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RESUMO

Droosphila willistoni € uma espécie pertencente ao subgénero
Sophophora com origem e distribuicAo Neotropical. Esta espécie € um
intrigante modelo biologico para diferentes pesquisas em genética evolutiva e
de populacdes, evolucdo molecular e ecologia. Sua caracteristica mais
proeminente é a elevada ocorréncia de polimorfismo cromossémico para
inversdes paracéntricas segregantes, sendo considerada por muitos
especialistas como a espécie mais polimérfica do género Drosophila. O
genoma da linhagem Gd-H4-1 de Drosophila willistoni, oriunda da llha
Guadalupe (Caribe), foi sequenciado no Consércio Drosophila 12 Genomes
(2007). Nosso grupo de pesquisa do Laboratorio de Drosophila da UFRGS é
referéncia mundial no estudo da caracterizacdo do polimorfismo cromossémico
de Drosophila willistoni. A disponibilizacdo do genoma desta espécie trouxe
novos desafios e motivacbes para as andlises envolvendo este organismo-

modelo tdo peculiar, especificamente no que concerne a génese de suas

inversdes cromossodmicas.

O presente estudo visa delimitar, pela primeira vez, os pontos de quebra
da inversédo lIL-H do cromossomo Il de Drosophila willistoni, na linhagem
sequenciada Gd-H4-1, e na linhagem SG12.00 coletada no Uruguai e
portadora da inversao lIL-H fixada. Esta delimitacdo € o primeiro passo para a
subsequente caracterizagdo molecular desta regido, a fim de tentar inferir o
possivel mecanismo que originou esta inversao e as consequéncias genémicas

que esta possa acarretar.

A primeira analise comparou o padrao cromossomico do braco IIL entre
a linhagem sequenciada Gd-H4-1 e o fotomapa de Drosophila willistoni,
mostrando que o braco IIL da linhagem sequenciada apresenta os arranjos IlL-
A e lIL-F fixados que o diferencia do arranjo do fotomapa. Dada a devida
caracterizacdo cromossOmica da linhagem sequenciada, estabeleceu-se que
esta seria 0 padrdo para a analise dos pontos de quebra das inversdes em

Drosophila willistoni (Capitulo Ill, Tépico Ill.1).
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Para o estudo dos pontos de quebra da inversao lIL-H faz-se necessaria
a comparacdo destas regibes gendmicas, entre a linhagem sequenciada
padrdo e outra linhagem de Drosophila willistoni que possua a inverséo IIL-H
fixada. Sendo assim, escolheu-se a linhagem SG12.00, a qual tinha seu padrao
cromossOmico caracterizado. Ja o estabelecimento das diferencas do padréo
cromossOmico no braco IIL entre as duas linhagens foi obtido por cruzamentos
reciprocos entre estas, mostrando que o braco IIL da linhagem SG12.00 difere
do arranjo cromossoémico da Gd-H4-1 pela ocorréncia dos arranjos IIL-A, IIL-F
e lIL-H fixados (Capitulo Ill, Tépico 111.2).

As andlises acerca da montagem dos scaffolds do genoma do
cromossomo Il de Drosophila willistoni foram feitas a partir do estabelecimento
de 18 sondas mapeadas fisicamente neste cromossomo da linhagem Gd-H4-1,
por hibridacéo in situ ndo fluorescente. Adicionalmente, quatro sondas foram
estabelecidas, uma para o braco cromossémico XL, uma para 0 cromossomo
lll, e duas para o braco cromossémico XR. Os resultados obtidos mudam a
tradicional inferéncia dos Elementos de Muller respectivos aos bracos IIL e IIR
do cromossomo Il de Drosophia willistoni, bem como mostram que a orientacéo
dos scaffolds do braco cromossémico IIR estava invertida (Capitulo Ill, Topico
[11.3 e Capitulo V).

Para a delimitacdo dos genes flanqueadores dos pontos de quebra distal
e proximal da inversdo IIL-H de Drosophila willistoni foram executadas
diferentes etapas de planejamento e estabelecimento de sondas génicas e
intergénicas mapeadas fisicamente por hibridacdo in situ ndo fluorescente,
juntamente com a tentativa de delimitacdo dos pontos de quebra pela técnica
da PCR. O ponto de quebra distal da inverséo IIL-H se encontra entre os genes
Dwi\GK21048 e Dwi\GK21115. Ja a delimitacdo do ponto de quebra proximal
da inverséo IIL-H foi mais laboriosa e complexa, mostrando que este ponto esta
envolvido com o reuso de uma sequéncia de aproximadamente 1.212 pb pelo
ponto de quebra distal da inversédo IIL-F, bem como a ocorréncia da duplicagéo

desta mesma sequéncia (Capitulo Ill, Tépico I1.4).
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ABSTRACT

Drosophila willistoni is a Neotropical species member of the Sophophora
subgenus. This species is an interesting model organism for several
researchers on evolutionary biology, population genetics, molecular evolution
and ecology. This species is mainly characterized by its huge chromosomal
polymorphism of paracentric segregating inversions, being considered by
several experts as the most polymorphic Drosophila species. The genome of
the Gd-H4-1 strain of Drosophila willistoni, collected in the Caribbean
Guadaloupe Island, was sequenced by the Drosophila 12 Genomes Consortium
(2007). Our research group at Drosophila Laboratory of the UFRGS, member of
such Consortium, is worldwide recognized in the study of the chromosomal
polymorphism of Drosophila willistoni. The availability of the Drosophila willistoni
fully sequenced genome created new challenges and incentived the study of
this special model organism, mainly respect to the genesis of its chromosomal

inversions.

For the first time, the present Thesis aimed to characterize detect and
delineate the breakpoints of a chromosomal inversion in Drosophila willistoni -
the I1IL-H inversion in the Gd-H4-1 and in the Uruguayan SG12.00, a
homozygous strain for the IIL-H inversion. This is the first step, for a further
molecular characterization of this region, in order to reveal the possible
mechanism that generated that inversion and the genomic consequences of this

event.

The first analysis here performed, compared the chromosomal banding
pattern of the IIL arm with that of the sequenced Gd-H4-1 and those of the
photomap of Drosophila willistoni, showing that IIL of the sequenced strain
presents the IIL-A and IIL-F in homozygosis. Such characteristic differentiate
Gd-H4-1 of the assumed standard arrangement. Considering the
characterization of the sequenced strain, it was established that it should be
considered as standard for the analysis of the breakpoints of the Drosophila

willistoni inversions (Chapter Ill, Topic Ill.1).
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To determine the breakpoints of the IIL-H inversion, it was necessary to
compare such regions with those of other strain of Drosophila willistoni, with the
[IL-H inversion fixed in homozygosis, the Uruguayan strain SG12.00. The
establishment of the precise difference between the chromosomal
arrangements of the IIL arm of both strains was obtained through reciprocal
crossings between them. It was observed that the IIL arm in the SG12.00 strain
differ of that of the Gd-H4-1 strain, by the occurrence of the IIL-A, IIL-F e IIL-H
fixed arrangements (Chapter 1ll, Topic IIl.2).

Analyses of the scaffolds assemblage of the chromosome Il of
Drosophila willistoni were performed through the use of 18 probes mapped by
non-fluorescent in situ hybridization in the chromosomes of the Gd-H4-1 strain.
Additionally, four other probes were hybridized, one in the XL chromosomal
arm, one in the third chromosome and two in the XR arm. The results obtained
in this study changed the traditional inference of the genic content of Muller
Elements for the IIL and IIR chromosomal arms of Drosophia willistoni, and
demonstrated that the orientation of the scaffolds of the chromosomal arm IIR

was inverted (Chapter Ill, Topic 111.3).

To determine the genes flanking the distal and proximal breakpoints of
the IIL-H inversion of Drosophila willistoni we followed several methodological
steps. The first was the planning and the choice of probes of genic and
intergenic sequences, and their physical mapping by non-fluorescent in situ
hybridization and an attempt to define the breakpoints by PCR. It was found that
the distal breakpoint of the IIL-H inversion occurs between the genes
Dwi\GK21048 and Dwi\GK21115. The delimitation of the proximal breakpoint
of IIL-H was laborious and more complex, showing that this breakpoint is
involved with the reuse of a 1.212 pb sequence by the distal breakpoint of the
IIL-F invrsion, and is also involved with the duplication of this same sequence
(Chapter Ill, Topic 111.4).
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CAPITULO |

| - Introducgéo

I.1 - Rearranjos cromossdmicos estruturais no género Drosophila

Rearranjos cromossdmicos estruturais originam-se de quebras
cromossbmicas em diferentes sitios, seguidas da reconstituicao destas quebras
em uma combinacdo distinta. Compreendem as delecbes, duplicacdes,
inversdes e translocacdes. Estes rearranjos sdo reconhecidos quando afetam a
morfologia cromossdmica ou mudam a posicdo de certos marcadores, tais
como o centrdmero, as faixas dos cromossomos politénicos, diferentes tipos de
bandas obtidas pelas técnicas de bandeamento, entre outros; envolvendo
grandes quantidades de material genético e que sao visiveis em microscopia
Optica (Guerra, 1988) (Veja Anexo 1, pag. 194).

Altas taxas de rearranjos cromossomicos sédo notavelmente abundantes
em Drosophila (Krimbas & Powell, 1992). A analise destes no cari6tipo das

espécies deste género foi bastante favorecida devido a presenca dos

cromossomos politénicos (Painter, 1933).

Os cromossomos politénicos de Drosophila formam-se em nucleos
interfasicos e sédo os produtos finais de sucessivos ciclos de replicacdo sem a
consequente separacdo das crométides filhas, resultando em uma grande
estrutura que apresenta bandamento natural, formado pela sinapse precisa dos
cromOmeros paralelos das cromatides irmés politenizadas. Estima-se que o0s
cromossomos politénicos encontrados nas glandulas salivares sofrem 2%
eventos de replicagdo, ou seja, chegam a gerar até 1024 filamentos em cada
par cromossémico de uma célula diploide (Swift, 1962), originando assim uma
magnitude de visualizacdo impar. Tecidos e oOrgaos contendo células com

cromossomos politénicos estdo, de maneira geral, envolvidos em intensas
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funcdes secretoras realizadas durante um curto espaco de tempo, num
contexto de crescimento rapido. Outra peculiaridade dos cromossomos
politénicos interfasicos é que, como estes ndo sofrem segregacdo apos a
replicacdo, 0s cromossomos parentais permanecem unidos e pareados na
mesma conformacao visualizada somente na meiose | da maioria dos outros

organismos (Zhimulev & Koryakov, 2009).

