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“...we perceive that, relative to the animal kingdom, we should chiefly devote our attention
to the invertebrate animals, because their enormous multiplicity in nature, the singular diversity
of their systems of organization, and of their means of multiplication, (.. .) , show us, much
better than the higher animals, the true course of nature, and the means which she has used
and which she still unceasingly employs to give existence to all the living bodies of which we

have knowledge.”

(Jean Baptiste Lamarck, 1803)

“Could there be in natural history a more important conclusion, one to which we ought o

give more attention, than the one with | have just revealed?2”

(Jean Baptiste Lamarck, 1809)
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RESUMO

No&s realizamos este estudo a fim de contribuir para o entendimento da
evolucdo de espécies do género Drosophila e o quanto fendmenos
epigenéticos estdo relacionados a isto. Analisando 14 espécies do subgénero
Sophophora, as quais apresentam diferentes histérias evolutivas e exploram
ambientes divergentes, investigamos a possibilidade de recorréncia do
fendbmeno de metilacdo sexo-especifica do rDNA como descrito
previomente para a espécie D. willistoni. Utilizando as técnicas de
seqUenciamento e PCR bissulfito, ndés demonstramos que o gene 28S
apresenta-se metilado nas espécies do subgrupo willistoni de Drosophila, bem
como na espécie D. melanogaster, corroborando a hipdtese de que, em
insetos, as regides internas dos genes sdo metiladas. Entretanto, ndo
detectamos padroes de metilacdo sexo-especificos para o DNA ribossomal
das espécies D. melanogaster e D. paulistorum. Através da técnica de MSRE
combinada com Southern blot, verificamos que a metilacdo diferencial entre
sexos do rDNA ocorre exclusivamente nas espécies do subgrupo willistoni,
com excecdo de D. paulistorum. Nossos resultados indicam que o fendmeno
de metilacdo do DNA pode variar bastante, mesmo entre espécies
proximamente relacionadas, como D. willistoni e D. paulistorum, por exemplo.
Nos também sugerimos que fatores ambientais, operando diferencialmente
nos territérios ocupados pelas diferentes espécies e 0 menor tfempo evolutivo
de surgimento dos fendmenos epigenéticos, podem contribuir para a

formacdo do panorama aqui detectado.



ABSTRACT

The present study aimed to conftribute to the comprehension of the role
of epigenetic phenomena for the evolution of species of the Genus
Drosophila.. We analyzed 14 species of the Sub Genus Sophophora, with
different evolutionary histories and exploring very divergent environments,
investigating the putative occurrence of the phenomenon of sex-specific
methylation patterns of the rDNA, as described previously in Drosophila
willistoni. Through the use of PCR bissulfite and sequencing, we demonstrated
that the 28S gene is methylated in members of the willistoni subgroup of
Drosophila, as in D. melanogaster, corroborating the hypothesis that the
internal regions of the genes are methylated in insects. No sex-specific
patterns of methylation, however, were detected in the ribosomal DNA of the
species D. melanogaster and D. paulistorum. Using the methods of MSRE and
Southern blot, we detected differential methylation of the rDNA between
sexes exclusively in the species of the willistoni subgroup, excepting D.
paulistorum. Our results indicate that the phenomenon of DNA methylation
can varied considerably even so between species closely related, as D.
willistoni and D. paulistorum, for example. We also suggested that different
environmental factors operating in the territories occupied by the different
species studied and the shorter evolutionary time of the raising of the
epigenetic phenomena can contribute to the formation of the scenario
detected.
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Capitulo |

INTRODUGCAO

O Género Drosophila e o Subgénero Sophophora

Segundo a revisdo de Wheeler (1981), o género Drosophila pertence a familia
Drosophilidae, subfamilia Drosophilinae. Drosophilinae € a subfamilia mais diversa,
abrigando 3234 espécies em 44 géneros (Bachli, 2006). Throckmorton (1975) aponta
varias evidéncias que sugerem uma origem fropical para a familia Drosophilinae. No
entanto, até hoje, o quadro que se apresenta € que grande parte destas espécies
se enconfra em regides neotropicais (Wheeler, 1981). Dos géneros que abriga,
Drosophila € o maior com 1148 espécies descritas. Drosophila € o género mais rico
em espécies e o mais bem estudado no Brasil, principalmente os subgéneros

Drosophila e Sophophora.

O presente frabalho tem como objeto de estudo espécies do subgénero
Sophophora, cuja radiacdo de espécies compreende, principalmente, a expansdo
das linhagens saltans-willistoni, grupos tipicos de regides Neotropicais, melanogaster,
presente nos tropicos do Velho Mundo e obscura, grupo distribuido através da zona
temperada terrestre (Throckmorton, 1975). As relacdes entre os grupos e as espécies

estdo esquematizadas na Figura 1.
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Subgénero

Dorsilopha
Subgénero Drosophila
D. pseudoobscura D- nebulosa D. fumipennis
D. subobscura D. capricorni
Subgrupo bocainensis D. insularis
Subgrupo obscura - .
Subgrupo willistoni
Grupo obscura Grupo willistoni D. willistoni  D. tropicalis
D. equinoxialis  D. paulistorum
Subgrupo G
melanogaster ~>'VPO Grupo saltans elliotica
melanogaster —\ P
D. melanogaster
D. sechellia Subgrupo sturtevanti
Subgénero Sophophora D. sturtevanfi
Grupo latifasciaeformis
\\ /. Grupo victoria
Subgénero
Scaptodrosophila

S\

Género Drosophila

Figura 1. Esquema das relacdes de parentesco entre as espécies investigadas no presente
frabalho (Baseada na filogenia de Throckmorton, 1975 e na filogenia consenso de
Kwiatowskii & Ayala, 1999).

As linhagens do Novo Mundo sdo consideradas derivadas com relacdo as
formas do Velho Mundo, a partir de ancestrais primitivos pertencentes a uma

radiacdo anterior, a radiacdo Scaptodrosophila.

O grupo saltans é formado por um total de 21 espécies descritas divididas em
cinco subgrupos listados em ordem ascendente, a partir do mais primitivo: cordata,
elliptica, sturtevanti, parasaltans, prosaltans e saltans. Seu provdvel local de origem &
a regido tfropical da América do Norte (Throckmorton, 1975). O grupo willistoni é

formado por 25 espécies, divididas em dois subgrupos: o subgrupo willistoni,
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contendo D. willistoni e suas espécies cripticas D. paulistorum, D. tropicalis, D.
equinoquixialis, D. insularis e D. pavlovskiana e o subgrupo bocainensis que agrupa
as demais espécies (Ashburner, 1989). Throckmorton (1975) argumenta que a origem
deste grupo deve ter ocorrido na América do Sul. O grupo obscura é constituido por
um total de 23 espécies, divididas entre os subgrupos obscura e affinis. Segundo
Throckmorton (1975), evidéncias apontam para uma origem nos trépicos do Velho
Mundo, a partir de uma linhagem proto-melanogaster, seguida de uma adaptacdo
a ambientes temperados. A Figura 2 ilustra a distribuicdo geogrdfica de alguns dos

grupos citados acima.

Figura 2. Origem das espécies do subgénero Sophophora de Drosophila segundo
Throckmorton (1975).
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Epigenética e Evolugao

O uso do termo epigenética enfatiza mudancas herddveis na expressdo
génica que ndo podem ser vinculadas & variacdo genética (Richards, 2006). A
heranca epigenética envolve, pois, a transmissdo de informacdes que ndo sdo
codificadas pelas seqUéncias de DNA de uma célula para a célula filha ou de
geracdo para geracdo. Diversos tipos de processos epigenéticos jd tém sido
identificados e incluem fenémenos do fipo: a) metilacdo, onde ocorre a substituicdo
de um dtomo de hidrogénio (H) por um grupo metil (CHs) e é catalisada por
metilfransferases; b) fosforilacdo, principal participante nos mecanismos de
regulacdo das proteinas, com a adicdo de um grupo fosfato (PO4) a um
aminodcido de uma cadeia protéica. As fosfatases sdo as enzimas responsdveis
pela desfosforiiacdo e as quinases as reponsdveis pela fosforilacdo; c) a
ubiquitinacdo, processo que ocorre nas células no qual uma molécula € marcada
por moléculas de ubiquitina com o objetivo de ser reconhecida por um proteossoma
onde é degradada; d) a acetilacdo, que é controlada por duas familias de enzimas:
as  histonas-acetiltransferases  (acefiladoras) e as  histonas-desacetilases
(desacetiladoras). A aceftilacdo estd associada com a remodelacdo do
nucleosoma e com a ativacdo da transcricdo, enquanto que a desacetilacdo se
associa com a repress@o da franscricdo, via condensacdo da cromatina
(Malakhova et al., 2003). As modificacdes covalentes do DNA ou seu
empacotamento em histonas séo os principais responsaveis pela transferéncia das

informacodes epigenéticas (Fazzari & Greally, 2004).
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A caracteristica fundamental do fendmeno epigenético € que um
gendtipo pode apresentar fendtipos alternativos, os quais sdo baseados no estado
epigenético de um ou mais lécus dentro do genoma. Muitos dos sistemas
experimentais epigenéticos cldssicos foram descobertos devido a aparente
instabilidade genética ou a desvios nas proporcdes de herancas mendelianas

esperadas (Richards, 2006).

A epigendmica pode ser definida, portanto, como uma abordagem
geral do genoma para estudar epigenética, tendo como meta central definir as
caracteristicas das seqUéncias de DNA que direcionam os processos epigenéticos.
Um exemplo de caracteristica de seqUéncias € a presenca das chamadas “ilhas”
CpG, que sdo alvos reconhecidos para modificacdes covalentes do DNA (revisdo

em Fazzari & Greally, 2004).

Reconhecendo-se, entdo, os mecanismos citados anteriormente como
capazes de promover variabilidade mesmo sem mudancas nas sequéncias de DNA,
torna-se interessante reconsiderar uma antiga questdo na biologia: *qual a origem
da variacdo?”. Mesmo sendo um tema que parecia resolvido através da éptica
Darwinista, a epigenética fez com que duvidas ressurgissem em torno dele,
considerando-se duas idéias principais: (a) a variabilidade em populacdes aparece
exclusivamente por mutacdes randémicas, posicdo esta defendida pelo neo-
Darwinismo, ou (b) a formacdo de novos caracteres pode ser induzida por forcas

ambientais externas¢ O conhecimento atual sobre o efeito das modificacdes
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epigenéticas do DNA torna, portanto, possivel que tal duvida exista (Guerrero-

Bosagna et al., 2005).

