, mas ndo foi 0 que observamos, uma vez que nao houve reversdo de nenhum
fendtipo mutante. Porém, ao contrério da linhagem dpp-like, um ndmero muito menor de
alteragdes foi observado dentre as isolinhagens. Isto sugere que deve haver um mecanismo

de regulacdo de transposicdo agindo em hobo, e que este mecanismo pode ser dependente
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do nimero de cépias presente no genoma da espécie hospedeira. Torres (dados nédo
publicados) estabeleceu que o genoma de D. simulans white contém um maior nimero de
elementos hobo do que D. simulans dpp-like. Porém, ainda se sabe pouco sobre os
mecanismos que regulam o elemento hobo.

Castro & Carareto (2004), em um trabalho de revisdo, apontam varios
mecanismos que regulam a transposi¢do do elemento P. Dentre eles estd o mecanismo de
regulacdo transcricional, no qual uma proteina de 66kDa, que conhecidamente é um
regulador negativo da transposicdo tanto em tecidos somaticos como germinativos, é
produzida. Essa proteina resulta da retencdo do 3" intron em tecidos sométicos, 0s quais
possuem um cddon de terminacdo que a faz ser traduzida sem incluir a informacgdo do
terceiro éxon. Tanto o repressor de 66kDa como outras proteinas (KP, por exemplo)
podem se ligar ao DNA e impedir 0 acesso da transposase do elemento P a esses locais.
Elas também podem regular a transposicao por alterar a atividade de proteinas requeridas
para 0 processo de transposicdo. Alternativamente, as proteinas podem interagir
diretamente com a transposase, formando um complexo incapaz de se ligar ao DNA do
elemento P. Outro mecanismo proposto sugere que elementos P ndo autdbnomos podem
reprimir a mobilidade do elemento P, ligando-se a transposase disponivel e,
consequentemente, diminuindo a concentracdo de transposase disponivel para interacdo
com elementos P funcionais. J& no modelo de inativacdo por multimeros, a proteina
repressora forma um multimero inativo também com a transposase ou proteinas do
hospedeiro requeridas para transposicéo. Ainda, um mecanismo de regulagdo por repressao
de RNA anti-senso tem sido sugerido. Uma vez formadas, as moléculas anti-senso podem

se ligar a moléculas de RNA senso produzidas por elementos P completos e bloquear seu
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processamento e/ou traducdo, ou ainda, podem causar sua degradacdo por meio de

RNAses.
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VI. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que:

I) A metodologia de microinjecdo desenvolvida € eficiente, uma vez que a taxa de
transformacéo foi de 12,5%.

I) A injecdo com plasmideo contendo o gene para transposase de hobo néo
mobilizou o elemento hobo“” em células germinativas na amostra estudada.

I11) Observaram-se alteracbes morfoldgicas em individuos G, e em seus
descendentes. Porém, estas alteracGes ndo se mantiveram nas geracfes seguintes, sendo,
portanto, uma indicacdo de alteragcdo genética em células somaticas, ou alteracdo de origem
epigenética.

IV) Essas alteragdes foram significantemente maiores na populacdo dpp-like, mas
nédo diferiram entre os tratamentos (injecdo de hobo ou BlueScript).

V) Ocorreu mobilizag&o do elemento hobo em linhagens de D. simulans dpp-like.

VI) Deve haver algum mecanismo regulando hobo, o qual parece ser dependente

do genoma hospedeiro.
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VIl. PERSPECTIVAS

Para uma melhor analise dos efeitos da microinjecdo sobre os embrides injetados
realizaremos todos 0s passos descritos na metodologia de microinjecdo de DNA sob
temperatura controlada. Ainda, estabeleceremos mais um grupo controle, onde os embrides
passardo por todos os procedimentos da técnica, com excecdo da etapa de microinjecéo.
Com isso devemos verificar se as alteracdes observadas sdo fruto da variacdo de
temperatura, da microinjecdo, ou de outra forma de estresse.

Uma vez que a transposase é fornecida, elementos relacionados a hobo, como
hobo“”, podem ser mobilizados. A fim de confirmar ou n&o a auséncia de mobilizacéo do
elemento hobo, até entdo detectada em white, aumentaremos o tamanho amostral dos
embrides de D. simulans white injetados.