A estrutura fisica dos cromossomos politénicos permite a andlise precisa
dos diferentes rearranjos cromossémicos em Drosophila, destacando-se as
inversdes, as quais sdo o tipo mais frequente no género (Powell, 1997). Este
rearranjo consiste na quebra simultanea em dois sitios de um cromossomo e a

reorganizagao desta regido com a ordem 180° invertida.

Em organismos diploides, as inversdes sao classificadas em dois tipos:
paracéntricas (as quais ndo envolvem o centrdbmero na sua formacao,
ocorrendo no mesmo braco cromossdémico) e pericéntricas (as quais envolvem
o centrbmero e mais de um brago cromossO6mico). Durante o pareamento dos
cromossomos homadlogos na meiose |, este rearranjo pode ser visualizado em
estado heterozigoto, quando somente um dos cromossomos parentais porta a
inversdo; neste caso formando uma alca de inversdo para o0 correto
pareamento dos cromossomos homologos; ou pode ser visualizado em estado
homozigoto, quando ambos 0s cromossomos parentais portam a inverséo.
Estas conformacdes cromossdmicas podem ser visualizadas nos cromossomos

politénicos interfasicos de Drosophila (Figura 1.1) (Hartl & Jones, 2009).

As inversdes cromossdmicas, em comparagao com 0s demais rearranjos
cromossOmicos estruturais, costumam ser mais bem suportadas pelos
organismos que as portam, uma vez que ela nao implica, teoricamente,
aumento ou reducdo do material genémico. Entretanto, uma inversdo que
ocorra dentro de um gene pode resultar em mutacdo, muitas vezes letal para o
organismo. A alteracéo da posicdo dos genes com relacdo uns aos outros e as
suas sequéncias controladoras, o que se denomina Efeito de Posicao, também
€ outra consequéncia da inversdo; podendo resultar em alteracdes na
expressao génica, e consequentemente alteragdes em nivel fenotipico (Griffiths
et al., 2008)
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Um exemplo classico de Efeito de posicdo vem dos estudos feitos com
fémeas de Drosophila melanogaster heterozigotas para o alelo que confere a

mutacao de cor de olho white (w*/w) no cromossomo X.
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Figura I.1: InversGes cromossémicas paracéntricas do bragco cromossémico IIL
de Drosophila willistoni: estado heterozigoto, com formacdo da algca de

inversao; e estado homozigoto (homo). Retirado de Rohde & Valente (2012).

A presenca de uma inversao heterozigota que leve o alelo selvagem (w")
para a proximidade do centrébmero, de tal maneira anula a expressao do alelo

selvagem e permite a expressao do alelo mutante recessivo (w) em diferentes
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niveis, resultando em prole com olhos variegados com manchas vermelhas e
brancas (Schultz, 1936; Talbert & Henikoff, 2000).

O Efeito de Posicdo também foi constatado por Puig et al. (2004),
analisando o efeito da inversao 2j, do cromossomo 2 de Drosophila buzzatii, no
gene CG13617. Este gene se encontra muito proximo ao ponto de quebra
proximal desta inversdo, e os embrides de linhagens homozigotas apresentam
a expressao 5x mais baixa comparada as linhagens sem a presenca da
inversdo. Pela caracterizacdo dessa regido no genoma de D. buzzatii, e
analises dos niveis de mRNA, os autores apontaram que 0 elemento de
transposicdo (TE) denominado Kepler é responsavel por originar um RNA
antisenso, o qual se complexa ao mRNA do gene CG13617, tornando-o inativo;
exercendo assim uma regulacdo pos-transcricional do gene. O TE Kepler esta
inserido adjacente ao ponto de quebra proximal nas linhagens que portam a
inversao 2j, e ndo se encontra nessa mesma regiao do ponto de quebra nas
linhagens sem a inversdo. Os resultados deste estudo mostram que o0s
mecanismos de influéncia das inversdes nas regides adjacentes podem se
apresentar das mais variadas formas, contando inclusive com a atuacdo de

sequéncias a elas associadas.

O comportamento de uma inversdo heterozigota e as consequéncias
que ela pode acarretar difere durante a meiose e a mitose. Durante a meiose |,
conforme ja dito acima, para o0 pareamento correto dos Cromossomos
homologos ocorre a formacdo de uma alca de inversdo. A ocorréncia de
recombinacdo meiotica (crossing over) dentro de uma alga de inversdo
paracéntrica leva a formacéo de um cromossomo dicéntrico (presenca de dois
centrébmeros), e um fragmento acéntrico (auséncia do centrémero) na meiose |,
resultando em gametas com dele¢des (Figura 1.2a). Por sua vez, a ocorréncia
de recombinacdo meidtica na alca de uma inversdo pericéntrica resulta na
segregacao normal dos cromossomos durante a meiose |, uma vez que 0S
centrébmeros estédo contidos na inversao, porém, origina gametas com delecdes

e duplicacdes ao final da meiose Il (Figura I.2b) (Griffiths et al., 2008).
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Figura 1.2: Representacdo esquematica dos resultados de um Unico evento de

recombinacdo meiotica (crossing over) dentro de uma alca de inversao, ao fim

da meiose | e Il. a) paracéntrica, com um fragmento acéntrico e um

cromossomo dicéntrico na meiose I, resultando em gametas com delecdes. b)

pericéntrica, resultando em gametas com delecdes e duplicacbes. Retirado de

Griffiths et al. (2008).

Durante a mitose, a presenca de uma inversao heterozigota nao implica

maiores dificuldades para o andamento do ciclo, uma vez que cada

cromossomo se duplica, e as cromatides irmas séo direcionadas as células

filhas resultantes.



26

A alta resolucdo de analise dos cromossomos politénicos, somada ao
fato de que mais da metade das espécies de Drosophila estudadas sao
naturalmente polimorficas para inversdes (Powell, 1997), caracterizaram as
espécies desse género como organismos modelos para os estudos das
inversbes cromossOmicas. Entretanto, com base no conhecimento das
desestabilizacbes gendmicas e efeitos na producdo de gametas que as
inversdes podem originar, a alta ocorréncia de polimorfismo cromossémico n&o
€ esperada a priori nos diferentes seres vivos. O que parece levar as espécies
do género Drosophila a apresentarem tantas inversdes paracéntricas, sem um
maior efeito deletério no seu sucesso reprodutivo, € a presenca de
mecanismos de defesa, presentes em fémeas e machos deste género, contra a
producdo de gametas portadores de rearranjos cromossOmicos né&o
balanceados (Orr-Weaver, 1995; Lake & Hawley, 2012).

Em fémeas de Drosophila ocorre um mecanismo que elimina
seletivamente os gametas recombinantes. Trata-se de um evento de permuta
meiodtica nas fémeas durante a formacdo dos corpusculos polares, de forma
gue o nucleo funcional do odcito (o qual sera fecundado) contenha um
cromossomo balanceado; ou com a ordem normal, ou com a ordem invertida
(Figura 1.3) (Hinton & Lucchesi, 1960).

Em machos, o mecanismo de protecdo contra a producdo de gametas
inviaveis parece ser a supressdo da recombinacdo na espermatogénese
(Powell, 1997), conforme inferido por Morgan (1912) para machos de D.
melanogaster. Este mecanismo de defesa parece ser preponderante também
na espécie Drosophila mediopunctata, de acordo com a analise feita por
Cavasini et al. (2010). Mutacbes em genes que afetam a segregacdo dos
Cromossomos que nao tiveram permuta meiotica em fémeas de Drosophila,
nao apresentam o mesmo efeito em machos, o que sugere que a permuta nao
€ necessaria para a correta segregacdo dos cromossomos homoélogos na

meiose | dos machos deste género (Orr-Weaver, 1995).
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Figura 1.3: Eliminacdo seletiva de gametas anormais na meiose de fémeas
heterozigotas de Drosophila melanogaster. O primeiro corpusculo polar (c.p.) a
ser excluido é uma das cromatides balanceadas (ordem padrédo, ou ordem
invertida). O segundo corpusculo polar eliminado é o cromossomo dicéntrico. O
fragmento acéntrico ndo se orienta no fuso meidico e posteriormente é
degradado. O ultimo corpusculo polar a ser eliminado, o qual sera efetivamente
fecundado, apresenta também a ordem padrdo, ou a ordem invertida. Extraido
de Swanson et al. (1967).

Apesar da inferida supressédo da recombinagcdo em machos, relatos da
sua ocorréncia em nivel meidtico estdo presentes na literatura, evidenciando
algumas particularidades. Dentre estas se destaca a alta ocorréncia em
machos que apresentam o fendbmeno da disgenesia do hibrido de diferentes
espécies. Este fenbmino se caracteriza também pela presenca de altas
frequéncias de prole invidvel, mutagfes, alteragcbes cromossémicas estruturais
e distorcéo da razéo de transmissao de alelos por um dos sexos (Kidwell et al.,
1977).

Outra particularidade € a ocorréncia espontanea em machos de
espécies com alto grau de polimorfismo para inversdes paracéntricas, tais

como D. melanogaster (Henderson et al., 1978), D. ananassae (Kikkawa, 1937;



28

Goiii et al.,, 2012) e D. willistoni (Franca et al., 1968; Santos-Colares et al.,
2004).

No que concerne a D. willistoni, estudos classicos feitos por Battaglia &
Birch (1956) e Franca & Da Cunha (1968) apontaram a ocorréncia de
recombinacdo envolvendo as regides situadas entre as inversdes paracéntricas
do cromossomo Il em uma taxa de mais de 19%, e para inversdes do
cromossomo |l em uma taxa de ocorréncia de 11%. Ja Franca et al. (1968)
reportaram a ocorréncia de um evento de recombinagdo em 207 cromossomos

analisados em machos desta espécie.