Na década de 80, Ernst Mayr propds o termo soft inheritance vinculado &
crenca de que as bases genéticas dos caracteres poderiam ser modificadas pela
inducdo direta do ambiente, pelo “uso e desuso” ou por uma falha infrinseca de
constancia nos processos bioldgicos, e que este fendtipo modificado passaria para
a proxima geracdo. Esta definicdo abrange uma série de hipdteses, incluindo as
hipdteses da teoria evolutiva do neo-Lamarckismo, principalmente por defender a
inducdo ambiental ou comportamental de caracteristicas somdaticas adaptativas e

sua subsequUente transmissdo a geracdo seguinte (revisdo em Richards, 2006).

Neste contexto, Jaenisch & Bird (2003) sugeriram que as futuras linhas de
investigacdo teriam que dar énfase a identificacdo dos estimulos que poderiam
iniciar mudancas evolutivas. Os autores propuseram ser possivel, através de fatores
externos, tais como a dieta, que compostos promovam a acumulacdo de

mudancas epigenéticas dentro das populacdes ao longo de alguns anos.

Diversas pesquisas j& vém sendo realizadas, a fim de identificar alguns destes
compostos como, por exemplo, nos experimentos realizados por Waterland & lJirtle
(2003). Neste frabalho, foram observadas alteracdes na cor da pelagem de
camundongos e tais alteracdes foram diretamente atribuidas a suplementacdo
alimentar da mde durante a gestacdo com vitamina Bz, dcido fdlico, colina e
betaina. Estas substéncias provocaram alteracdo nos padroes de metilacdo de

algumas regides do DNA e estes padrdes foram mantidos nas geracoes seguintes.
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Num experimento mais recente, Dolinoy et al. (2006) também induziram
alteracdes epigenéticas através da ingestdo materna de genisteina, o principal
fitoestrogeno de soja, em doses compardveis aguelas que um humano deve
receber quando submetido a uma dieta rica em soja. Os padrdoes de metilacdo do
DNA se modificaram e a prole, aparentemente, ficou protegida contra a obesidade
na idade adulta. Entretanto, existem indicacdes de que a genisteina possa causar
problemas a saude, via efeitos sinergisticos ou aditivos na mefilacdo do DNA,

quando interage com substéncias como o dcido félico (Waterland & Jirtle, 2003).

A partir dos trabalhos citados anteriormente, portanto, € possivel identificar
gue a epigenética se impde como uma nova visdo que requer muito estudo futuro
para explicar os fatores que podem gerar variabilidade nas populacdes. Eva
Jablonka e Marion Lamb em 1995, no livro “Epigenetic Inheritance and Evolution, The
Lamarckian Dimension”, descrevem os Sistemas de Heranca Epigenética (EIS)
indicando-os como um canal adicional para transmissdo de variacdo herddvel
entre geracdes de células e sugerindo a interacdo desta variacdo com os Sistemas
de Heranca Genética (GIS). Os EIS, segundo as autoras, podem responder mais
rapidamente ds mudancas ambientais em ciclos intermedidrios (com escalas de
tempo menores), gerando alteracdes evolutivas mais rdpidas do que as mutacoes
randdbmicas e selecdo de variacdo de seqUéncia nucleotidica (revisdo em

Griesemer, 1998).

De acordo com a separacdo entre origem e fixacdo de uma novidade

evolutiva, alguns autores afirmam que a evolugdo é sempre um processo de dois
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passos, primeiro envolvendo variacdo mediada pelo desenvolvimento, e apds a
selecdo, cuja operacdo resulta nas mudancas de freqUéncias génicas (West-

Eberhard, 1998).

Nesse senfido, as mudancas ocorrem devido a alteracdes nos processos
iniciais do desenvolvimento, os quais, mais adiante, poderiam, em alguns casos, ser
ambientalmente induzidos, e tais modificacdes seriaom entdo fixadas e prosperariam
na populacdo. Portanto, a diversidade e a evolucdo das espécies poderiam ser
explicadas ndo somente por aqueles processos seletivos impostos pelo ambiente,
mas também pela acdo do ambiente como um indutor de variagcdo genotipica e
fenotipica, variagcdo esta que € matéria prima para a selecdo (Guerrero-Bosagna et

al., 2005).

Devido aos resultados de seus experimentos com Drosophila, Waddington, na
década de 50, propds dois novos conceitos relacionados a capacidade de
influéncias ambientais induzirem a aparicdo de novos caracteres em organismos € a
sua manutencdo ao longo das geracdes. O primeiro € a “canalizacdo”, ou seja,
diante de disturbios e influéncias externas estressantes, haveria uma perturbacdo
das tendéncias do desenvolvimento normal do adulto em condicdes normais. O
outro é a “assimilacdo genética”: enquanto existem essas tendéncias conflitantes, se
um estimulo estressante é capaz de modificar o desenvolvimento de uma linhagem
em um organismo, a populacdo derivada pode evoluir exibindo a modificacdo

mesmo na auséncia do estresse (revisdo em Guerrero-Bosagna et al., 2005).
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Atualmente, sabe-se que a metilacdo do DNA é um dos principais
mecanismos epigenéticos e hereditdrios que regulam a expressdo genétfica em
células de mamiferos (Khosla et al., 2001). Além disso, a metilacdo do DNA é capaz
de ser modificada pela acdo de agentes externamente aplicados (MacPhee, 1998).
Alguns compostos particulares encontrados na natureza poderiam atuar como tais
agentes. Dessa forma, eles poderiom ser capazes de afetar a evolucdo dos
organismos, induzindo profundas mudangas em individuos e populagdes, talvez com

consequéncias fransgeracionais (Guerrero-Bosagna et al., 2005).

A Metilagcdo do DNA

Dentre os processos epigenéticos estudados, talvez o mais conhecido seja a
metilacdo do DNA (Weinhold, 2006), que €, basicamente, a adicdo de grupamentos
metil na posicdo C5 de citosinas (Gruenbaum et al., 1981). Em eucariotos, as
citosinas sdo convertidas a 5-metilcitosinas  pela acdo enzimdtica das
metiltransferases apds a replicacdo do DNA e em torno de 5% do genoma dos

mamiferos &€ metilado.

Esta convers@o somente ocorre quando os residuos de citosina estdo seguidos
de uma guanosina (CpG). A alteracdo da ligacdo de alguns fatores de transcricdo
é um possivel mecanismo pelo qual a 5-metilcitosina controla a expressdo génica.
Quando as citosinas sdo metiladas, o grupo metil protundente junto ao sulco maior

do DNA produz dois efeitos importantes: a) os fatores de transcricGo ndo conseguem
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acessar o DNA e b) esta conformacdo atrai proteinas metil-ligantes que estdo
normalmente associadas ao silenciamento génico e d compactacdo da cromatina
(revisdo em Fazzari & Greally, 2004). Um modelo alternativo para o controle da
expressdo génica baseado na metilacdo consiste em um grupo de proteinas e
complexos protéicos que especificamente se ligam a metil-CpG e recrutam histonas

desacetiladas aos sitios de metilagdo (Wade, 2001).

Nos eucariotos superiores, a metilacdo do DNA tem papel importante nos
diferentes processos bioldgicos, incluindo a inativagcdo do cromossomo X (Norris et
al., 1994), imprinting gendmico (Lloyd, 2000), silenciomento da expressdo génica
(Busslinger et al., 1983), e também é essencial no processo de desenvolvimento
normal em mamiferos (Li et al., 1992). Um exemplo bastante estudado sobre
metilacdo dentro do processo de desenvolvimento, € o que ocorre com 0s genes
de globina das células sangUineas de humanos e galinhas. A seqUéncia dos
promotores destes genes ndo apresenta metilacdo nas células sangUineas,
enquanto que 0s mesmos promotores em outras células que ndo produzem globina

apresentam as citosinas metiladas (Gilbert, 2000).

Em mamiferos, um exemplo prdtico que ilustra o envolvimento de imprinting
em doencas é descrito para as Sindomes de Angelman e de Prader-Willi. Estas
sindromes se caracterizam em humanos pela perda de um segmento particular do
braco longo do cromossomo 15, resultando em diferentes fendtipos, dependendo se
a perda € no cromossomo derivado do macho ou da fémea. Se o cromossomo

defectivo vem do pai, a crianca nasce com a sindrome de Prader-Willi e se vem da
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mde, a criangca apresenta sindrome de Angelman. Estas diferencas envolvem

metilacdo diferencial nas células germinais (Gilbert, 2000).

A metilacdo no DNA em muitos organismos eucariotos também estd
envolvida no processo de modificacdo de seqUéncias repetitivas as quais podem
ter efeito deletério para o genoma hospedeiro, tais como elementos transponiveis
(TEs) e virus. Importantes evidéncias indicam que, em alguns casos, o papel da
metilacdo do DNA estd relacionado a silenciamento de transposons e retrovirus
endogenos (Bird, 2002). A metilacdo de seqUéncias repetitivas também pode
suprimir recombinacdes entre repeticoes em diferentes posicoes no genoma, as
quais poderiam levar a franslocacdes ou a outros rearranjos cromosdémicos

desfavordveis (Bender, 1998).

A Metilagdo do DNA no Género Drosophila

Ao contrério do que ocorre com muitos grupos animais multicelulares, que
tém seus genomas metilados (Tweedie et al., 1997), pouco se sabe a respeito da
metilacdo do DNA em invertebrados. Estudos recentes feitos com insetos, contudo,
tém indicado uma aparente diversidade funcional que parece argumentar contra a

conservacado funcional estrita da metilacdo (Field et al., 2004).

Até recentemente, o genoma de Drosophila era considerado livre ou com
niveis ndo detectdveis de metilacdo (Urieli-Shoval et al., 1982). As conclusdes se

estendiam a todo o género Drosophila, embora somente D. melanogaster tivesse
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sido investigada. A partir de estudos recentes, no entanto, esse panorama comecou
a mudar. Esse pressuposto era baseado provavelmente na incapacidade de se
detectar bases metiladas no genoma de espécies do género devido a falta de
metodologias disponiveis com a sensibilidade necessaria para tal. Dessa forma,
Drosophila parecia constfituir um grupo de organismos que ndo possui esta
modificacdo epigenética do DNA que, por sua vez, € um fendbmeno altamente

conservado desde bactérias até humanos (revisdo em Lyko et al., 2006).

O que se imaginava entdo, € que a metilacdo do DNA seria um processo
dispensdvel para organismos menos complexos (Bird, 1995) ou para aqueles
genomas com sequUéncias ndo-candnicas de cenfrossomo (Dong ef al., 2001).
Entretanto, o genoma de Drosophila ndo € mais considerado como particularmente
simples (Adams et al., 2000) e a organizacdo centrossdmica é conservada em um
grande numero de organismos, incluindo humanos (Blower et al., 2002). Além disso, a
metilacdo do DNA comecou a ser descrita em vdrias outras espécies de insetos

(Field et al., 2004).