Realizaremos 0 “in vivo transient total excision assay” para detectar a mobilidade,
ou ndo, do elemento hobo em embrides de D. simulans. Este procedimento ja vem sendo

testado com resultados animadores.
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Abstract

We describe the transformation of white mutant Drosophila simulans with a piggyBac transposon vector and a green
fluorescent marker (GFP) and show how to construct inexpensive micro-manipulation and epifluorescence
equipment for use in transposon-mediated germ-line transformation. Although the number of G, adult flies (16)
obtained in relation to the number of injected eggs was very low (12.5%) it was comparable to the proportion
described by other authors and can be considered as a good rate of transformation.
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Introduction

Transposon-mediated germ-line transformations
have been the approach most extensively used to obtain
transgenic insects and other animals (Handler, 2001). In
this approach a DNA transposon is used in a binary vec-
tor/helper system that allows the precise and stable inser-
tion of any desirable DNA sequence into the target genome.
Although P-element transformation has been a routine
technique for Drosophila researchers for more than twenty
years (Rubin and Spradling, 1982), transposon-mediated
germ-line transformations were restricted to this model or-
ganism because the P transposon is inactive in non-
drosophilids (Rio and Rubin, 1988). More recently, this
methodology has been extended to other insects (Klinakis
et al., 2000; Handler, 2001), fish (Fadool ef al., 1998) and
chickens (Shermann et al., 1998) due to the use of vectors
containing various other transposons (e.g. mariner, hermes,
minos and piggyBac) which are functional in a wide range
of animals and require no additional cofactors for mobiliza-
tion (Horn and Wimmer, 2000).

Until a few years ago, another obstacle to the use of
transposon-mediated germ-line transformation was the dif-
ficulty in obtaining marker genes that permit easier and
more reliable identification of transgenic animals. In gen-
eral, a species-specific transformation marker can be gener-
ated by isolating visible mutations in the species of interest,
cloning the corresponding gene and rescuing the mutant
phenotype by the incorporation of a wild copy of this gene
by transformation. However, this process is very laborious

Send correspondence to Elgion L.S. Loreto. E-mail: elgion@base.
ufsm.br.

for many species and often delays the development of new
procedures. A universal marker that can be used to show
gene transfer in any species is the green fluorescent protein
(GFP) under the control of artificial promoters, this marker
now being widely used in various species (Berghammer et
al., 1999; Horn and Wimmer, 2000; Horn et al., 2000;
2002).

An additional restriction to the wide use of trans-
poson-mediated germ-line transformation is the need for a
micro-manipulator, micro-needles, micro-injection sys-
tems and, when the GFP marker is employed, a stereo-
microscope equipped for epifluorescence. In this note we
describe the transformation of Drosophila simulans with a
GFP marker and show how to construct inexpensive mi-
cro-manipulation and epifluorescence equipment.

Material and Methods

Flies and the preparation of embryos

The white mutant strain (Torres, 2001) of Drosophila
simulans was used as recipient for the marker. About 200
adult flies were transferred to a 300 mL empty bottle which
was inverted over a petri dish containing banana medium
consisting of 20% (w/v) banana, 1.5% (w/v) agar and suffi-
cient food coloring to facilitate picking up of the eggs. After
30 min this first plate was removed and discarded because
many of the embryos were old and partially developed at
the time of laying, the bottle being placed on a second plate
ofthe same medium for a further 30 min to allow the flies to
deposit fresh embryos. Fine-tipped forceps were used to
dechorionated the embryos by rolling them on double-sided



Depra et al.

adhesive tape before transferring them to a slide where they
were lightly fixed onto double-sided adhesive tape and des-
iccated over CaCl, for 2-5 min. To protect the eggs being
from complete desiccation we covered them with
halocarbon oil 700 (Sigma), Nujol mineral oil (liquid paraf-
fin oil, available locally from pharmacies) also being tested
as a cheaper alternative to halocarbon oil. After desiccation,
the slide and embryos were transferred to a microscope for
micro-injection by the method of Fujioka et al. (2000).

Plasmids

We used the pBac [3xp3-EGFPafm] (Horn and
Wimmer, 2000) plasmid, containing the piggyBac trans-
poson inverted terminal repeats (ITRs) and the GFP gene
marker under the control of an artificial promoter containing
three Pax-6 homo-dimer binding sites. This promoter drives
strong expression of the GFP protein in the eye-tissues of
larva, pupa and adult flies. The piggyBac transposase
helper-plasmid used was the pBASac helper-plasmid with its
5’ terminus deleted (Handler and Harrell, 1999).

Another plasmid set was used to investigate possible
GFP toxicity in D. simulans, this set consisting of a P ele-
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ment pCASPER construct, containing the mini-white gene
along with the pn25.5 plasmid containing the P element
transposase gene (Karess and Rubin, 1984). All the plas-
mids were prepared using the PEG protocol (Fujioka et al.,
2000).