O estudo de Santos-Colares et al. (2004) aponta a dificuldade de
analises envolvendo a recombinacdo em machos de D. willistoni, devido as
grandes limitacdes para obtencdo de linhagens monomérficas estaveis. Este
estudo, em uma tentativa de monitorar os efeitos da recombinacdo meiética ao
longo do tempo em machos desta espécie, analisou simultaneamente os
cromossomos politénicos e meibticos dos mesmos machos pertencentes a
duas linhagens: uma sendo hibrida entre uma populacdo do nordeste versus
uma populacdo do extremo sul do Brasil; e uma linhagem que na época havia
sido mais recentemente coletada (ano 2000) e que portava uma inversao
perincéntrica envolvendo os bracos XL e XR (Rohde et al., 1998). A populacdo
hibrida apresentou pontes anafésicas em individuos que portavam as inversées
lIL-F e IIL-D+E em heterozigose. Por sua vez, a populacdo mais recentemente
coletada apresentou a ocorréncia de bivalentes na fase dipléteno em um
individuo portando a inversdo IIL-H desta populacdo. Esses resultados
apontam provaveis eventos de recombinacdo envolvendo estas inversdes nos
machos analisados. Os resultados das analises classicas de Battaglia & Birch
(1956) e Franca & Da Cunha (1968) somados aos resultados de Santos-
Colares et al. (2004) ressaltam peculiaridades do cromossomo Il de D. willistoni
e seu provavel envolvimento em eventos de recombinacdo meidtica associada
a polimorfismos cromossdmicos em machos e fémeas. No entanto, o estudo de

recombinagdo meidtica nesta espécie permanece pouco explorado.

Apesar das excecbes, a presenca de inUmeros casos de
heterozigosidade mudltipla ocorrendo em diversas espécies de Drosophila
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embasa a grande eficiéncia destes mecanismos, e nos direcionam para 0s
aspectos evolutivos da ampla ocorréncia e da adaptabilidade conferida pelo
polimorfismo cromossdmico aos portadores de inversbes paracéntricas

encontradas no género.

I.2 — Estudos populacionais-evolutivos de inversbes cromossdmicas no

género Drosophila

O alto polimorfismo para inversbées cromossdmicas no género
Drosophila tem servido como um sistema modelo para os estudos dos
diferentes processos adaptativos, envolvidos na manutencdo da variacéo
genética. Os estudos pioneiros envolvendo a andlise de inversdes
cromossémicas em populacdes naturais das espécies Drosophila persimilis e
D. pseudoobscura vieram das inquietacdes do evolucionista Theodosius
Dobzhansky e colaboradores, hd mais de 60 anos (revisdo em Dobzhansky,
1970). Seus achados foram catalisadores para muitas das descobertas que
constituem a base da sintese evolutiva moderna (Dobzhansky, 1937; 1941;
1951), a qual mescla de maneira intrincada a teoria da evolucdo das espécies
moldada pela selecdo natural de Charles Darwin (1859), com os padrdes de
heranca mendelianos e a genética de populacdes.

A obra de Dobzhansky "Genetics and the Origin of Species" (1937 e
edicOes posteriores) foi um grande estimulo para o desenvolvimento da
experimentacdo na genética evolutiva e de populacbes (revisdo em Powell,
1997).

Os numerosos experimentos com a espécie D. pseudoobscura
realizados por Dobzhansky, e colaboradores, foram a base para a postulacéo
do modelo de coadaptacdo dos genes contidos nas inversdes (Dobzhansky,
1949). Dobzhansky estabeleceu que a reduzida recombinacdo nas inversdes
cromossOmicas nesta espécie (conforme visto, devido a diferentes mecanismos
de defesa contra a produgdo de gametas portadores de rearranjos

cromossémicos ndo balanceados) € capaz de manter combinacdes positivas
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de genes em epistasia com outros arranjos génicos existentes na populacéo.
Sendo assim, complexos de genes ligados em uma inversdo nos diferentes
tipos cromossomicos sao herdados como blocos e raramente s&o corrompidos
por recombinacdo meidtica, e a heterozigosidade seria preferivel a
homozigosidade, conforme predito pela selecdo balanceadora (revisdo em
Krimbas & Powell, 1992; Powell, 1997; Hoffmann et al., 2004). A partir dai, a
andlise e caracterizagcdo do polimorfismo cromossémico para inversdes de
populac6es naturais de outras espécies tornou-se extensivamente explorada, e
evidéncias indiretas para a associacao de inversées cromossémicas conferindo

maior adaptacao aos individuos que as portam foram reportadas.

Por mais de 40 anos Dobzhansky e colaboradores analisaram o
polimorfismo cromossdmico de D. pseudoobscura e suas variacbes em
resposta as mudancas sazonais, anuais e geograficas. Esta espécie apresenta
ampla distribuicdo geogréafica na América do Norte, estando presente desde o
Canadéa ocidental, os Estados Unidos e parte da América Central, com a
presenca de uma subespécie na Colémbia (D. pseudoobscura Bogotana). Os
arranjos ST, AR, CH e TL, ocorrentes no cromossomo 3 desta espécie sao
amplamente monitorados e tradicionalmente apresentam uma clina em suas
frequéncias, estando a inversao ST com altas frequéncias na costa do Pacifico
e nas populacdes do oeste de Sierra Nevada, onde AR, CH, e TL também
ocorrem. Ja a inversdo AR torna-se a inversdo predominante a partir de Sierra
Nevada até as Rocky Mountains (Montanhas rochosas). Por sua vez, a
inversdo CH é predominante no sul da Califérnia, enquanto que o oeste da
Califérnia apresenta alta diversidade para todas as inversdes. Os arranjos ST,
AR e CH tém-se apresentado com similares frequéncias ao longo dos anos
relacionadas as adaptacdes locais que elas conferem, entretanto a inversao TL
apresentou uma alta na sua frequéncia a partir da década de 80, sendo
relacionada as mudancas ambientais (Dobzhansky & Sturtevant, 1938;
Dobzhansky & Epling, 1944; Anderson et al., 1991; McGaugh & Noor, 2012).

Tradicionalmente, a associacdo entre varidveis climaticas e o
polimorfismo cromossdmico de D. subobscura tem sido interpretada como o
resultado de adaptacdo. Esta espécie de origem Paleartica, nas décadas de

70/80 invadiu o continente americano (Brncic et al., 1981). Estudos envolvendo
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a frequéncia de inversdes nas populacdes destas regibes mostram uma
relacdo inversamente proporcional do aumento na frequéncia de inversdes
ocorrentes em baixas latitudes (areas mais quentes) e um decréscimo na
frequéncia de inversdes ocorrentes em latitudes mais altas (areas de clima frio)
(Zivanovic & Mestres, 2012; Fragata et al., 2014). Nesta espécie o polimorfismo
cromossémico também tem sido associado a contaminacdo ambiental por

metais pesados (Kenig et al., 2015).

Na espécie de origem africana D. melanogaster clinas de variacdes na
frequéncia das inversbes cromossdmicas cosmopolitas In(2L)t, In(2R)A7S,
In(3L)P e In(BR)P tém sido associadas em diferentes populagdes do mundo a
caracteristicas ecologicamente importantes, tais como altitude e clima (Singh &
Das, 1992; Aulard & David, 2002, Reinhardt et al., 2014).

Drosophila buzzatii € um membro das espécies cactofilicas do grupo
repleta. Sua origem é reportada ao sul da América Latina, tendo sua ocorréncia
sido relatada na década de 1970 na regido mediterranea, llhas Canarias, Africa
equatorial e Austrdlia, em associacdo com espécies do género de cactus
Opuntia, as quais tém sido disseminadas por interferéncia humana (Fontdevila
et al.,1982). Nesta espécie, clinas latitudinais na frequéncia de algumas
inversGes tém sido inferidas para as populacdes das areas originais e das
areas colonizadas. O polimorfismo descrito para o segundo cromossomo, como
por exemplo, o arranjo 2st, tem sido relacionado a resisténcia térmica e a
viabilidade da larva (Betran et al., 1995; Hoffmann et al., 2004).

As espécies do grupo Neotropical da D. willistoni também foram
classicamente estudadas quanto ao seu polimorfismo cromossémico de
populacdes naturais (Da Cunha et al.,, 1950; Pavan, 1946; Da Cunha &
Dobzhansky; 1954; Dobzhansky & Pavlovsky, 1972; Kastritsis, 1966; De Souza
et al., 1970; Valente & Morales, 1985; Valente & Araujo, 1985; 1986; Santos &
Valente 1990; Valiati & Valente, 1997). Neste grupo figura a espécie D.
willistoni, a qual é foco deste estudo e que serd abordada no Topico 1.5,

Capitulo I desta Tese.

Evidéncias diretas entre a associacao de inversbes cromossomicas e

pressdes seletivas passaram a ser apresentadas com o avan¢o das técnicas
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moleculares e o0 sequenciamento dos genomas. Uma consideravel quantidade
de dados parece confirmar o maior valor adaptativo dos individuos portadores
de inversbes em Drosophila. A inibicdo da recombinacdo em heterocariotipos
mediada por inversdes se mostra fundamental na manutencéo de seu papel
adaptativo. Os padrées de desequilibrio de ligacdo localizados dentro das
regides invertidas refletem a historia da inversdo e fluxo génico desde sua
origem (Schaeffer et al., 2003; Pegueroles et al., 2010; McGaugh & Noor, 2012;
Fuller et al., 2014).