A presenca de um suposto gene para DNA metiltransferase no genoma de
D. melanogaster abriu a possibilidade de que a metilacdo do DNA neste organismo
poderia ter escapado a deteccdo no passado. Experimentos mostraram que Dnmt2
é regulada no genoma desta espécie de acordo com o desenvolvimento, com o
rédpido aumento dos niveis de expressdo de mRNA durante o desenvolvimento inicial

(Hung et al., 1999; Lyko et al., 2000). Esta descoberta direcionou subsequentes
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andlises de metilacdo do DNA gendmico a partir de embrides, ao invés dos estagios

tardios de desenvolvimento utilizados em estudos prévios.

Andlises cromatogrdficas do DNA gendmico de estdgios inicicis do
desenvolvimento embriondrio revelam um baixo, mas significativo nivel de citosinas
metiladas (Gowher et al., 2000; Lyko et al., 2000). De modo interessante, a maioria
das 5-metilcitosinas foi encontrada em um contexto de dinucleotideos CpT/A (Lyko
et al., 2000). Essa descoberta & de substancial interesse porque implica que a
metilacdo do DNA em Drosophila ndo é mantida pela metilacdo simétrica de
dinucleotideos CpG, ao contrdrio do que acontece nos demais organismos

estudados.

Também se sabe que apenas 0,4% do DNA total de D. melanogaster estd
metilado, sendo que estes niveis sdo detectados apenas em embrides no estdgio
inicial de desenvolvimento. Em contraste com as células de vertebrados, que
estavelmente mantém seus padrées de metilacdo ao longo do desenvolvimento, a
metilacdo do DNA em D. melanogaster parece ser um sinal epigenético transiente
durante os estdgios iniciais do desenvolvimento (Hung et al., 1999; Tweedie et al.,

1999; Lyko et al., 2000; Lyko, 2001; Kunert et al., 2003).

Apesar das diversas informacdes que existem atualmente em torno do
processo de metilacdo do DNA no genoma de Drosophila, a funcdo da metilacdo

no genoma deste género ainda permanece sendo discutida.

Salzberg et al. (2004) identificaram sequéncias metiladas a partir do genoma

de moscas adultas de D. melanogaster com o uso de imunoprecipitacdo utilizando
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um anticorpo anti-5-metilcitosina. Vinte e sete clones foram analisados e foram
identificadas seqUéncias de refrofransposons e elementos relacionados a
retrotransposons, incluindo os elementos rover, RIDm e Pilger, além de elementos
repetitivos de heterocromatina (repeticdoes cenfroméricas e um satélite, o dodeca).
Sequéncias adicionais isoladas por esta metodologia incluem ainda DNAs que
codificam proteinas dusky, doublesex e soxneuro, e ainda um homdlogo que
codifica uma RNA-helicase. Tendo em vista a identificacdo de algumas seqUéncias
metiladas como sendo elementos de transposicdo, Salzberg et al. (2004) sugerem
que esta modificacdo epigenética pode estar sendo responsavel pela regulacdo

dos TEs em Drosophila.

Esta idéia foi posteriormente analisada por Mandrioli & Borsatti (2006) e os
autores relacionam o processo de metilacdo do DNA em Drosophila ndo ao
controle de TEs, mas a regulacdo do processo de desenvolvimento, tendo em vista
que foi muito pequena a representatividade de seqUéncias de TEs no conjunto de
seqUéncias analisadas e que o elemento transponivel R1 que ocorre inserido denfro
do gene 28S do rDNA é ativamente transcrito junto com o gene. Entretanto, como
serd descrito adiante, o silenciamento do gene dDnmt2 (responsdvel por promover
a metilacdo no DNA em Drosophila) ndo provoca efeitos fenotipicos detectdveis ao

longo do desenvolvimento (Kunert ef al., 2003).

Mais recentemente Garcia et al. (2007) (Anexo 1), relacionam o processo de
metilacdo do DNA na espécie D. willistoni com um possivel processo de

compensacdo de dose, tendo em vista que enfre as diferentes seqUéncias
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metiladas que foram isoladas do genoma desta espécie, encontrava-se rDNA.
Como estas sequUéncias estdo localizadas em cromossomos sexudis e estdo
metiladas diferencialmente entre sexos, € possivel que este fato seja indicativo de
possivel funcdo da metilacdo dentro do processo de compensacdo de dose para

genes ribossomais.

De uma forma geral, os dados parecem apontar para uma diversidade na
funcdo da metilacdo no genoma de diferentes espécies de Drosophila. Esta idéia
pode ser corroborada pelo fato de que ao ser comparada a seqUéncia de
aminodcidos da proteina dDnmt2 de D. willistoni e D. melanogaster (como serd
descrito adiante), apenas no dominio responsdvel pela funcdo de metilacdo do
DNA ocorre uma conservacdo das seqUéncias entre as espécies. O dominio
responsdével pelo reconhecimento da seqUéncia alvo a ser metilado € altamente
variavel, indicando que mesmo entre espécies do mesmo género, pode ocorrer

uma variacdo nas sequéncias alvo a serem metiladas (Garcia et al., 2007).

A metiltiransferase de Drosophila

O seqUenciamento do genoma de D. melanogaster revelou a presenca de
um Unico candidato a gene de metiltransferase, o qual pertence a familia Dnmt2

das DNA-metiltransferases de eucariotos (Hung et al., 1999; Tweedie et al., 1999).

Com base na homologia das seqUéncias, as metiltransferases de animais

podem ser subdivididas denfro de trés familias: Dnmt1, Dnmt2 e Dnmt3 (Colot &
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Rossignol, 1999). Devido & sua preferéncia por dinucleotideos CpG hemimetilados
(Bestor & Ingram, 1983; Gruenbaum et al., 1981), a enzima Dnmtl € geralmente
considerada a metiltransferase que tem como funcdo primdria copiar o padrdo de
metilacdo da fita parental para a nova fita de DNA, durante ou logo apds a

replicacdo (Kunert et al., 2003).

A funcdo da segunda familia de DNA metiltransferases, Dnmt2, ndo estd bem
estabelecida, mas evidéncias recentes tém apontado que estas enzimas ndo tém
funcdo como DNA metiltransferase, apesar de funcionar como tal em células de

camundongos € humanos (Liu et al., 2003).

O papel da terceira familia de metiltranferases tem sido definida pela sua
preferéncia por DNA “desmetilado”. Dnmt3a e Dnmit3b teriam a funcdo de
metiltransferase de novo (Hsieh, 1999; Lyko et al., 2000; Okano et al., 1999) e sGo
consideradas importantes para o estabelecimento dos padrées de metilacdo do

DNA durante a embriogénese (Kunert et al., 2003).

No género Drosophila existem poucos trabalhos caracterizando metilacdo no
genoma das espécies (Marhold et al., 2004), pois, como citado anteriormente, os
niveis de citosinas metiladas sdo baixos e ndo apresentam uma funcdo relevante no
genoma de D. melanogaster. Experimentos utilizando RNA de interferéncia (RNAI)
nesta espécie confirmaram que existe somente uma DNA metiliransferase (dDnmt2)
em D. melanogaster, mas ndo revelaram uma funcdo para a metilacdo nesta

mosca. O silenciamento da expressdo de dDnmt2 parece ndo ter conseqUéncias
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detectdveis para o desenvolvimento embriondrio em D. melanogaster (Kunert et al.,

2003).

Apesar disso, a metiltransferase dDnmt2 foi considerada ainda como a mais
forte candidata para promover a metilacdo em D. melanogaster, tendo em vista
que em experimentos onde havia superexpressdo desta enzima em culturas
celulares, as células tinham seus niveis de metilacdo do DNA aumentados. A
atividade catalitica de dDnmt2 precisa, entretanto, da formacdo de multicomplexos

in vivo e estes componentes ainda necessitam ser identificados (Reddy et al., 2003).

J& foram identificadas, em D. melanogaster, algumas proteinas relacionadas
a familia das DNA metiltransferases de vertebrados. SGo elas: uma DmMTR1 similar &
dnmtl de vertebrados, que interage com outra proteina (PCNA) envolvida na
replicacdo e reparo do DNA, e a DNMT2 (ou dDnmt2) que apresenta homologia
com a regido carboxi-terminal (dominio catalitico) da Dnmi2 de mamiferos
(essencial no desenvolvimento embriondrio inicial) e com a enzma dcm de
bactérias (Hung et al., 1999). Também um homodlogo as proteinas da familia MDB2/3
de vertebrados (que pode ou ndo se ligar em DNA metilado), a dMBD2/3, j& foi
descrito para D. melanogaster, sendo que esta proteina apresenta uma perda do
dominio de ligacdo metil-CpG, corroborando uma hipdtese de que D. melanogaster
poderia ter perdido a capacidade em maior escala de metilacdo do DNA ao longo

da evolucdo (Tweedie et al., 1999).

O gene dDnmt2 j& foi identificado em outras espécies de dipteros, tais como

Anopheles gambiae, D. pseudoobscura, D. simulans, D. hydei e D. virilis, sendo que
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estas espécies demonstraram niveis compardveis de 5-metilcitosina no seu DNA e
uma forte conservacdo na seqUéncia de aminodcidos da proteina dDnmt2,
indicando uma ampla distribuicdo do gene entre insetos dipteros (Marhold et al.,

2004).

Lyko et al. (2000), analisando a distribuicdo do gene dDnmt2 em diferentes
espécies do género e a expressdo desse gene em D. melanogaster, ndo
detectaram a seqUéncia do gene em D. willistoni, apesar da baixa estringéncia das
condicoes de hibridacdo. Enfretanto, Garcia et al. (2007) através de uma busca in
silico no genoma da espécie, identificaram uma seqléncia homdloga d dDnmt2 no

genoma de D. willistoni a qual € 33% divergente de D. melanogaster.

Além disso, existem outras interessantes diferencas que ocorrem no elemento
dDnmt2 de D. willistoni. A regido promotora maior e a presenca de somente uma
isoforma da enzima com identidade de seqUéncias de aminodcidos de somente
70% com a proteina de D. melanogaster podem indicar importantes modificacdes
que se refletiiaom na expressdo do gene ou na variacdo de funcdo da enzima.
Também ocorrem diferencas na conservacdo enfre o dominio de reconhecimento
do DNA alvo e do que promove a metilacdo do DNA na proteina dDnmt2. Somente

o segundo é conservado entre as duas espécies (conforme citado anteriormente).