Injection procedure

To inject the DNA the embryos were lined up on
slides and a micro-manipulator used to place a needle pre-
cisely at the posterior of the embryo. During injection, em-
bryos need to be pushed against the needle, and it is better
to do this by moving the microscope stage rather than the
micro-manipulator controls. Since not all laboratories have
access to a micro-manipulator we designed a micro-
manipulation apparatus that uses the mechanical stage con-
trol of an old microscope. In our apparatus the stage verni-
ers, control screws, slide holder and retaining clip are fixed
onto a plate attached to a Leitz stereo-microscope lamp-
support in such a way that the plate can move vertically and
horizontally, this plate serving as a support for the em-
bryo-injection needle (Figure 1).

screw system

- plastic tube

| - base
syringe

I

needle

Figure 1 - A: Micro-manipulation apparatus based on a mechanical microscope stage. B: Stereo-microscope with a band-pass filter added to the objective
lens and a laser diode. C: Diagram of the main parts of the micro-manipulation apparatus.
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We tested several different micro-injection systems
employing micropipettes and syringes of various volumes
attached to polyethylene tubes filled with paraffin oil, water
or air and found that the simplest and most efficient system
consisted of a 20 mL glass syringe attached to an intrave-
nous injection “butterfly’ tube with a yellow micro-pipette
tip glued to its free end to serve as a needle-holder (Figure
1). Needles were made from 0.2 mm internal diameter cap-
illary tubes (Hyalo-technique laboratory, Chemistry De-
partment, Federal University of Santa Maria, Santa
Maria-RS, Brazil) by hand-pulling these capillaries over
the flame of an alcohol lamp to produce capillaries so thin
that they were invisible to the naked eye, a microscope be-
ing used to visualize the capillaries in order to break them
with a shape scalpel and form fine needle-ends. The finest
needles were glued with cyanoacrylic instant adhesive
(SuperBonder®) onto a 10 pL micro-pipette tip, this ar-
rangement allowing faster and easier needle replacement.

This apparatus was used to inject the embryos with
ultra-pure water to which had been added 200 ng/uL of
each vector and helper plasmid.

Epifluorescence microscopy

The excitation wavelength of GFP is between
480 + 40 nm, detection of GFP normally requiring a micro-
scope fitted with expensive high-voltage epifluorescence
equipment. In our experiments we tested two different light
sources, one consisting of inexpensive violet light-emitting
diodes (LEDs, obtainable from electronic component
stores) fed with a cheap power supply (Dove, 2002) and the
other made from laser diodes (405 nm, 5 mW maximum
output). For both systems we used a 510 nm emission
band-pass filter attached to the objective lens of a Zeiss ste-
reo-microscope (Figure 1-B). The observations were done
in a darkroom with the operator wearing UV-blocking
safety glasses.

Results and Discussion

Our results show that it was indeed possible to trans-
form flies with GFP using the low-cost micro-injection and
epifluorescence equipment described above. Although the
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number of adult flies obtained in relation to the number of
injected eggs was low (Tablel), it was comparable to the
proportion previously described by Horn et al. (2000 and
2002).

Transformation frequency is normally reported as the
percentage of transformed flies in relation to fertile adults
in the Gy generation. Working with various insects, Han-
dler (2002) reported piggyBac transformation frequencies
ranging from about 1-2% to more than 40% for fertile G
members. We found two transformed flies out of a total of
16 Gy adult flies (12.5%), which can be considered a good
rate of transformation.

Felts et al. (2000) and Handler (2002) reported that
GFP expression can be toxic to some insects, which may
account for the low production of larvae and G flies with
the GFP construct as compared to larvae and Gy flies con-
taining the mini-white plasmid construct (Table 1).

Transformed flies were not obtained with the
pCASPER construct (a P element combined with a mini-
white gene), which may have been due to the fact that only a
few eggs were injected with this combination and that the P
element is not so efficient at transforming D. simulans
(Kimura and Kidwell 1994).

Although mineral oil is cheaper and easier to obtain,
halocarbon oil appeared to be more effective than mineral
oil at protecting eggs from desiccation, in one case six times
more larvae being obtained using halocarbon oil (Table 1).

Although LEDs permitted separation of transformed
flies from untransformed flies the quality of the images was
not as high as when laser diodes were used, laser diodes
being highly efficient at producing good visualization of
fluorescent eyes (Figure 2) and justifying the extra cost
involved in purchasing these diodes.

In the near future more and more transposon-
mediated germ-line transformations will be used to obtain
transgenic insects and other animals for both academic and
applied research. In this note we have described some pro-
cedures that permit laboratories that do not have the
resources to buy commercial micro-manipulators and
epifluorescence equipment to use transposon-mediated
germ-line transformation technology in their research
programs.

Table 1 - Number and frequency of injected eggs and other developmental stages of Drosophila simulans injected with piggyBac and P element

plasmids.

Drosophila simulans PiggyBac - GFP plasmids

P element - white plasmids

Halocarbon oil

Halocarbon oil Mineral oil

Number % Number % Number %
Injected eggs 1680 100 30 100 126 100
Larvae 36 2.14 12 40 9 7.14
Pupae 31 1.85 30 2 1.59
Gy adult flies 16 0.95 13.3 2 1.59
Transformed adult flies 2 0.12 - 0 -
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Figure 2 - Stereo-photomicrographs of Drosophila simulans. In the first part of the figure (I) the top fly (A and B) is untransformed and the bottom fly (C
and D) is piggyBac GFP transformed. In the second part of the figure (IT) the top fly is transformed and the bottom fly is a control. Columns A and C show
flies illuminated with white light while columns B and D show flies illuminated with UV light.
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