Embora um grande numero de -caracteristicas seja associado de
maneira indireta, ou direta, com as inversées, pouco progresso se obteve na
definicAo das bases genéticas destas associacfes (Hoffmann & Rieseberg,
2008). Um exemplo de caso neste sentido vem do estudo da variagdo em nivel
gendmico da inversdo In(3R)P, em duas populacbes da Austrdlia (uma da
regido tropical, e outra da regido temperada) da espécie D. melanogaster (
Rane et al.,2015). Esta inversdo € conhecida por estar associada as
adaptacdes climaticas e ao sucesso de um evento migratério evolutivamente
recente (100 anos) desta espécie na Australia. Os resultados desta analise
suportam a hipétese de que a inversao In(3R)P est4 associada com a captura
de alelos adaptados localmente, agindo de forma aditiva ou epistatica,
mostrando elevadas taxas de desequilibrio de ligacdo na regido dentro da
inversao, e alta diferenciacdo desta regido gendmica entre a populagéo tropical

e a populacéo da regido temperada (Rane et al., 2015).

Evidéncias da selecdo atuando na manutencdo de inversdes tém sido
também obtidas em outros organismos, incluindo ratos (Lyon, 2003) a mosca
praga agricola Rhagoletis pomonella (Feder et al., 2003), o mosquito
transmissor da malaria Anopheles funestus (Ayala et al., 2012) e seres
humanos (Stefansson et al., 2005).

Entretanto, cabe ressaltar que muitos polimorfismos cromossémicos
ocorrentes nas diferentes espécies sdo adaptativamente neutros, e assim,
sofrem menor pressao seletiva (ou nenhuma), tendo a sua fixacdo, ou perda,
dependente do tamanho da populacdo e migracdo. Estas inversfes também

podem alcancar altas frequéncias por meio de outros mecanismos, como por
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exemplo, a inversdo In(1)Be do cromossomo X de D. melanogaster, a qual
provavelmente deve sua manutencdo a distor¢cdo da razdo de transmissdo em
machos da espécie (Corbett-Detig & Hartl, 2012).

Apesar da confirmada associagao das inversbes cromossOmicas com a
manutencdo de combinacdes de alelos que se situam dentro desta; a
recombinacdo génica na regido invertida de um cromossomo é possivel porque
gametas recombinantes viaveis surgem por recombinagfes mei6ticas multiplas
e também em consequéncia da conversdo génica (Chovnick, 1973). Navarro et
al. (1997) e Navarro & Ruiz (1997) estudaram o efeito da recombinacdo génica
ao longo da regido gendémica envolvida com as inversbes em D. melanogaster,
espécie que na época tinha o genoma disponivel. Os autores fornecem
equacgdes que predizem a taxa de recombinacdo em diferentes locais ao longo
do cromossomo invertido. Trés conclusbes principais emergiram destas
analises. Primeiro, a reducdo na taxa de recombinacdo € mais forte nas
inversdes menores. Segundo, o grande efeito das inversbes dentro do
segmento invertido é a reducdo da taxa de recombinacdo, mas ndo a da
conversdo génica. A supressdo da recombinacdo pode ser grande o suficiente
para a conversao génica dominar como o principal modo de fluxo génico,
mesmo a grandes distancias fisicas. A terceira, e mais importante, € que a
reducdo da recombinacdo nao € uniforme ao longo do cromossomo invertido.
Assim, uma inversao heterozigota ndo sé reduz a recombinacao génica no sitio
gendmico especifico onde esta ocorre, mas também redistribui os eventos de
recombinacédo ao longo de todo o cromossomo. De acordo com Andolfatto et al.
(2001) as inversdes reduzem o fluxo génico entre diferentes arranjos para
quase zero perto dos pontos de quebra, mas as taxas de recombinacao podem

ser elevadas nas regides centrais da regido invertida.



34

[.3 - Pontos de quebra das inversdes em Drosophila: origem e distribuicéo

cromossOmica

Paralelamente aos estudos evolutivo-populacionais das inversdes
cromossOmicas em Drosophila, a inquietude acerca dos mecanismos que
originam estes polimorfismos nas populacdes ja se fazia presente. Esta
questdo foi classicamente analisada por Sturtevant & Dobzhansky (1936).
Neste estudo, os autores ressaltam que as inversdes de um mesmo
cromossomo podem em certos casos, esclarecer algum aspecto da histéria
evolutiva da espécie analisada, ou espécies distintas quando estas permitem
intercruzamentos. Sendo assim, este seria 0 principio para construcao de

filogenias baseadas em inversdes cromossomicas do tipo sobrepostas.

As inversdes do cromossomo 3 de D. pseudoobscura foram o primeiro
conjunto de dados genéticos usados para criar uma filogenia com base nestes
rearranjos cromossOmicos (Dobzhansky & Sturtevant, 1938). Para isto, um
cromossomo de uma dada populacéo foi inferido de maneira arbitraria como o
arranjo padrdo, sendo nomeada de ST. Os demais arranjos cromossOmicos
analisados foram nomeados Arrowhead (AR), Pikes Peak (PP), Santa Cruz
(SC), Chiricahua (CH), e Tree Line (TL), de acordo com o nome da localidade
onde estes arranjos prevaleciam. O cruzamento de machos coletados na
natureza (bem como machos descendentes das fémeas coletadas) com
fémeas da linhagem ST, mostrava na descendéncia obtida na F1 as diferencas
dos arranjos cromossOmicos existentes entre as populacdes, devida a
formacdo de alcas de inversfes. Nesta analise foi necessaria a inferéncia de
um arranjo central hipotético na filogenia, o qual nunca foi encontrado na
natureza em trabalhos posteriores. Esta metodologia comparativa das
inversdes cromossOmicas permitiu relacionar os diferentes rearranjos
encontrados, oriundos de inversdes heterozigotas sobrepostas, em uma arvore
filogenética ndo enraizada. Entretanto, o ponto chave para esta analise era que
todas as coOpias de uma inversdo particular teriam uma origem Unica, sendo o
arranjo visto nos individuos de uma populacdo uma réplica do arranjo Gnico

surgido no passado, em um unico individuo ancestral comum; ou seja, sua



35

origem seria monofilética. Posteriormente, analises filogenéticas com bases
moleculares corroboraram que as inversbes do cromossomo 3 de D.

pseudoobscura sao de origem unica (Wallace et al., 2011).

A partir do estudo de Dobzhansky & Sturtevant (1938), o ponto de vista
tradicional para a génese das inversbes cunhou-se de que estas sao
resultantes de duas quebras independentes, ocorrendo ao mesmo tempo,
seguidas pela religacado das partes quebradas do cromossomo em orientagcéo
invertida, em relacdo as regides vizinhas. Sendo assim, as multiplas inversées
sobrepostas encontradas em muitas espécies de Drosophila, e que servem de
base para a construcao de filogenias (Dobzhansky & Sturtevant, 1938), teriam
ocorrido sequencialmente, e ndo devido a ocorréncia simultdnea de mudltiplas
guebras. Quanto as inversdes in tandem (inversdes lado a lado), a coincidéncia
de pontos de quebra é atribuida ao acaso, em eventos que ocorreram em

diferentes tempos (revisdo em Krimbas & Powell, 1992).

O que reforca a hipétese da origem monofilética das inversdes € a
raridade que uma inversdo cromossdmica se origine, e uma maior raridade de
gue dois eventos que originem a mesma inversao ocorram espontaneamente

em um mesmo local do mesmo cromossomo (Sperlich & Pfriem, 1986).

A andlise das relacdes filogenéticas das inversfes sobrepostas proposta
por Sturtevant & Dobzhansky (1936) considera a rota mais parcimoniosa (ou
seja, aquela onde ocorreu menor numero de inversdes) para a inferéncia
evolutiva. Com base nestas condicdes, filogenias foram construidas para
distintos grupos de espécies, tais como melanogaster (Lemeunier & Ashburner,
1984), cardini (Heed & Russell, 1971) as drosdfilas havaianas (Carson &
Kaneshiro, 1976); virilis (Throckmorton, 1982), grupo repleta (Wasserman,
1960) e subgrupo fasciola (Diniz & Sene, 2004), subgrupo willistoni (Rohde et
al.; 2006), entre outros.

Inversbes cromossomicas também podem ser introduzidas em uma
populacao via hibridizacdo. O exemplo melhor embasado acerca disto vem da
inversao introduzida por Anopheles gambiae como resultado de seu

cruzamento na natureza com A. arabiensis (Besansky et al. 2003).
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Levando em conta o ponto de vista tradicional da génese de uma
inversao, diversos trabalhos consideram que a distribuicdo das inversées ao
longo dos cromossomos ocorre de forma aleatéria, tal como o estudo classico
de Olvera et al. (1979). Neste estudo os outores revisaram e analisaram 0
polimorfismo cromossomico de D. pseudoobscura ao longo da distribuicdo
geografica da espécie. De fato, esta era uma época em que o0 modelo Random
breakage model, proposto por Ohno (1973) estava sendo embasado em

diferentes estudos com mamiferos (Nadeau & Taylor, 1984; Schoen, 2000).

Entretanto, estudos cada vez mais consistentes evidenciando a
ocorréncia de repetidas quebras no mesmo local para diferentes inversdes em
uma quantidade consideravel de espécies, trouxeram duavidas quanto a
aleatoriedade da distribuicdo dos pontos de quebra. Estes locais, 0os quais
apresentam esta recorréncia, foram denominados de “hot spot” e podem

implicar instabilidades estruturais particulares destas regides.

Céceres et al. (1997) analisaram 86 inversGes paracéntricas descritas
para as espécies do complexo da D. buzzatii e 18 inversdes induzidas por
introgressdao em D. buzzatii por meio de cruzamentos com D. koepferae. Os
autores constataram que as inversdes que apresentam maior sucesso para a
fixacdo nas espécies sdo as de tamanho intermediario, e que a distribuicdo dos
pontos de quebra das inversdes, levando em consideragéo a localizagdo da
banda envolvida na quebra, ndo € aleat6ria, encontrando em certos segmentos
cromossOmicos, até oito pontos de quebra na mesma banda. Resultados
similares foram observados em D. subobscura (Krimbas & Loukas, 1980),
drosdfilas havaianas (Tonzetich et al. 1988) e D. melanogaster (Lemeunier &
Aulard, 1992).