Dado o papel crucial das diversas Dnmts nas modificacdes epigenéticas do
DNA, €, portanto, de grande interesse saber se existem agentes ambientais capazes
de modificar os niveis infracelulares de tais enzimas ou seus padroes de expressdo

génica (Guerrero-Bosagna et al., 2005).
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Técnicas para Andlise da Metilagdo no DNA

Os estudos que revelam efeitos herddaveis, independentes de modificacdes
na seqUéncia do DNA, utilizam diversas metodologias diferentes, devido a ampla

variedade de objetivos (revisdo em Jablonka, 2004).

Dentre elas, destacam-se DHPLC (denaturing high-performance liquid
chromatography), HPLC (high-performance liquid chromatography), HPCE (high-
performance capillary electrophoresis), COBRA (combined bisulfite restriction

analysis) e MSRE (Methylation-sensitive restriction endonuclease).

Dentre os mais diversos métodos, o método de andlise afravés do uso de
endonucleases de restricdo sensiveis d metilacdo (MSREs), por exemplo, tem sido
amplamente utilizado para determinar o padrdo de metilacdo de citosinas em
sitios especificos (revisdo em Dahl & Guldberg, 2003). Basicamente, este método
avalia mudancas em padroes esperados de clivagem das seqUéncias, pois as
citosinas metiladas impedem o acesso da enzima sensivel a metilacdo aos seus

sitios de reconhecimento.

Outra técnica recentemente difundida para a investigacdo da metilacdo do

DNA é o SeqUenciamento Bissulfito, que consiste em analisar fragmentos de DNA

gerados por PCR a partir de amostras de DNA previamente tratadas com Bissulfito

de Sédio (NaHSQOg). O Bissulfito promove a desaminagcdo das citosinas ndo metiladas

gerando residuos de uracil e os sitios metilados permanecem “protegidos” da

atuacdo deste composto, permanecendo citosinas (figura 3).
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Figura 3. Desenho esquemdtico das modificacdes que a técnica de tratamento com
Bissulfito de sddio promovem no DNA e o resultado obtido apds amplificacdo por PCR
(modificado de Dahl & Guldberg, 2003).

Consequentemente, ao compararmos seqUéncias controle, ndo tratadas
com Bissulfito de Sédio, com seqUéncias apds o fratamento, € possivel identificar
exatamente os sitios metilados, onde as citosinas permaneceram inalteradas

(revisdo em Dahl & Guldberg, 2003).
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A conversdo da citosina a uracil pelo tratamento bissulfito € altamente
seletiva e eficiente. A taxa de conversdo quimica de todas as citosinas &€ estimada
numa ordem de 99,5-99,7% (Grunau et al., 2001; Clarck et al., 1995). Para a maioria
das aplicacodes esta taxa de conversdo € mais do que suficiente e os baixos niveis
de citosinas ndo convertidas sdo detectdveis somente por andlises detalhadas de

fragmentos clonados (Warnecke et al., 2002).

Os iniciadores (primers) para PCR com amostras de DNA tratadas com
bissulfito de sddio sdo desenhados para evitar sitios CpG e/ou CpNpG e, ao mesmo
tempo, devem ser ricos em citosinas em sitios ndo CpG, permitindo dessa forma, a
amplificacdo preferencial de moléculas inteiramente convertidas (Warnecke et al.,
2002). O objetivo de desenhar primers para andlises quantitativas de metilacdo é
amplificar seqUéncias metiladas e ndo metiladas com igual eficiéncia, evitando a
amplificacdo de qualquer sequéncia ndo convertida. De modo alternativo, pode-se
desenhar primers para amplificar somente seqUéncias metiladas (Herman et al.,

1996).
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

Utilizando a técnica de MSREs (Methylation-sensitive restriction endonuclease),
Garcia et al. (2007) (Anexo 1) verificaram que o DNA gendmico de machos e fémeas
adultos de duas populacdes de Drosophila willistoni apresenta um padrdo de
restricGo sexo-especifica bem definido dentro de cada populacdo, sendo que os
fragmentos diferenciais ocorrem no genoma de fémeas. Estas modificacdes
poderiaom ser explicadas por modificacdo epigenética e ndo por heranca
mendeliana. As bandas suspeitas de estarem metiladas foram isoladas, clonadas,
seqUenciadas e algumas analisadas através de técnica de hibridacdo em DNA
gendmico (Southern blot), demonstrando, de forma inédita, que vdrias regides do
genoma de D. willistoni estariam sujeitas a metilacdo, dentre elas, s de genes de
DNA ribossomal. Em contrapartida, o DNA genémico de D. melanogaster, quando
submetido & mesma andlise, ndo apresentou fragmentos sexo-especificos. Além
disso, estes padroes diferenciais de metilacdo sdo detectdveis, também, em

diferentes estagios de desenvolvimento de D. willistoni (Garcia et al., 2007).

Dentro do contexto do referido ftrabalho, o presente estudo chama
especialmente a atencdo ao fato de que D. willistoni apresenta uma ampla
distribuicdo geogrdfica e uma grande variabilidade genética, que é expressa,
principalmente, através de polimorfismo cromossémico e enzimdtico (Valente &
Morales, 1985; Valente & Araujo, 1986; Valiati & Valente, 1997, Valente et al., 1993).

Ao comparar este genoma com o da espécie cosmopolita D. melanogaster, Garcia
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et al. (2007) encontraram, de forma pioneira, a particularidade de metilacdo

diferencial no genoma de D. willistoni.

Algumas questoes levantadas por Garcia et al. (2007), portanto, foram: Qual
a explicacdo para que espécies de um mesmo género (no caso, do mesmo
subgénero Sophophora) apresentem um padrdo distinto no status de metilacdo do
DNA? Fatores ambientais relacionados aos ecossistemas onde os diferentes grupos
de espécies evoluiram poderiam atuar como pressdes seletivas diferenciais sobre
este mecanismo de controle da expressdo génica? A resposta pode estar na histéria
evolutiva de cada uma das espécies. D. willistoni € neotropical e D. melanogaster
tem uma histéria evolutiva relacionada a regides temperadas. Existem, atualmente,
estudos indicando que agentes ambientais podem induzir alteracdes epigenéticas
no DNA as quais modificam padrdes de metilacdo e estes podem ser passados para
a progénie e, consequentemente, fixados em uma linhagem (Waterland & lirtle,

2003; Dolinoy et al., 2006).

A partir, portanto, do vasto campo de investigacdo surgido pelo trabalho
readlizado de Garcia et al. (2007), se fez necessdrio avaliar qualitativa e
quantitativamente o fendmeno de metilacdo no genoma de diferentes espécies do

género Drosophila.

Andlises neste sentido sdo importantes para esclarecer a histdria evolutiva dos
diferentes grupos de espécies do género. O presente estudo tem como objetivo

geral contribuir para o entendimento das razdes pelas quais existe distincdo na
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ocorréncia do fendbmeno de meftilacdo do DNA em espécies de um mesmo

subgénero.

Para tanto os objetivos especificos foram os seguintes:
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Andlisar o padrdo de metilacdo do DNA entre sexos em diferentes
espécies do grupo willistoni de Drosophila (criptico e ndo criptico) e de outras
espécies do subgénero Sophophora (D. sturtevanti, D. neoelliptica, D. melanogaster,
D. sechellia, D. pseudoobscura e D. subobscura), a fim de verificar se os padrdoes de
metilacdo diferencial do DNA gendmico podem ser conservados em outros grupos

de espécies utilizando:

A. Metodologia de MSREs (Methylation-Sensitive Restriction Endonucleases)
na tentativa de verificar a ocorréncia ou ndo de conservacdo dos padrdes sexo

especificos.

B. SeqUenciamento Bissulfito, para verificar se existe conservacdo nos sitios
metilados de rDNA entre as espécies que apresentaram padrdo diferencial de

metilacdo detectdvel por MSREs.

2. Verificar através da técnica de MSREs combinada com Southern blot, se
o rDNA também apresenta metilacdo diferencial entre sexos nas
diferentes espécies do grupo willistoni de Drosophila (criptico e ndo

criptico), tal como ocorre em Drosophila willistoni.
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RESUMO

Fenbmenos  epigenéticos tém  sido  amplamente  caracterizados,
principalmente no genoma de vertebrados, mas as implicacdes evolutivas que
podem ocorrer por influéncia destes fendmenos sé mais recentemente vém sendo
discutidas. Experimentos tém comprovado que elementos externos, como por
exemplo, determinados compostos quimicos presentes na dieta podem modificar
padrdoes de metilacdo do DNA, sendo que estas modificacdes podem
posteriormente ser fixadas em populacdes, colaborando para o surgimento de
novidades evolutivas entre as espécies. No presente trabalho, analisando espécies
do subgénero Sophophora, que apresentam diferentes historias evolutivas e
exploram ambientes divergentes, buscamos identificar a recorréncia do fendmeno
de metilacdo sexo-especifica do rDNA como descrito previamente para a espécie
D. willistoni. Ufilizando as técnicas de seqUénciamento e PCR bissulfito, nds
demonstramos que o gene 28S apresenta-se metilado nas espécies do subgrupo
willistoni de Drosophila, bem como na espécie D. melanogaster, corroborando a
hipdtese de que, em insetos, as regides internas dos genes estdo metiladas.
Utilizando também as técnicas de MSRE combinada com Southern blot, buscamos
verificar se o fendmeno de metilacdo diferencial entre é recorrente em algumas
espécies dos grupos willistoni, melanogaster, saltans e obscura de Drosophila.
Verificamos que a metilacdo diferencial entre sexos do rDNA ocorre exclusivamente
nas espécies do subgrupo willistoni, com excecdo da espécie D. paulistorum. Estes
resultados indicam que o fendbmeno de metilacdo do DNA pode apresentar

diferencas importantes mesmo entre espécies relacionadas, sendo que o ambiente
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no qual estas espécies evoluem e tempos evolutivos menores de surgimento das
novidades ligadas aos fendmenos epigenéticos, podem ser os responsdveis pela

construcdo deste panorama.

Palavras-chave: Drosophila; metilacdo do DNA; Sophophora; subgrupo willistoni,

rDNA.

INTRODUCAO

A heranca epigenética envolve a transmissdo de informacdes que ndo sdo
codificadas pelas seqUéncias de DNA de uma célula para a célula filha ou de
geracdo para geracdo. Muitos dos sistemas epigenéticos foram descobertos devido
a aparente instabilidade genética ou a desvios nas proporcdes de herancas
mendelianas esperadas (Richards, 2006). O fendbmeno epigenético é caracterizado
por um gendtipo que pode apresentar fendtipos alternativos, os quais sdo baseados
no estado epigenético de um ou mais I6cus dentro do genoma. Dentre os diversos
tipos de processos epigenéticos que se conhecem estdo fendmenos como
metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo e acetilacdo (Malakhova et al., 2003). Talvez
0 mais conhecido destes seja a metilacdo do DNA (Weinhold, 2006), que consiste,
basicamente, na adicdo de grupamentos metil na posicdo C5 de citosinas
(Gruenbaum et al, 1981). Em eucariotos, as citosinas sdo convertidas a 5-
metilcitosinas pela acdo enzimdtica das metiltransferases apds a replicacdo do DNA
e em torno de 5% do genoma dos mamiferos € metilado. Atualmente, sabe-se que a

metilacdo do DNA é um dos principais mecanismos epigenéticos e hereditdrios que
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regulam a expressdo genetica em células de mamiferos (Khosla et al., 2001). Ao
contrdrio do que ocorre com muitos grupos animais mulficelulares, que tem seus
genomas metilados (Tweedie et al., 1997), pouco se sabe a respeito da metilacdo

do DNA em invertebrados.

Estudos recentes feitos no género Drosophila, contudo, tem demonstrado as
particularidades do fendmeno da metilacdo do DNA em algumas espécies. Andlises
cromatogrdficas do DNA gendmico de D. melanogaster nos estdgios iniciais do
desenvolvimento embriondrio revelam um baixo, mas significativo nivel de citosinas
metiladas (Gowher et al., 2000; Lyko et al., 2000). A maioria das 5-metilcitosinas foi
enconfrada em um contexto de dinucleotideos CpT/A (Lyko et al., 2000). Essa
descoberta é de substancial interesse porque implica que a metilacdo do DNA em
Drosophila ndo € mantida pela metilacdo simétrica de dinucleotideos CpG, ao
contrdrio do que acontece nos demais organismos estudados. Também se sabe que
apenas 0,4% do DNA total de D. melanogaster estd metilado, sendo que estes niveis
sdo detectados apenas em embrides no estdgio inicial de desenvolvimento. Em
contraste com as células de vertebrados, que estavelmente mantém seus padroes
de metilacdo ao longo do desenvolvimento, a metilacdo do DNA em D.
melanogaster parece ser um sinal epigenético tfransiente durante os estdgios iniciais
do desenvolvimento (Hung ef al., 1999; Tweedie et al., 1999; Lyko et al., 2000; Lyko,

2001; Kunert et al., 2003).

Apesar das diversas informacdes que existem atualmente em torno do

processo de metilacdo do DNA de Drosophila, a funcdo da metilacdo no genoma
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deste género ainda permanece sendo discutida. Salzberg et al. (2004) identificaram
seqUéncias metiladas a partir do genoma de moscas adultas de D. melanogaster
com o uso de imunoprecipitacdo utilizando um anticorpo anti-5-metilcitosina. Vinte
e sete clones foram analisados e foram identificadas seqUéncias de retrotransposons
e elementos relacionados a retfrotransposons, incluindo os elementos rover, RIDm e
Pilger, além de elementos repetitivos de heterocromatina (repeticdes centfroméricas
e um satélite, o dodeca). Seqléncias adicionais isoladas por esta metodologia
incluem ainda DNAs que codificam proteinas dusky, doublesex e soxneuro, e ainda
um homodlogo que codifica uma RNA-helicase. Tendo em vista a identificagcdo de
algumas seqUéncias metiladas como sendo elementos de transposicdo, Salzberg et
al. (2004) sugerem que esta modificacdo epigenética pode estar sendo responsdvel

pela regulacdo dos elementos transponiveis em Drosophila.

Esta idéia foi posteriormente analisada por Mandrioli & Borsatti (2006) e os
autores relacionam o processo de metilacdo do DNA em Drosophila ndo ao
controle de Elementos Transponiveis, mas 4 regulacdo do processo de
desenvolvimento, tendo em vista que foi muito pequena a representatividade de
seqUéncias de TEs no conjunto de sequUéncias analisadas por Salzberg et al. (2004) e
que o elemento fransponivel RT que ocorre inserido dentro do gene 28S do rDNA é
ativamente transcrito junto com o gene. Entretanto, o silenciamento do gene
dDnmt2 (responsavel por promover a metilacdo no DNA em Drosophila) ndo
provoca efeitos fenotipicos detectdveis ao longo do desenvolvimento (Kunert et al.,

2003).
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Mais recentemente, Garcia et al. (2007) relacionam o processo de metilacdo
do DNA na espécie D. willistoni com um possivel processo de compensacdo de
dose, tendo em vista que entre as diferentes seqUéncias metiladas que foram
isoladas do genoma desta espécie, enconfrava-se rDNA que sdo seqUéncias

localizadas em cromossomos sexudais.

De uma forma geral, os dados parecem apontar para uma diversidade na
funcdo da metilacdo no genoma de diferentes espécies de Drosophila. Esta idéia
pode ser corroborada pelo fato de que ao ser comparada a seqUéncia de
aminodcidos da proteina dDnmt2 de D. willistoni € D. melanogaster, apendas no
dominio responsavel pela funcdo de metilacdo do DNA ocorre uma conservacdo
das seqUéncias entre as espécies. O dominio responsdvel pelo reconhecimento da
seqUéncia alvo a ser metilado é altamente varidvel, indicando que mesmo entre
espécies do mesmo género, pode ocorrer uma variacdo nas seqUéncias alvo a

serem metiladas (Garcia et al., 2007).

Mas qual a explicacdo para que espécies de um mesmo género (no caso, do
mesmo subgénero Sophophora) apresentem um padrdo distinfo no status de
metilacdo do DNA? Fatores ambientais relacionados aos ecossistemas onde 0s
diferentes grupos de espécies evoluiram poderiam atuar como pressoes seletivas
diferenciais atuantes sobre este mecanismo de controle da expressdo génica? A
resposta para estas perguntas poderia estar na histéria evolutiva de cada uma das
espéciese D. willistoni € neotropical e D. melanogaster evoluiu a partir de uma

linhagem protfo-melanogaster de regides temperadas, que se expandiu para a
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regido afrotropical (Throckmorton, 1975). Existem, atualmente, estudos indicando
que agentes ambientais podem induzir alteracdes epigenéticas no DNA as quais
modificam padrdées de metilacdo e estes podem ser passados para a progénie e,
consequentemente, fixados em uma linhagem (Waterland & Jirtle, 2003; Dolinoy et
al., 2006). Além disso, a metilacdo do DNA é capaz de ser modificada pela acdo de
agentes externamente aplicados (MacPhee, 1998). Alguns compostos particulares
encontrados na natureza poderiam atuar como tais agentes. Dessa forma, eles
poderiam ser capazes de afetar a evolucdo dos organismos, induzindo profundas
mudancas em individuos e populagdes, talvez com conseqUéncias tfransgeracionais

(Guerrero-Bosagna et al., 2005).

Jablonka e Lamb em 1995, no livro “Epigenetic Inheritance and Evolution, The
Lamarckian Dimension”, descrevem os Sistemas de Heranca Epigenética (EIS)
indicando-os como um canal adicional para transmissdo de variacdo herddvel
entre geracdes de células e sugerindo a interacdo desta variacdo com os Sistemas
de Heranca Genética (GIS). Os EIS, segundo as autoras, podem responder mais
rapidamente ds mudancas ambientais em ciclos intermedidrios (com escalas de
tempo menores), gerando alteracdes evolutivas mais rdpidas do que as mutacoes
randdmicas e selecdo de variacdo de seqUéncia nucleotidica (revisdo em

Griesemer, 1998).

Tendo em vista a variacdo detectada do fendmeno de metilacdo do DNA
em diferentes espécies de um mesmo género de Drosophila e a possibilidade de

que fatores ambientais possam estar determinando esta variacdo, o presente
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trabalho tem o intuito de contribuir para o conhecimento do quanto o fendmeno de
metilacdo diferencial do DNA estd conservado em espécies relacionadas ou ndo e
o quanto isto pode estar ligado & histéria evolutiva de cada uma. Através de andlise
por MSRE combinada com Southern Blot e sequenciamento bissulfito, bem como
deteccdo da presenca do gene da dDnmt2 através de PCR, nds verificamos que o
fendbmeno de metilacdo diferencial entre sexos do rDNA estd conservado somente
em espécies do subgrupo willistoni de Drosophila. Também ficou demonstrado que
em todas as espécies estudadas do subgrupo e em D. melanogaster, o gene 28S

estd metilado.

RESULTADOS

Os DNAs gendmicos totais de individuos adultos (machos e fémeas) de
espécies do subgrupo willistoni (D. willistoni, D. paulistorum, D. insularis, D.equinoxialis
e D. tropicalis) foram digeridos com as enzimas de restricdo Alul (5'AG|CT3’) e Haelll
(5'GG|CC3’), ambas sensiveis d metilacdo e Rsal (5'GT]AC3’) que ndo € sensivel a
metilacdo. Como controle do experimento foi clivado também o DNA de D.
melanogaster. As enzimas Alul e Haelll geraram padrdes de clivagem diferenciais
entre sexos nas espécies do subgrupo willistoni, apds serem fracionados em gel de
agarose 1%. Contudo a diferenca enfre machos e fémeas ndo foi verificada no DNA
de D. melanogaster para todas as enzimas, bem como também ndo foram
encontradas diferencas no padrdo de clivagem entre sexos para a enzima Haelll

em D. insularis.
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Também foi observado que padrdo de metilacdo diferencial entre sexos é
conservado dentro do subgrupo willistoni, mas o padrdo de fragmentos gerado
pelas enzimas de restricdo Alul e Haelll é diferente entre as espécies. As espécies D.
insularis, D. equinoxialis e D. tropicalis, por exemplo, apresentam visiveis padroes de
clivagens diferentes entre si e diferentes dos padroes de D. willistoni. O padrdo de
clivagem com a enzima Rsa | foi 0 mesmo para todas as espécies analisadas e entre

sexos (figuras TA e 1B).

Para a técnica de MSRE combinada com Southern blot os DNAs gendmicos
de machos e fémeas adultos das espécies apresentadas na tabela 1, foram clivados
com as enzimas de restricdo Alul  (5’AG|CT3') e Tagl (5'TC]|GA3’), que ndo
constituem um par de isosquisdmeros mas possuem sitios de restricdo semelhante,
sendo que, como descrito anteriormente, a Alul é sensivel  metilacdo e a Tagl cliva
independente de seu sitio de reconhecimento possuir a citosina metilada. Apds a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, os fragmentos foram analisados por Southern

blot com a sonda pDm 238, que contém os genes do rDNA de D. melanogaster.