A disponibilizagdo do genoma humano e de outros mamiferos
mostraram os efeitos das limitagdes do modelo Random breakage model, uma
vez que este ndo considerava (por ndo estarem disponiveis) incontaveis
regides dos genomas destes organismos. Pevzner & Tesler (2003) ao
analisarem 281 blocos sinténicos de até 1 Mb compartilhados entre humanos e
ratos (a maioria ainda ndo conhecidos até entdo) encontraram, por meio da

comparacao dos rearranjos cromossOmicos ocorridos durante a divergéncia
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entre as duas espécies, uma grande quantidade de pontos de quebras destes
rearranjos localizados em alta proximidade uns com o0s outros. Esta
caracteristica ndo se encaixava ha teoria Random breakage model, sendo
entdo proposto pelos autores o modelo Fragile breakage model (Pevzner &
Tesler, 2003). Este modelo se baseia na inferéncia de que os pontos de quebra
dos rearranjos cromossémicos ocorrem principalmente dentro de curtos sitios
frageis do genoma (hot spots), ou seja, regibes com caracteristicas mais
propensas as quebras. Estes sitios frageis podem corresponder as duplicactes
segmentares, as regibes com uma concentracdo elevada de elementos
transponiveis (TEsS), ou a uma estrutura palindrébmica (Murphy et al., 2005)
Com a denominacao desta caracteristica de "reuso", os autores enfatizam que
este ndo implica no uso da mesma posicao gendmica (em nivel de nucleotideo)
repetidas vezes, mas sim que o ponto de quebra apresenta multiplas regides

gendmicas que originam rearranjos cromossémicos.

A hibridacéo in situ de 180 sondas em D. repleta, oriundas de clones da
biblioteca gendmica de BACs dos cromossomos X e 2 da espécie D. buzzatii,
somados a 249 marcadores fisicos previamente analisados nestes
cromossomos para ambas as espécies (Ranz et al.,, 2003) foram capazes de
cobrir toda a extensao gendmica destes cromossomos, proporcionando assim
uma mapa fisico de alta resolucdo (Gonzalez et al., 2007). Este estudo mostrou
gue os cromossomos X e 2 de D. repleta e D. buzzatii diferem por 12 inversdes
paracéntricas. Dos trés casos de reuso descritos anteriormente (um no
cromossomo X e dois no cromossomo 2; Ruiz & Wasserman, 1993), somente
um presente no cromossomo 2 foi confirmado. Entretanto, outro reuso de ponto
de quebra neste mesmo cromossomo, até entdo desconhecido, foi inferido
(Gonzalez et al., 2007). Similar abordagem foi feita entre as espécies D.
buzzatii e D. uniseta, encontrando dois casos de reuso de pontos de quebra no

cromossomo 2 de D. uniseta (Prada et al., 2011).

A mais recente revisdo acerca do polimorfismo cromossdémico de D.
willistoni foi feita por Rohde & Valente (2012). Neste estudo os casos de reuso
de pontos de quebra de inversdes, em nivel citolégico nessa espécie, foram
inferidos com maior precisédo. O estudo reporta o reuso no bragco cromossémico

XL da subsecdo 3C pelas inversdes XLXRp (ponto proximal da inverséo
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pericéntrica descrita por Rohde et al.,, 2005) e XL-l, subsecdo 4A pelas
inversdes XL-B e XL-F1, subsecao 5B pelas inversées XL-D e XL-F;, subsecéo
9C pelas inversdes XL-B e XL-K, da subsecéo 11B pelas inversdes XL-C e XL-
F»,, da subsecdo 13C pelas inversdes XL-D e XL-E e da subsecdo 14A pelas
inversdes XL-B e XL-F,. Ja no braco cromossémico XR h& a ocorréncia de
reuso da subsecdo 19B pelas inversdes XLXRp e XR-G, subsecédo 23B pelas
inversdes XR-D e XR-Fj, subsecdo 26A pelas inversbes XR-B e XR-Fi,
subsecao 28A pelas inversdes XR-C e XR-D, e subsecdo 30C pelas inversdes
XR-B, XR-C e XR-H.

No braco IIL do cromossomo Il foram apontados reusos de pontos de
quebras na subsecédo 41B pelas inversoes IIL-B e IIL-M, subsecéo 42B pelas
inversoes IIL-D e IIL-E, subsecdo 50C pelas inversdes IIL-J e IIL-F esubsecé&o
53A pelas inversdes lIL-F e IIL-H (Figura 1.4). J4 para o braco IIR ha a
ocorréncia de reuso na subsecdo 66A pelas inversdes IIR-L e IIR-M (Rohde &
Valente 2012).

Por fim, o cromossomo Il de D. willistoni apresenta reuso de pontos de
guebra em nivel citolégico na subsecdo 88A pelas inversdes llI-B e IlI-P,
subsecéo 92C pelas inversdes IlI-C e 1lI-W e subsecdo 94A pelas inversdes llI-
G, lll-H e IlI-Z (Rohde & Valente 2012). Sem duavida, as inferéncias citologicas
acerca do reuso nesta espécie a ressaltam como um organismo modelo

altamente promissor neste quesito (Veja Topico |.5 desta Tese).

Embora o reuso dos pontos de quebra de inversdes em nivel citologico
seja comum e bastante documentado no género Drosophila, a caracterizacao
em nivel da sequéncia de DNA ainda é limitada (Richards et al., 2005; Ranz et
al., 2007; Calvet et al., 2012; Puerma et al., 2014). Apesar desta defasagem
com relacdo a inferéncia citolégica, mesmo com poucas exploracdes, ja é
possivel destacar o quao difundido € no género Drosophila o fenbmeno da
reutilizacdo dos pontos de quebra de inversbes, sejam estas intra ou

interespecificas (Ranz et al., 2007).

Atualmente a ideia preponderante nos diferentes estudos acerca da
origem das inversdes em Drosophila (apesar da grande inferéncia do reuso dos

pontos de quebra), € de que as mesmas sdo monofiléticas (Wesley & Eanes,



39

1994; Caceres et al., 2001; Wallace et al., 2011). Isto se relaciona também as
caracteristicas gendmicas das espécies deste género, uma vez que estas
apresentam, na sua grande maioria, DNA repetitivo de tamanho pequeno e
bastante espacado, 0 que nao favorece tanto fisicamente, como
estatisticamente, que estas regides pertencentes a fracdo altamente repetitiva
do genoma déem origem, por meio de mecanismos de recombinacdo ou
reparo, a mesma alteracdo cromossdmica em distintos tempos (Sachs et al.,
2000).
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Figura |.4: Delimitacdo citolégica das inversfes paracéntricas do braco
cromossomico IIL de Drosophila willistoni. Reuso de pontos de quebra em nivel
citolégico inferidos nas secfes 41B, 42B, 50C e 53A. Retirado de Rohde &
Valente (2012).

No entanto, casos de reinversdo sao documentados em outros
organismos, destacando-se os mamiferos. Caceres et al. (2007) analisaram em
27 espécies de mamiferos placentarios um segmento do cromossomo Xq28, o
qual contém os genes FLNA e EMD, e que esta envolvido em uma inverséo
cromossOmica. A comparagdo gendmica apontou que uma duplicagdo quase
idéntica flanqueia esta inversdo em humanos e em outras 15 espécies, e sua
mais provavel origem seria via mecanismo de recombinacdo NAHR (Veja
Anexo |, pag. 202) entre estas repeticdes invertidas ocorrentes no ancestral
comum. Estima-se que esta inversdo tenha se originado (desde o ultimo
ancestral comum, ha aproximadamente 100 milh6es de anos) pelo menos em

10 ocasides distintas ao longo da historia evolutiva destas espécies. Um ponto
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importante € que o tamanho desta inversao recorrente € de aproximadamente
40 kb, o que reforca a caracteristica da proximidade das sequéncias repetitivas
sendo mais favoraveis fisicamente e estatisticamente a fendbmenos recorrentes

gue originam alteracdes cromossomicas estruturais (Caceres et al., 2007).

I.4 — Caracterizacdo dos pontos de quebra de inversdes em Drosophila e

mecanismos que originam inversdes cromossdmicas

A caracterizacdo detalhada dos pontos de quebras das inversdes é um
passo crucial para a determinacdo dos mecanismos que as originam.
Diferentes estudos apontam que as inversfes cromossomicas em Drosophila

podem ser originadas por dois principais mecanismos.

O primeiro deles € a recombinacdo ectdpica (recombinacdo homodloga
nao alélica, NAHR - Veja Anexo |, pag. 202) entre sequéncias repetitivas,
destacando-se entre essas os TEs (Caceres et al., 1999; Casals et al., 2003;
Delprat et al., 2009). Quando a recombinacdo ectdpica ocorre entre duas
copias de um TE inseridas em dois locais cromossdmicos diferentes e em
orientagbes opostas, 0 segmento cromossOmico invertido resultante €
flanqueado por duas copias quiméricas do TE delimitadas por duplicacdes do
sitio alvo (TSD) trocadas (Lim & Simons, 1994; Delprat et al., 2009) (Figura
I.5a).

O segundo mecanismo € a quebra cromossdmica e o reparo das
extremidades livres pela Unido das extremidades ndo homélogas (NHEJ - Veja
Anexo |, pag. 204) (Sonoda et al., 2007). Nesse caso, as quebras da fita dupla
podem ser simples (do Inglés Simple double-strand breaks - DSB), ou quebras
escalonadas (do Inglés Staggered single-strand breaks - SSB). No segundo
caso, a consequéncia é a geracao de duplicacdes invertidas em ambos os
lados do segmento invertido (Ranz et al., 2007; Papaceit et al., 2012) (Figura
1.5b). Assim, as inversdes geradas desta maneira podem ser reconhecidas por
segmentos duplicados de DNA (originalmente coépia Unica), em orientacdes

opostas flanqueando o segmento cromossémico.



41

Considerando inversdes relativamente recentes na historia evolutiva das
espécies que as portam, a presenca de TEs em ambos o0s pontos de quebra de
uma determinada inversao poderia suportar sua origem via recombinagao entre
essas copias invertidas; enquanto que a auséncia destas sequéncias, junto
com a presenca de fragmentos duplicados em um ou ambos 0s pontos de
quebra, poderiam suportar a origem de uma inversdo por meio de “quebras

escalonadas” (Guillén & Ruiz, 2012).

a Eﬁ—m
v

Figura 1.5: Representacdo esquematica dos dois principais mecanismos que
originam inversdes no género Drosophila. a) Recombinacdo ectépica entre
duas sequéncias iguais, ou muito similares, em ordem invertida. b) Quebras
escalonadas e a geracdo de duplicacdes invertidas em ambos os lados do
segmento. No primeiro caso, a presenca de mais de uma coépia de uma
determinada sequéncia (duplicacédo) € o motivo primario da origem da inversao;
no segundo caso, a presenca de mais de uma coOpia de uma determinada
sequéncia € consequente ao evento de inversdo. Retirado de Casals & Navarro
(2007).
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A contribuicdo relativa dos dois mecanismos para a génese das
inversées em Drosophila ainda ndo € bastante clara, uma vez que muitas
guestdes acerca da origem das inversdes permanecem em aberto, tais como:
se estes mecanismos séo, ou ndo, generalizados entre as espécies do género;
se ha implicacbes funcionais ao longo da evolucdo cromossdmica mantidas por

estas inversdes, e se hd em qual nivel ela opera (Ranz et al., 2007).

A Tabela 1.1 apresenta uma compilacdo dos diferentes estudos que
caracterizaram o0s pontos de quebra de inversées em nivel molecular, em
diferentes espécies do género Drosophila. Como se pode constatar, nem
sempre as analises dos pontos de quebra permitem inferir a provavel origem

das inversdes, com base nestes dois mecanismos.
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Tabela I.1: Estudos de caracterizacdo molecular dos pontos de quebra de
inversGes em espécies do género Drosophila.

Espécie

D. melanogaster

D. melanogaster x

D. subobscura

D. melanogaster

D. buzzatii

D. buzzatii

D. pseudoobscura

D. melanogaster

D. melanogaster x

D. yakuba

Inversdo

In(3L)Payne

Inverséo
fixada no
Cromossomo
X de D.

subobscura

In(2L)t

Inverséao 2j

Inverséo 2q’

Inversao

Arrowhead

In(BR)Payne

29 inversoes

Descricéo

Analise por microdisseccao e sequenciamento
da regido da inversdo no cromossomo.
Auséncia de sequéncias repetitivas no ponto

de quebra.

Sequéncias ricas em timinas de
aproximadamente 30-50 pb flanqueado os

pontos de quebra.

Analise do ponto de quebra proximal, e
presenca de um TE tipo - LINE.

Presenca de cépias homdblogas de um TE
denominado Galileo nos pontos de quebra, e
origem da inversao por NAHR entre as copias

invertidas deste TE.

Presenca de cépias homdlogas do TE Galileo
nos pontos de quebra e origem da inversao por

NAHR entre as coépias invertidas deste TE.

Presenca de motivos repetitivos de 128 e 315
pb em orientacdo oposta nos pontos de quebra
da inversdo. Origem da inversdo por NAHR

entre as copias invertidas destas repeticdes.

Pequenas duplicagcbes em ambos o0s pontos de

guebra da inverséo.

59% das inversdes apresentavam duplicacdes
invertidas nos pontos de quebra. Origem
destas inversdes pelo mecanismo de quebras

escalonadas.

Referéncia

Wesley &
Eanes (1994)

Cirera et al.
(1995)

Andolfatto et
al. (1999)

Caceres et al.
(1999)

Casals et al.
(2003)

Richards et al.
(2005)

Matzkin et al.
(2005)

Ranz et al.
(2007)



Tabela I.1: continuacéo

D. americana

D. mojavensis x

D. arizonae

D. pseudoobscura x D.

persimilis

D. buzzatii

D. buzzatii

D. mojavensis

D. americana x

D. virillis

D. buzzatii

In(4)a

Inversao no

cromossomo X

Inversdes nos
cromomossomos X

ell

Inverséo 2z°

Inverséo 5g

Inversao Xe

Inversdes (In)Xa e
(In)5a

Inversdes 2m e 2n

Sequéncias repetitivas em orientacéo
oposta, de um TE tipo - MITE em ambos os

pontos de quebra da inversao.

Auséncia de sequéncias repetitivas
significativas nos pontos de quebra da

inversao.

Repeti¢bes in tandem de um motivo de 319
pb nos pontos de quebra da inversdo no

braco XR de D. persimilis

Presenca de cOpias homdlogas do TE
GalileoN nos pontos de quebra e origem da
inversdo por NAHR entre as cépias

invertidas deste TE.

Auséncia de sequéncias repetitivas

significativas nos pontos de quebra.

Auséncia de sequéncias repetitivas
significativas nos pontos de quebra. Origem

provavel por quebras simples.

Presenca de copias do TE tipo-MITE
DAIBAM nos pontos de quebra das
inversbes em D. americana. Origem das
inversdes por NAHR entre as cépias

invertidas deste TE.

Inversdo 2m com duplicacdes de 13 kb em
ambos os pontos de quebra; origem da

inversdo por quebras escalonadas.
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Evans et al.
(2007)

Cirulli & Noor
(2007)

Machado et
al. (2007)

Delprat et al.
(2009)

Prazeres da
Costa et al.
(2009)

Runcie &
Noor (2009)

Fonseca et
al. (2012)

Calvete et al.
(2012)



Tabela I.1: continuacéo

Inversbes
In(2L)t,
IN(2R)NS,
IN(BR)K,
In(3R)Mo,
In(3R)P,
In(3L)P,
In(1)A,

In(1)Be

D. melanogaster

Inversdes 2c, 2f,

2g, 2h, 2q, 2re 2s

D. mojavensis

Inversédo 3 do
D. pseudoobscura

cromossomo O

D. subobscura Inversdes E; e E,
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Presenca de duplicac8es invertidas nos pontos
de quebra das invers@es In(2R)NS, In(3R)K,

Corbett-Detig
IN(BR)P, In(1)A, In(1)Be. Origem das inversdes

et al. (2012)
por quebras escalonadas.
Presenca de cOpias do TE But-5 em ambos os
pontos de quebra da inverséo 2s; origem da
inversdo por NAHR entre as cOpias invertidas Guillén &
deste TE. Presenca de duplicacdes invertidas Uiz (2012)
nos pontos de quebra das inversdes 2h e 2q;
origem das inversdes por quebras
escalonadas.
Sequéncia de 300 pb em ambos os pontos de Papaceit et
quebra; origem da inversdo por quebras al. (2012)
escalonadas.
Provavel origem da inversao E; por quebras Puerma et al.
escalonadas e duplicagdo do motivo 3; origem (2014)

da inverséo E, por NAHR entre motivos a.
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[.4.1 - Origem das inversdes via 0 mecanismo de “quebras escalonadas”

Neste mecanismo as inversdes séo iniciadas por dois pares de quebras
(da fita dupla) escalonadas simples, podendo ocorrer entre cromossomos
homologos durante a Préfase meidtica |, ou entre cromatides irmas
(isocrométide) durante as mitoses pré-meioticas. Esta via de origem néo exige
sequéncias similares flanqueando os dois pontos de quebra no cromossomo.
Ao invés disto, as quebras fisicamente préximas no cromossomo causam
falhas no pareamento de bases entre estas quebras, e as regibes
cromossOmicas se separam (Figura 1.5b). As extremidades finais salientes
geradas por este processo podem ser reparadas de duas maneiras: ou com a
perda dos nucleotideos salientes na extremidade 5', ou com o preenchimento
da regido faltante seguido de Juncéo das extremidades ndo homélogas (NHEJ
- Veja Anexo |, pag. 205). Este ultimo origina inversées quando ndo estabelece
a juncao da extremidade 5’ com a sua prépria extremidade 3’, mas sim com a
extremidade 3’ do outro ponto de quebra. As inversdes, geradas entdo, desta
maneira podem deixar sinais evidentes deste processo na sequéncia gendmica
do descendente. O reparo de ambas as extremidades 5' salientes do mesmo
ponto de quebra de maneira idéntica, resulta ou em duplicacGes invertidas
flanqueado os pontos de quebra, ou em dele¢Bes reciprocas destas regides no
cromossomo do descendente. Ja, se as duas extremidades 5' salientes de um
ponto de quebra sdo reparadas de maneiras opostas, entdo, muito
provavelmente sé se encontrara uma Unica duplicacdo (ou dele¢cdo) em um dos
pontos de quebra, ou nenhum sinal evidente (Ranz et al., 2007; Runcie & Noor,
2009).

Drosophila melanogaster, D. simulans e D. yakuba sdo membros do
subgrupo da D. melanogaster. O estudo de Ranz et al. (2007) por meio de
métodos experimentais e computacionais analisou os pontos de quebra de

inversdes interespecificas nestas espécies.

Cinco inversbes paracéntricas sédo conhecidas por diferenciarem o

padrdao de bandas dos cromossomos politénicos de D. melanogaster e D.
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simulans (Horton, 1939). Ja D. yakuba, por sua vez, possui 28 inversdes

paracéntricas diferenciando seus cromossomos dos de D. melanogaster.

A andlise dos pontos de quebra da inversédo In(3R)84F1;93F6-7, a qual
diferencia o braco cromossdmico 3R de D. melanogaster do de D. simulans,
evidenciou a presenca de trés sequéncias (HDC14862, pfd800 e HDC12400)
duplicadas e em orientacdo oposta, em ambos os pontos de quebra da
inversdo em D. melanogaster, sendo confirmado também por hibridacéo in situ.
Estas sequéncias se apresentam como coépias Unicas em D. simulans e em D.
yakuba, indicando que a inversdo In(3R)84F1;93F6-7 é um estado derivado
com relacdo ao arranjo cromossémico padrdo destas espécies (Ranz et al.,
2007).