As andlises por Southern blot ndo revelaram diferencas nos padroes entfre os
sexos para as espécies D. sturtevanti e D. neoelliptica (grupo saltans), D.
melanogaster e D. sechellia (grupo melanogaster) e D. pseudoobscura e D.
subobscura (grupo obscura) (Figura 2), bem como para as espécies D. nebulosa, D.

capricorni e D. fumipennis (grupo willistoni) (Figura 3).

Nas espécies do subgrupo willistoni, no entanto, os resultados revelam que o

padrdo diferencial de metilacdo entre sexos € um fendbmeno que ocorre nas
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espécies D. fropicailis, D. insularis e D. equinoxialis que sdo do subgrupo criptico ao
qual pertence a j& estudada D. willistoni, o subgrupo willistoni. A excecdo ocorre
para a espécie D. paulistorum que ndo apresenta diferencas entre machos e

fémeas para o padrdo de bandas (Figura 4).

Os DNAs das espécies do subgrupo willistoni foram posteriormente submetidos
a conversdo com bissulfito de sddio e andlise por PCR com um primer desenhado
para anelar no gene 28S e amplificar somente se a regido em andlise estivesse
metilada. Os DNAs de D. willistoni, D. melanogaster e amostras de DNA ndo
submetidas a conversdo foram utilizadas como confrole. Ocorreu amplificacdo em
DNA fratado e ndo tratado com bissulfito de sdédio, indicando que a regido

estudada do gene ribossomal 28S estd metilada (Figura 5).

Os fragmentos das espécies D. willistoni (dados ndo mostrados) e D.
paulistorum (Figura 6) tratados e ndo tratados com bissulfito de sddio foram
purificados e submetidos a seqlenciamento automdatico, a fim de verificar quais
sitios particulares dentro da seqUéncia que apresentavam metilacdo. Foi
demonstrado que todas as citosinas estdo metiladas na regido analisada, pois a
seqUéncia tratada com bissulfito ndo difere do controle ndo fratado. A metilacdo

ocorre nos duplets CpT, CpA e também em CpT e CpG.

Para atestar a eficiéncia da conversdo com bissulfito de sddio, apesar de a
taxa de conversdo quimica de todas as citosinas ser estimada em uma ordem de
99.5%-99,7% (Grunau et al., 2001; Clark and Frommer, 1995), as mesmas amostras de

DNAs das espécies do subgrupo willistoni foram submetidas a PCR com primers do
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gene de B-actina. Este gene foi escolhido como controle da conversdo porque estd
descrito previaomente como ndo metilado em diferentes organismos tais como
Psammechinus miliaris e Branchiostoma Ilanceolatum (Tweedie et al, 1997)
Exclusivamente nas amostras de DNA tfratadas com bissulfito de sédio ndo houve
amplificacdo do gene, indicando que houve conversdo das citosinas ndo metiladas

e isto nGdo permitiu o anelamento dos primers para amplificacdo (Figuras 7).

A andlise da presenca do gene dDnmt2 nas espécies do subgrupo willistoni
(D. willistoni, D. paulistorum, D. equinoxialis, D. insularis e D. fropicalis) por PCR,
demonstrou que, apesar do fragmento amplificado apresentar o tamanho
esperado (891pb), a quantidade final de produto € menor do que nas espécies
utilizadas como conftrole positivo (D. melanogaster, D. virilis e D. hydei) (figura 8). Os
resultados sugerem que, mesmo sendo o gene dDnmt2 altamente conservado entre
dipteros, nas espécies do subgrupo willistoni parece haver uma menor identidade na
seqUéncia de nucleotideos que codifica o motivo catalitico da enzima, em relacdo

as espécies utilizadas como controle.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que o fendmeno de
metilacdo diferencial do DNA em D. willistoni descrito por Garcia et al. (2007), ocorre
também em outras espécies proximamente relacionadas a ela. Através de técnica

de MSRE combinada com Southern blot e seqUenciamento bissulfito, foi possivel
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levantar algumas questdes importantes relacionadas a diversidade na forma como

o fendbmeno de metilacdo do DNA pode ocorrer, mesmo em espécies proximas.

Nossos resultados estGo de acordo com frabalhos anteriores, nos quais foi
verificado que no genoma de espécies do género Drosophila a metilacdo ocorre
preferencialmetre em sitios CpT e CpA (Lyko et al., 2000; Kunert et al., 2003 e Garcia
et al., 2007). Entretanto, também encontramos metilacdo em sitios CpC e CpG no
gene 28S, coincidindo com os resultados de Garcia et al. (2007) que, afravés de
andlise com as enzimas de restricdo Haelll (5’GGICC3’), e os isoesquizdmeros Mspl
(5'CYCGG3’) e Hpall (5'C{CGG3’) detectaram que estes duplets também estariam

metilados no DNA ribossomal de D. willistoni.

Embora nossos resultados tenham demonstrado que o fendmeno de
metilacdo diferencial esteja presente em espécies muito relacionadas tais como as
do subgrupo willistoni, ele apresenta um grau de variacdo considerdvel que vai
desde uma similaridade total com D. willistoni, no caso de D. tropicalis (referindo-se
aqui ao padrdo de bandas observadas através de Southern Blot) até uma auséncia
de diferencas no padrdo sexo-especifico, como observado em D. paulistorum

(figura 4).

Cabe chamar atencdo para dois detalhes importantes: (a) o fato de que, ao
observar os padréoes de clivagem obtidos com a enzima Alul em D. paulistorum,
estes se assemelham aos padroes de D. willistoni (figura TA e 1B). Entretanto, os
resultados obtidos em Southern blot demonstram que as diferencas observadas

entre machos e fémeas ndo estdo relacionadas aos genes ribossomais. (b) O
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padrdo de clivagem observado em D. insularis para a enzima Alul semelhante entre
machos e fémeas (figura 1TA) num primeiro momento parece indicar que ndo
ocorrem diferencas sexo-especificas. Porém, as andlises através de Southern blot
demonstraram que o padrdo de bandas sexo-especifico estd em fragmentos
menores (~1,2kb) do rDNA (figura 4) ndo detectadas em gel de agarose. Através
destes resultados, nds demonstramos que o processo de metilacdo do rDNA pode
ser um marcador promissor para distinguir espécies infimamente relacionadas

pertencentes ao subgrupo willistoni.

Estudos j& realizados investigando as relagcdes filogenéticas do subgrupo
criptico willistoni ndo sdo de todo conclusivos, porém alguns trabalhos como os de
Ayala et al. (1974) e O'Grady & Kidwell (2002) descrevem D. willistoni e D. tropicalis
como as espécies mais proximas dentro do subgrupo willistoni. O estudo de O'Grady
& Kidwell (2002), inclusive, além de utilizar os genes Adh (alcohol dehydrogenase) e
COIll (cytochrome oxidase Il) para a construcdo da filogenia, utilizou o gene 28S.
Corroborando essa idéia, em nossos resulfados, por exemplo, os padrdes de
clivagem de D. tropicalis se assemelham aqueles demonstrados por Garcia et al.

(2007) para a enzima Alu | em D. willistoni.

Dessa forma, os padroes de clivagem distintos nas diferentes espécies do
subgrupo criptico willistoni  (grupo willistoni) surgem como mais um marcador
molecular capaz de distinguir espécies praticamente idénticas morfologicamente.
Esta metodologia pode ser aplicdvel principalmente para diferenciar as espécies D.

willistoni e D. paulistorum que possuem as distribuicoes mais amplas denfre as

48



espécies do subgrupo, além de ocorrerem em simpatria. Convém observar que as
espécies do grupo willistoni apresentam um alto grau de variabilidade genética,
comprovada através de um amplo polimorfismo cromossémico e enzimdtico (Da
Cunha et al., 1950; Valente & Morales, 1985; Ayala e Powell, 1972; Valente & Araujo,
1986; Valente et al., 1993; Valiati & Valente, 1997) e em nossos resultados
encontramos evidéncias de que esta variabiidade também ocorre em nivel

epigenético.

E interessante destacar que mesmo as espécies que ndo apresentam
metilacdo diferencial entre sexos para o gene 28S, tem esta regido do genoma
metiladas, como comprovado através do seqUenciamento e PCR bissulfito para as
espécies D. melanogaster e D. paulistorum. Este fendmeno provavelmente estd
relacionado ao fato de que rDNA & foi descrito como metilado em diferentes
organismos, sendo a metilacdo responsdvel pela regulacdo da expressdo deste
grupo de genes. A metilacdo parcial em genes de rDNA ocorre em diversos
organismos tais como peixes e anfibios (Tweedie et al., 1997), ratos (Santoro &
Grummt, 2005), no protozodrio parasita Entamoeba histolytica (Fisher et al., 2003) e
em humanos, onde alguns estados aberrantes da metilacdo em genes ribossomais
podem estar associados ao céncer (Ghoshal ef al., 2004). O estado ativo ou
sienciado dos genes de rDNA é determinado pelo padrdo de metilacdo e

modificacdo especifica das histonas a ele associadas (Santoro & Grummt, 2005).

De uma forma geral, nosso trabalho aponta para uma ampla conservacdo

da presenca do processo de metilacdo do DNA em diferentes espécies de
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Drosophila. A amplificacdo do gene dDnmt2 nas espécies do subgrupo willistoni
confirma que todas as espécies analisadas possuem uma conservacdo na regido
catalitica do gene como previamente descrito por Marhold et al. (2004). Estes
autores testaram o DNA gendmico de vdrias espécies de Drosophila para a
presenca de metilacdo do DNA a partir de amostras de DNA genémico de embrides
das espécies D. melanogaster, D. simulans, D. pseudoobscura, D. hydei e D. virilis,
sugerindo uma conservacdo geral da metilacdo do DNA em drosofilideos. Além
disso, a identidade de uma seqUéncia homdloga ao gene dDnmt2 j& foi
identificada em D. willistoni por Garcia et al. (2007), através de busca in silico na

seqUéncia do genoma desta espécie.

Apesar de enconfrarmos uma conservacdo em parte do gene responsdvel
pela metilacdo em Drosophila, ndo € possivel assumir que a funcdo da metilacdo no
genoma das diferentes espécies possa ser equivalente, mesmo em espécies
proximamente relacionadas tais como D. willistoni e D. paulistorum, tendo em vista
gue esta Ultima ndo apresenta metilacdo sexo-especifica. Um fator importante que
corrobora esta idéia sdo os resultados descritos por Garcia et al. (2007) que, ao
comparar as seqUéncias das proteinas Dnmt2 de D. melanogaster e D. willistoni,
verificou que existem variacdes no dominio responsavel pelo reconhecimento da

seqUéncia a ser metilada.