Tomando o cromossomo 3 de D. simulans como portador de um arranjo
ancestral, comparacfes em nivel molecular do braco cromossémico 3R desta
espécie, com o de D. yakuba, evidenciaram uma inversdo fixada na ultima
espécie (In3R(7)), a qual reutiliza um dos pontos de quebra da inverséo
IN(3R)84F1;93F6-7. Em ambos os pontos de quebra dessa inversdo havia a
presenca de duas sequéncias (CG34034 e CG31286) duplicadas, e em
orientacdo oposta (Ranz et al., 2007)

Devido a presenca de duplicacdes invertidas associadas aos pontos de
quebra destas inversdes, Ranz et al. (2007) propuseram como mais
parcimonioso 0 mecanismo de quebras escalonadas como sendo o
responsavel pela origem das inversfées In(3R)84F1;93F6-7 e In3R(7). Estas
quebras escalonadas podem envolver isocromatides, ocorrendo durante a
préfase mitdtica e denominadas “quebras escalonadas de fita simples” (do
Inglés Staggered Single-Strand Breaks); ou envolver cromatides irmas,
ocorrendo durante a profase meidtica, denominadas “quebras escalonadas de
fita dupla” (do Inglés Staggered Doble-Strand Breaks).

O mesmo estudo analisou in silico os pontos de quebra das 28 inversdes
paracéntricas que diferenciam os cromossomos de D. melanogaster dos de D.
yakuba, bem como uma inversdo pericéntrica no cromossomo 2. As evidéncias
gendmicas e filogenéticas sugerem que virtualmente todas as inversdes se

originaram na linhagem de D. yakuba. A analise dos pontos de quebra das
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inversdes mostrou que em aproximadamente 62% dos casos (18 das 29
inversdes), ocorria a presenca de sequéncias duplicadas, as quais estavam
presentes com apenas uma copia no genoma de D. melanogaster. Em seis
destas inversdes as duplicagbes eram em ambos os pontos de quebras, em 12
estavam presentes em apenas um dos pontos de quebras, o que pode ser
devido ao modo de reparo, ou outras modificacbes ocorridas na sequéncia.
Nenhuma destas duplicacbes correspondia a sequéncias de TEs ja
classificados. Fica claro nesta analise que a maioria das inversdes que
diferenciam os cromossomos de D. melanogaster dos de D. yakuba, se

originaram por “quebras escalonadas” na ultima espécie (Ranz et al., 2007).

Outra analise envolvendo este mecanismo foi feita para a inverséo 3 do
cromossomo O de D. subobscura. Esta abordagem também permitiu a
reconstrucao dos pontos de quebra (denominados AB e CD) do extinto arranjo
cromossOmico ancestral O3 (Elemento de Muller E), por meio de uma
estratégia que "mixou" analises in silico e citomoleculares (Papaceit et al.,
2012). O arranjo O3 deu origem a duas inversfées nesta espécie: inversao 4, a
qual deu origem ao arranjo cromossomico Os.4 (pontos de quebra
denominados AB e DC, o que possibilitou a reconstrucdo dos pontos de quebra
do arranjo Ogs, por apresentar a mesma ordem do ponto de quebra proximal
(AB), e uma pegquena inversdo da ordem do ponto de quebra distal (CD); e
inversao 3, a qual deu origem ao arranjo cromossémico Og; (pontos de quebra
denominados AC e BD). Comparacdes entre os pontos de quebra das
inversdes 4 e 3, presentes nos arranjos Ogs.4 ¢ Ogt respectivamente, apontaram a
presenca de repeticdes de aproximadamente 300 pb nos pontos de quebra da
inversao 3, fato que claramente da suporte a origem desta inversdo por meio

de “quebras escalonadas na dupla fita” (Papaceit et al., 2012).

A espécie D. subobscura também teve os pontos de quebras das
inversdes E; e E, (Elemento de Muller C) analisados por Puerma et al. (2014).
Estas duas inversdes compartilham citologicamente um dos pontos de quebra.
As comparacdes dos pontos de quebra da linhagem padrédo Est (pontos de
quebra AB, EF, GH) com relacdo aos pontos de quebra da linhagem com as
inversdes Ei., (pontos de quebra AG, FB, EH) apontaram a presenca de dois

motivos, denominados a e B, os quais compartiham a porcdo terminal
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denominada 6, em orientagbes opostas. O motivo a estava nos pontos de
quebra AB e AG, com a mesma orientacdo, mas com orientacdo invertida no
ponto de quebra GH (duas copias em orientacao invertida no cromossomo Est,
e uma copia no cromossomo E;.;). O motivo 3 estava presente nos pontos de
quebra EF e EH com a mesma orientagcdo, e com a orientacao invertida no
ponto FB (uma cépia no cromossomo Est, e duas copias no cromossomo Ej.»).
O motivo a exibe pequenos fragmentos com similaridades com o elemento
SGM, enquanto que o motivo B ndo apresenta similaridade com nenhum TE
descrito. Em vista deste cenério, a provavel origem da inversao E; foi inferida
por quebras escalonadas, que levaram a duplicagdo do motivo B presentes nos
pontos de quebra FB e EH. J& a origem da inverséo E; inferiu-se como devida
a recombinacdo ectbpica entre os dois motivos a, presentes em ambos 0s
pontos de quebra AB e GH. O reuso foi inferido pela presenca de repeticoes de
400-700 pb nos pontos de quebra, entretanto a direcdo evolutiva dos eventos

de inversdes nao ficou esclarecida (Puerma et al., 2014).

I.4.2 - Envolvimento dos elementos transponiveis na origem das

inversdes: Recombinacéo ectopica.

Elementos transponiveis (TEs — do Inglés Transposable Elements) sédo
componentes interessantes e dominantes da maioria dos genomas eucariotos,
0 que significa que a compreensao da sua biologia é um assunto fundamental
na genética. Desde a sua descoberta por McClintock (1946; 1947), muito tem
se aprendido sobre as propriedades moleculares dos TEs. Estes elementos

sao classificados de acordo com seus modos de transposi¢ao e caracteristicas.

Elementos de Classe |, também chamados de retrotransposons,
replicam por meio de um mecanismo de "copiar e colar’, que envolve a
producdo de um intermediario de RNAm, o qual € processado por transcrigdo
reversa para DNA e inserido novamente no genoma (Eickbush, 2002;
Sandmeyer et al., 2002). Os retrotransposons se subdividem em

retrotransposons com LTRs (do Inglés Long Terminal Repeats), como por
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exemplo, os elementos copia e Gypsy, que sdo semelhantes a retrovirus; e 0s
retrotransposons sem LTRs, tais como LINEs (do Inglés Long Interspersed
Elements) e SINEs (do Inglés Short Interspersed Nuclear Elements), que sdo

chamados de retroposons.

Elementos de Classe IlI, ou transposons de DNA, se replicam,
genericamente por um mecanismo de “"cortar e colar", no qual os elementos
sao fisicamente excisados do genoma e reinseridos em outro local. Nesse
caso, um aumento no numero de coOpias ocorre durante a reparacao dos sitios
de excisado do transposon de DNA pelo hospedeiro durante a sintese DNA, ou
pela inser¢do do TE em um local diferente do genoma que ainda vai ser

replicado (Finnnegan, 1989; Capy et al., 1998).

Ainda dentro da Classe Il de TEs, hda um grupo de elementos nao
autbnomos denominados MITEs (do Inglés Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements). Esses elementos sdo sequéncias curtas, presentes
normalmente em alto nimero de coOpias no genoma, e com nhenhuma
capacidade codificadora; conforme sugerido para o elemento Mar, cuja
distribuicdo parece ser restrita ao subgrupo willistoni de Drosophila (Depra et
al., 2012).

Os TEs de ambas as classes sdo ainda classificados em Classe,
Subclasse, Ordem, Superfamilia, Familia e subfamilia com base no seu
compartilhamento de determinadas estruturas e semelhancas de sequéncias
(Wicker et al., 2007).

No género Drosophila, os estudos relacionados a associacdo dos TEs
com pontos de quebra de rearranjos cromossdmicos comecaram
principalmente com as analises em linhagens apresentando disgenesia hibrida,
as quais se caracterizam por alta frequéncia de prole invidvel, recombinacéo
em machos, mutagfes e aberragdes cromossémicas (Kidwell, 1977). A causa
da disgenesia hibrida tem sido reportada a ativacdo de diversas familias de
TEs, incluindo elementos P, | e hobo em D. melanogaster (Kidwell, 2005) e
Penelope, Ulysses, Helena, Paris e Telemac em D. virilis (Evgen’ev et al.,
1997). Estes estudos, por meio de cruzamentos programados e andlises

citogenéticas da prole acompanhavam a movimentacdo dos TEs envolvidos e o
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surgimento de rearranjos cromossOmicos associados a esta movimentacao
(Engels & Preston, 1984; Lim, 1988).

Desde entdo, diferentes estudos tém mostrado a associacdo de
insercdes de TEs com pontos de quebra de inversdes em populacdes naturais
de Drosophila. Dentre esses, destacam-se os estudos de Lyttle & Haymer
(1992) analisando o transposon hobo em D. melanogaster, e os de Zelentsova
et al. (1999) e Evgen’ev et al. (2000) analisando os retroelementos Penelope e

Ulysses em espécies do grupo da D. virilis.

Neste contexto, o trabalho de Regner et al. (1996), do nosso grupo de
pesquisa, foi um dos pioneiros nas analises de populacfes naturais. Neste
estudo, os autores analisaram a coincidéncia dos sitios de insercao do
elemento P com pontos de quebra de inversdes em D. willistoni, encontrando
associacdo deste elemento com 10 pontos de quebra de inversées

paracéntricas segregantes na espécie.

De acordo com Gray et al. (1996), Gray (2000), Zhang et al. (2009) e
Delprat et al. (2009), ha dois possiveis mecanismos pelos quais rearranjos
cromossOmicos associados a TEs podem ocorrer: diretamente por um
processo de transposicdo alternativa, ou indiretamente por recombinacdo
ectopica.