Por tudo isso, a idéia de que a histéria evolutiva das espécies do subgrupo
willistoni pode ser um fator determinante para o surgimento da metilacdo diferencial

entre sexos, que pdde ser observado em quatro das cinco espécies examinadas
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para este fendbmeno, deve ser considerada. Podemos aqui retomar os trabalhos que
descrevem alguns fatores ambientais como promotores de modificacoes
epigenéticas (Waterland & Jirtle, 2003; Guerrero-Bosagna et al., 2005; Dolinoy et al.,
2006). Além disso, a ocorréncia e fixacdo de tais modificacdes em uma linhagem
podem acontecer em uma escala de tempo menor do que agquela determinada
para mutacdoes randdmicas e selecdo de seqUéncias de nucleotideos (revisdo em
Jablonka, 2004). As espécies do grupo willistoni de Drosophila (subgrupos willistoni e
bocainensis) evoluiram em regides neotropicais da América do Sul, que consiste um
ambiente totalmente diferenciado, quando comparado aos locais de origem dos
demais grupos de espécies j& analisados. E isto poderia ter favorecido o surgimento
desta modificacdo epigenética em uma linhagem ancestral. As espécies
pertencentes ao subgrupo bocainensis sdo mais basais que as do subgrupo willistoni
de acordo com as filogenias consenso descritas (O'Grady & Kidwell, 2002, Ayala et
al., 1974, Gleason et al., 1998). A auséncia da metilacdo diferencial entre sexos em

bocainensis poderia ser explicada, entdo, pelo tempo de surgimento do fendmeno.

Embora altamente conservada desde leveduras e fungos até plantas e
vertebrados, a metilacdo do DNA em insetos permanece enigmdatica. Existem
evidéncias de seqUéncias metiladas em sitios CpG para muitas espécies de insetos
(Field, 2000; Field et al., 2004), mas nenhuma metiliransferase exclusiva de

invertebrados foi descrita até agora.

Wang et al. (2006) identificaram genes relacionados a Dnmtl e Dnmt3 de

vertebrados no genoma de Apis mellifera, sugerindo sistemas de metilacdo
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semelhantes ao de vertebrados que ocorreriom amplamente em insetos. Entretanto,
como em Drosophila esse modelo geral seguido pela maioria dos insetos ndo é
conservado, existem muitos aspectos evolutivos a serem explorados sobre a
regulacdo do genoma por modificagcdes epigenéticas, incluindo a aparente perda
da metilacdo simétrica preferencial em sitios CpG nas espécies de Drosophila até

agora estudadas.

Algumas diferencas importantes ocorrem na metilacdo de A. mellifera em
relacdo ao sistema dos vertebrados. Um deles € que a metilacdo deste inseto estd
predominantemente limitada a regides codificantes de genes (Wang et al., 2006).
Os dados obtidos para A. mellifera corroboram frabalhos anteriores como o de
Salzberg et al. (2004), por exemplo, que j& haviam identificado genes metilados de
Drosophila predominantemente dentro de porcdes codificantes (como nds também
constatamos para o gene 28S de D. melanogaster e das espécies do subgrupo
willistoni). Logo, ndo h& como relacionar a funcdo da metilacdo em insetos com

aqguela atribuida a vertebrados, onde o fendmeno vem sendo bastante estudado.

Segundo Simmen (1999), a meftilacdo dentro de genes pode ser
positivamente correlacionada com a transcricdo, podendo prevenir a ocorréncia
de transcritos iniciados erroneamente através do silenciamento de promotores
ilegitimos. Além disso, a presenca de metilacdo em insetos poderia ser essencial
para direcionar o inicio da transcricdo em promotores verdadeiros a fim de garantir

a expressdo de genes suscetiveis a interferéncia transcricional (Mandrioli, 2004).
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De uma forma geral, o presente trabalho veio contribuir para consolidar a
idéia de que a metilacdo em insetos ocorre preferencialmente em regides
codificantes de genes. Mas é importante considerar que os dados obtidos aqui
apontam também para a ocorréncia de uma grande variacdo funcional da
metilacdo em insetos, tendo em vista que genes ribossomais modificados
epigeneticamente podem estar relacionados a outro fipo de funcdo da metilacdo
nos genomas até agora ndo identificada. Para uma completa compreensdo deste
fendbmeno, torna-se, portanto necessdrio, observar a questdo ndo somente pelo
dangulo funcional, mas também explorar aspectos evolutivos particulares de cada

espécie que podem influenciar fortemente nessa grande diversidade.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Espécies utilizadas no estudo

Buscando encontrar indicacdes das possiveis causas de diferencas nos
padroes de mefilacdo entre espécies do mesmo género e visando testar a hipotese
de que o ambiente pode ser determinante para este padrdo distinto encontrado
nas diferentes espécies do género Drosophila, analisamos as espécies contfidas na
Tabela 1. Trata-se de espécies do subgénero Sophophora, (ao qual pertence D.
willistoni), mas de clados distintos — grupos de origem Holdrtica, Afrotropical e
Neotropical — que apresentam diferentes historias evolutivas e exploram ambientes

divergentes, conforme indicado na tabela 1.
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Isolamento do DNA gendémico e Andlises com a técnica MSRE (Methylation-

Sensitive Restriction Endonuclease)

As linhagens das espécies utilizadas no trabalho foram mantidas em meios de
cultura (Marques et al., 1966 e Burdick, 1954), em c&dmaras a 17°C + 1°C, com 60% de
Umidade Relativa. O DNA gendmico de machos e fémeas adultos foi extraido de
acordo com os métodos de Sassi et al. (2005) e Lodhi et al. (1994). As endonucleases
de restricdo sensiveis e ndo sensiveis a metilacdo utilizadas estdo indicadas na
Tabela 2. A digestdo foi feita de acordo com as instrucdes dos fabricantes. A
quantidade de DNA usada em cada procedimento foi de aproximadamente 10 ug.
Todas as amostras foram fracionadas em géis de agarose 1% corados com brometo
de etidio. Os marcadores de peso moleculares utilizados foram 1 kb Plus DNA ladder

(Invitrogen®).

Andlises por Southern blot

A sonda utilizada nos experimentos foi o plasmideo pDm 238 (Tautz et al.,
1988) que contém uma unidade completa do DNA ribossomal de D. melanogaster
(12 kb), incluindo os genes 28S, 18S, 5.8S e 25, além das regides espacadoras ITS, IGS,
ETS (GenBank M21017 and M29800). A sonda foi marcada pelo método random
primer utilizando o kit Gene Images® (GE Healthcare). O DNA das amostras foi
fracionado em gel de agarose 0,8%, transferido para uma membrana Hybond N+
(GE Healthcare) e hibridado de acordo com o protocolo do fabricante a 60°C. A

membrana foi lavada duas vezes a 60°C, primeiramente com SSC 1X e SDS 0,1% e
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apo6s com SSC 0,5X e SDS 1%, sob agitagcdo por 15 min em ambos os casos. Para a

deteccdo foi utilizado o método do kit CPDStar® (GE Healthcare).

Sequenciamento e PCR Bissulfito de um fragmento do gene 28S

Cinco ng de DNA das espécies que apresentaram metilagcdo diferencial
foram fratadas com Bissulfifo de Sédio (NaHSOz). O DNA foi extraido conforme os
protocolos de Sassi et al. (2005) e Lodhi et al (1994) e a seguir as amostras foram
tratadas conforme protocolo adaptado disponivel na URL http://www.protocol-
online.org/prot/Detailed/3160.html). O par de primers ufilizado para amplificar um
fragmento do gene 28S apds o fratamento com bissulfito de sddio foi F: 5° ATA GGG
GGG AAA GAG CAATCG 3' e R: 5" GAC TTC CCT TAC CTA CATTA 3" que anelam
na regido interna do gene, amplificam exclusivamente seqUéncias metiladas e
geram um fragmento de aproximadamente 1,1Kb. As condicdes de reacdo foram:
455 a 94°C, 45s a 53°C e Tmin a 72°C para um total de 30 ciclos. Amostras de DNA
ndo tratados com bissulfito de sédio também foram submetidas & amplificacdo com
este mesmo par de primers como confrole. Os produtos de PCR bissulfifo e das
amostras controles foram diretfamente purificados por incubacdo a 37°C por 30 min
com exonuclease | e shrimp alkaline phosphatase (SAP) seguida por uma inativacdo
de 15 min a 80°C. Posteriormente foram submetidos a seqUenciamento automdatico
(MegaBACE 500) e os alinhamentos multiplos das seqUéncias foram feitos com o
programa Clustal W (Thompson et al., 1994). A andlise dos cromatogramas foi feita

através do programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html).
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Como controle para eficiéncia da conversdo foi utilizado um par de primers que
amplifica um fragmento de 733 pb da posicdo nucleotidica 1262 a 2005 do gene de
B-actina de D. melanogaster: F: 5'-AAT CAC CAT CGG CAA CGA G-3' e R: 5'-AAG

CACTIG CGG TGG ACG AT-3' (GenBank M18829).

Deteccdo do gene da dDnmt2 através de PCR

O par de primers para dDnmt2 e as condicdes da reacdo utilizadas sdo
descritos por Marhold et al. (2004). Na espécie D. willistoni a seqUéncia completa do
gene dDnmt2 j& foi caracterizada por Garcia et al. (2007) (seqUéncia disponivel-
http://www.ufsm.br/labdros/links/segswill.fasta) e os primers descritos por Marhold et
al. (2004) anelam na regido do gene que codifica a isoforma B da enzima dDnmt2,
promovendo amplificacdo de um fragmento que se extende das posicoes dos
nucleotideos 1907 a 2888. As espécies analisadas foram as do subgrupo willistoni: D.
willistoni (Itaqui, RS, Brasil), D. paulistorum (Andino-Brasileira, R. Preto, SP, Brasil), D.
equinoxialis (C. México, México), D. fropicalis (San Salvador, El Salvador) e D. insularis
(Saint Kitts, Caribe). Como controle positivo, foram utilizadas as mesmas espécies de

Marhold et al., 2004: D. melanogaster, D. hydei e D. virilis.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Tabela 1. Espécies do subgénero Sophophora de Drosophila que foram analisadas
neste estudo (de acordo com Ashburner, 1989).

Tabela 2. Endonucleases de restricdo utilizadas na digestdo do DNA gendmico.

Fig. 1 Padroes de clivagem obtidos apds digestdo do DNA gendmico total de
machos (3) e fémeas (?) adultos de (a) D. willistoni, D. insularis, D equinoxialis; (b) D.
fropicalis, D. paulistorum, D melanogaster com as enzimas Alul, Haelll e Rsal.

Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder Invifrogen®.

Fig. 2. Andlise por Southern blot do DNA gendmico de machos (3) e fémeas (?)
adultos de: (a) D. sturtevanti e D. neoelliptica; (b) D. melanogaster € D. sechellia e
(c) D. pseudooscura e D. subobscura digeridos com Alul e Taqgl e hibridados com a

sonda pDm238. Marcador de peso molecular Tkb Plus DNA Ladder Invitrogen®.

Fig. 3 Andlise por Southern blot do DNA gendmico de machos (3) e fémeas (?)
adultos de D. nebulosa, D. capricorni € D. fumipennis digeridos com Alul e Tagl e
hibridados com a sonda pDm238. Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder

Invitrogen®.

Fig. 4 Andlise por Southern blot do DNA gendmico de machos (3) e fémeas (?)
adultos de D. tropicalis, D. insularis, D. equinoxialis e D. paulistorum digeridos com
Alul e Tagl com a sonda pDm238. Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder

Invitrogen®.
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Fig. 5 Fragmentos obtidos por PCR bissulfito com primers para o gene 28S de rDNA a
partir do DNA gendmico total de machos (3) e fémeas (?) adultos das espécies: (a)
D. equinoxialis, D. insularis e D. willistoni; (b) D. paulistorum, D. fropicalis e D.
melanogaster. As amostras tratadas com bissulfito de sddio estdo identificadas com

a letra B. Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder Invitrogen®.

Fig. 6 Andlise por sequencimento bissulfito de sédio do gene 28S na espécie D.
paulistorum (DNA genémico de fémeas adultas). (a). Produto de PCR obtido a partir
de DNA gendmico ndo fratado e (b). Produto obtfido a partir de DNA gendmico
tratado com bissulfito de sédio. Os residuos de citosinas metilados sdo resistentes ao

tratamento bissulfito (assinaladas por asterisco).

Fig. 7 Fragmentos obtidos por PCR bissulfito com primers para o gene 3-actina partir
do DNA gendmico total de machos (3) e fémeas (@) adultos das espécies: (a) D.
insularis e D. willistoni ; (b) D. fropicalis, D. paulistorum, D. equinoxialis e D.
melanogaster. As amostras tratadas com bissulfito de sédio estdo identificadas com

a letra B. Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder Invitrogen®.

Fig. 8 Padrées de amplificacdo obtidos por PCR a partir do primer para a regido
catalitica do genedDnmt2 nas espécies D. willistoni, D. paulistorum, D. equinoxialis, D.
insularis e D. tropicalis. As espécies D. virilis, D. melanogaster e D. hydei foram
utilizadas como controle. Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder

Invitrogen®.
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Tabela 1

GRUPO ; . A
. SUBGRUPO ESPECIE PROCEDENCIA HABITAT
(origem)
willistont willistoni D. willistoni ltaqui, Rio Grande do Sul, Mata e cidade
(Neoftropical) .
Brasil
D. paulistorum Ribeirdo Preto, SGo Paulo, Mata e cidade
Brasil
D. equinoxialis Cidade do México, Restrita a mata
México
D. tropicalis San Salvador, Restrita a mata
El Salvador
D. insularis Saint Kitts, Endémica (insular)
Caribe
bocainensis D. capricorni Florianépolis, Santa Restrita a mata
Catarina, Brasil
D. fumipennis Arima Valley, Mata
Trinidad & Tobago
D. nebulosa Sinaloq, Mata e formacdo
P aberta
Mexico
salfan.s sturtevanti D. sturtevanti Flor|onopo!|s, Mata e cidade
(Neotropical) Santa Catarina,
Brasil
L . Joinville, .
elliptica D. neoeliptica santa Cataring, Restrita a mata
Brasil
melanog gsfer melanogaster  D. melanogaster Zarate, Cosmopolita
(Afrotropical) X
Argentina
D. sechellia llhas Seychelles Endémica (insular)
ﬁbls,‘?;{"’ obscura D. pseudobscura Mesa Verde, Mata
(Holarfico) Colorado,USA

(Nedrtica)

D. subobscura

(Paledrtica)

La Florida,
Santiago,
Chile

Mata e cidade
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Tabela 2

Endonucleases de Restricdo

Haelll (5’GG{CC3’) Rsal (5'GTLAC3’)
Alul (5'AGLCT3) Tagl (5 TVCGA3’)

*A letra C em negrito mostra que ndo ha clivagem neste sitio, quando

ele estiver metilado.
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Capitulo Il

DISCUSSAO GERAL CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A epigenética tem se tornado um campo importante de pesquisa tanto na
identificacdo das causas de algumas doencas (Paz et al, 2003; Ehrlich et al., 2006)
como referente a questdes evolutivas (revisGdo em Jablonka, 2004). A abordagem de
temas ligados as modificacdes epigenéticas dos genomas é relativamente recente

e abriu um amplo campo de pesquisa.

A retomada das idéias Lamarckistas de que os caracteres adquiridos
poderiam ser herddveis suscitou uma rediscussdo a respeito dos agentes causadores
de variabilidade nas populacdes, pois esta pode se dar ndo sé em nivel genético,
como também em nivel epigenético. Jablonka e Lamb (1995), descrevem que os
Sistemas de Heranca Epigenética podem responder mais rapidamente as
mudancas ambientais em ciclos intermedidrios possibilitando alteracdes evolutivas
mais répidas do que as mutacodes aleatdrias e da selecdo de variacdo de

seqUéncia (revisdo em Griesemer, 1998).

Nosso trabalho tem a intencdo de contribuir com argumentos para essa
discuss@o de quanto o ambiente pode influenciar o surgimento de caracteristicas
diferenciadas para determinadas espécies. Demonstramos atfravés de diferentes

técnicas que vém sendo amplamente empregadas para a andlise de metilacdo do
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DNA que o subgrupo willistoni de Drosophila, além de apresentar uma grande

variabilidade genética, denota variabilidade tfambém em nivel epigenético.

Isso ficou demonstrado porque, apesar de quatros das cinco espécies
estudadas do subgrupo apresentarem metilacdo sexo-especifica dos genes
ribossomais, cada uma exibe um perfil préprio, com excecdo da espécie D.
fropicalis, que tem um padrdo similar ao de D. willistoni para a enzima Alu |. Se
pensarmos entdo nos ambientes Nos quais essas espécies evoluiram comparando-as
com as demais aqui estudadas (o grupo saltans originou-se na regido tropical da
América do Norte, o grupo obscura evoluiu nos tropicos do Velho Mundo e o grupo
melanogaster em ambientes temperados) poderiamos tentar estabelecer possiveis
correlacdes com a ocorréncia da modificacdo epigenética que descrevemos, pois
diversos estudos tém apontado que fatores ambientais relacionados a dieta, por
exemplo, podem efetivamente provocar alteracdes que sdo passadas para a
progénie e fixadas nas populacdes (Waterland & Jirtle, 2003; Guerrero-Bosagna et

al., 2005; Dolinoy et al., 2006).

Nossa intencdo com o presente estudo é abrir novas possibilidades de
pesquisas que venham dar suporte a essa idéia inicialmente lancada por nds, uma
vez que as espécies do subgrupo willistoni de Drosophila apresentaram uma
particularidade que pode constituir uma nova ferramenta para detectar o quanto o

ambiente pode determinar a variabilidade epigenética entre as espécies.

Outro exemplo, além dos j& citados anteriormente com camundongos

(Waterland & lJirtle, 2003; Dolinoy et al., 2006) € o que ocorreu durante a Segunda
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Guerra Mundial, no inverno de 1944-1945, quando houve um periodo de severa
fome na Holanda. Como esperado, os recém-nascidos das mulheres que estavam
grdvidas neste periodo nasceram com um peso em média 300g abaixo do normal.
Quando estas criancas cresceram e por sua vez se reproduziram, seus bebés
apresentaram peso ao nascimento menor do que a média, apesar de uma dieta
perfeitamente adequada. Em outras palavras, a subnutricdo das mulheres na guerra
afefou ndo apenas a salde de seus filhos, mas também de seus netos

(www.dutchfamine.nl).

A base para a estruturacdo do nosso projeto foram os achados de Garcia et
al. (2007). Nossos resultados do seqUenciamento bissulfito confirmaram as hipoteses
de que a metilacdo em Drosophila ocorre ndo em duplets CpT e CpA, mas também
em duplets CpC e CpG, o que jd havia sido demonstrado para D. willistoni através
da técnica de MSRE associada com Southern blot por Garcia et al. (2007). Também
foi demonstrado que o gene 28S estd metilado em todas as espécies analisadas,
mas Ndo necessariamente apresentando padroes sexo-especificos, que é o que
ocorre com D. paulistorum e D. melanogaster. Estes achados abrem a perspectiva
de ampliar a investigacdo em outras espécies, tendo em vista que somente para o

subgénero Sophophora existem 331 descritas.

Além dessa abordagem, outro estudo que poderia ser feito & sobre a
conservacdo do gene dnmt2 em outras espécies do género Drosophila a partir do
alinhamento e andlise das seqUéncias com as ja disponibilizadas no Genbank

através de busca in silico ou mesmo andlise por PCR nas espécies que ainda ndo

76



tem seqUéncias disponiveis. Esta pesquisa pode ampliar o conhecimento a respeito
da metilacdo do DNA no género Drosophila, tendo em vista que Garcia et al. (2007)
encontrou conservacdo na porcdo catalitica da enzima, mas uma variabilidade na

porcdo responsavel pelo reconhecimento da seqUéncia a ser metilada.

Outra perspectiva interessante e que pode dar mais consisténcia para as
discussdes em nivel evolutivo a respeito do subgrupo willistoni, seria comparar nas
demais espécies se os padroes de metilacdo diferencial variom ao longo do
desenvolvimento tal como ocorre em D. willistoni. Nesta espécie as seqUéncias
metiladas do genoma tém padroes diferenciados em génadas, embrides, larvas e
adultos. Isso poderia dar suporte para analisar em que niveis ocorrem conservagcdo

ou variacdo.

Finalmente, é possivel vislumbrar que pesquisas relacionadas a Epigenética
poderdo possibilitar a compreensdo de inUmeros fendmenos ndo s6 em nivel de
regulacdo de expressdo génica como também em nivel evolutivo. Nossos dados
confirmam a hipdtese que tem sido freqUentemente levantada por diversos autores
de que o fendbmeno da metilacdo € amplamente distribuido nos insetos e outros
invertebrados, mas com fungdes varidveis e bastante distintas quando comparadas

com verftebrados.
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