Os TEs induzem rearranjos cromossdmicos diretamente por uma versao
alternativa do evento de transposicdo. Neste caso, a regides finais dos TEs
envolvidos sdo provenientes de elementos homodlogos separados (dando
origem a um elemento hibrido), ao invés de pertencerem a mesma copia de um
elemento, como na transposicao tradicional. Este mecanismo também é
conhecido como transposi¢céo aberrante, ndo convencional ou alternativa (Veja
Anexo |, pag. 207); e até o presente momento tem sido descrito para 0s
elementos de Classe Il. Sendo assim, dois TEs podem participar de um evento
de transposicao alternativa, onde a regido final de TEs separados formam
sinapses, devido a complementaridade de suas sequéncias. Com isto, 0
elemento hibrido formado se transp8e para um novo sitio cromossdmico alvo, o
qual pode estar até mesmo dentro de outro TE. Os tipos de rearranjos

resultantes deste processo dependem do tipo de molécula de DNA envolvida
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(circular ou linear), da localizacdo do sitio alvo e da orientacdo dos TEs
envolvidos nos cromossomos parentais. Ja a visualizacdo do resultado do
evento de tranposicao alternativa depende da viabilidade do organismo e de
sua capacidade de suportar alteracdes cromossOmicas estruturais. Este
mecanismo pode explicar os diferentes tipos de rearranjos cromossdmicos que
nao se originam por recombinacgao ectopica (Delprat et al., 2009).

O processo de origem de rearranjos cromossOmicos por transposicao
alternativa foi apresentado em Drosophila, por meio de experimentos com o
elemento P biotecnologicamente modificado por dele¢cdes in situ de suas
extremidades. A combinacdo de elementos com as mesmas extremidades
deletadas (elementos em cis) resultaram em baixas taxas de recombinacéo,
enquanto que a combinacdo de elementos com as extremidades opostas
deletadas (elementos em trans) resultou em altas frequéncias de recombinacéo
(Svoboda et al., 1995; Gray et al., 1996). A transposicao alternativa é um
fenbmeno muito bem embasado em milho, onde o sistema Ac/Ds, descrito por
Barbara McClintock (1941), atua via este mecanismo na origem de diversos
rearranjos cromossdmicos estruturais associados a alteracdes fenotipicas.

A acdao indireta dos TEs promove rearranjos cromossdmicos mediante a
presenca no genoma de mdultiplas cépias semelhantes, se nao idénticas, entre
as quais podem ocorrer recombinacdes. Estas trocas podem envolver
recombinacdo de sequéncias homadlogas, ou reparo defeituoso das quebras em
fitas duplas formadas durante a excisdo do elemento transponivel. Apés um
evento de recombinacdo ectopica entre dois TEs é esperado que duas copias
quiméricas destes TEs flanqueassem a inversdo, bem como suas TSDs (do
Inglés - Target Site Duplication) estejam trocadas (Delprat et al., 2009).

A primeira analise que evidenciou diretamente o envolvimento de um TE
na origem de uma inversao, em uma populacéo natural de Drosophila, foi a de
Céceres et al. (1999). Este estudo caracterizou molecularmente os pontos de
guebra da inverséo polimérfica 2j da espécie D. buzzatii, a qual se originou do
arranjo cromossomico 2st (padréo). Para a analise dos pontos de quebra da
inversao 2j, estes foram delimitados por caminhada cromossémica, clonados e
sequenciados. Primeiramente, a regido proximal do ponto de quebra do

cromossomo (denominada CD) foi obtida de uma linhagem homozigota para o
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arranjo 2st (st-1). Apés, os pontos de quebra distal e proximal no cromossomo
2] (AC e BD respectivamente) foram isolados de uma linhagem homozigota
para o arranjo 2j (j-1). Com isto, a regido distal do ponto de quebra do
cromossomo 2st (AB) foi obtida da linhagem st-1. O alinhamento das
sequéncias AB e CD em st-1 (perfazendo 2.086 pb), com as sequéncias AC e
BD em 2j (com 8.668 pb), mostrou que haviam insergcbes presentes em ambos
0s pontos de quebra da inversdo 2j que ndo estavam presentes no arranjo 2st.
A insercao entre A e C possuia 392 pb com longas ITRs (do Inglés - Inverted
Repeats Terminals) de 106 pb. A insercao entre B e D possuia 4.319 pb, com
uma estrutura interna complexa, incluindo ITRs como aquelas da insergédo AC
de 106 e 47 pb; esta ultima correspondendo ao comec¢o de uma repeticdo da
ITR de 106 pb. Os 180 pb centrais da insercdo AC e da sequéncia BD que
segue a ITR proximal, apresentaram 95% de homologia; porém, estdo em
direcGes opostas. As sequéncias flanqueadoras de cada uma destas insercdes
possuem 7 pb, e assemelham-se a sitios alvos duplicados que foram
produzidos durante um evento de insercdo. Entretanto, os sitios alvos
duplicados séo separados e invertidos, o que sugere fortemente que a inversao
2j se originou via pareamento intracromossomal e recombinagdo entre as duas
sequéncias homologas inseridas em sitios distantes e em orientacdes opostas.
Segundo os autores, pode-se considerar que estas insercdes eram homadlogas
em aproximadamente 274 pb, e mesmo essa homologia sendo relativamente
pequena, parece ter tamanho suficiente para sustentar uma recombinacao
ectopica em Drosophila. A duplicacdo da sequéncia de 7 pb apds cada
insercao, a presenca de ITRs, e o padréo de hibridag&o in situ moderadamente
repetitivo identificam as insercdes dos pontos de quebra da inversao 2j como

copias de um TE de Classe Il, o qual foi denominado Galileo.

s

O elemento Galileo € um transposon pertencente a superfamilia P de
TEs, e estd presente em seis dos 12 genomas de Drosophila sequenciados.
Dentre estas espécies D. willistoni se ressaltou por ter inferida a maior
quantidade de copias defectivas deste elemento no seu genoma (Marzo et al.,
2008).

Subsequentemente, o elemento Galileo e outros membros de sua familia

(GalileoN e GalileoK, Delprat et al., 2009) tiveram seu envolvimento apontado
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na origem de mais duas inversfes polimorficas do cromossomo 2 de D.
buzzatii: 2q’ (Casals et al., 2003) e 2z° (Delprat et al., 2009). Estes trabalhos
mostraram, por meio de analises citolégicas, moleculares e in silico, que a
origem destas inversdes deveu-se a ocorréncia de recombinagdo ectdpica
entre duas cépias do TE Galileo, presentes nos pontos de quebra dessas

inversoes.

O cromossomo neo-X de D. americana (do grupo virilis), o qual é
derivado de uma fusdo centromérica segregante entre o cromossomo X
(elemento de Muller A) e o cromossomo 4 (Elemento de Muller B) nesta
espécie, esta relacionado a latitude da distribuicdo geogréfica da espécie
(McAllister, 2002). A analise da inversdo 4a deste neo-X por Evans et al. (2007)
apontou a provavel origem desta inversao por meio de recombinacao ectopica
entre duas copias de um elemento repetitivo do tipo-MITE disperso no genoma,
as quais ndo estavam presentes na regido correspondente da linhagem da
espécie sem a inversdo. As caracteristicas desta sequéncia repetitiva que
suportam sua identidade como TE € a presenca de TIRs de 240 pb
flanqgueando uma regido interna de 869 pb. Em comparacdo com as outras
cOpias presentes no genoma, a copia presente no ponto de quebra proximal
aparenta ser um elemento candnico, enquanto que a copia presente no ponto
de quebra distal trata-se de um elemento rearranjado.

Posteriormente, o sequenciamento com baixa cobertura do genoma de
duas linhagens de D. americana, permtiu a comparagdo com D. virilis (outra
espécie pertencente ao grupo virilis). A analise da inversdo Xa fixada em D.
americana e ausente em D. virilis, e da inversao polimérfica 5a, por Fonseca et
al. (2012) alinhou os pontos de quebra de ambas as inversdes entre as duas
espécies. Nas regides onde o alinhamento era corrompido, ocorria sempre a
presenca de uma sequéncia variando entre 500-1130 pb, presentes somente
nas linhagens portando as inversdes. Estas sequéncias mostraram por
BLASTN alta similaridade com uma sequéncia do tipo-MITE incompleta, com
TIRs de 240 pb. Neste estudo, os autores o denominaram de DAIBAM
(Drosophila americana Inversion Breakpoints Associated MITE). Na inversao
Xa foi possivel encontrar claras TSDs e coOpias defectivas do TE DAIBAM
flanqueando a inversdo. J4 na inversdo 5a, as copias do elemento DAIBAM
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flanqueando a inversdo apresentavam mais de 70% de similaridade
nucleotidica. Considerando que as cépias do TE DAIBAM sé&o defectivas e que
as inversfes analisadas sao antigas, os autores inferem que os dados
encontrados suportam a origem das inversdes Xa e 5a por recombinacéo
ectopica entre os elementos DAIBAM presentes nos pontos de quebra destas
inversdes. Foi também constatado que este elemento era 0 mesmo que estava
presente nos pontos de quebra da inversdo 4a, analisada por Evans et al.
(2007). Sendo assim, o elemento DAIBAM é o responsavel pela origem de pelo

menos 20% das inversdes ocorrentes no grupo virilis (Fonseca et al., 2012).

A andlise citolégica dos cromossomos politénicos da espécie Drosophila
mojavensis apresenta 10 inversdes fixadas com relacdo ao arranjo Primirivo |
do grupo repleta; uma no cromossomo X (Xe), sete no cromossomo 2 (2c, 2f,
29, 2h, 2q, 2r e 2s) e duas no cromossomo 3 (3a e 3d). Guillén & Ruiz (2012)
caracterizaram molecularmente os pontos de quebra das sete inversées do
cromossomo 2 desta espécie, comparando o mapa fisico da biblioteca
gendmica de D. buzzatii com o genoma de D. mojavensis pela técnica BAC-
end sequences. Comparac¢des com o genoma de D. virilis (um grupo externo
sem as inversdes) também foram feitas. A partir disto, os pontos de quebra de
todas as 10 inversdes de D. mojavensis foram delimitados. Os pontos de
guebra da inversao 2s apresentaram copias do transposon BuT-5, sendo que a
copia do ponto de quebra distal possuia 981 pb, delimitada por sequéncias de 9
pb AAGGCAAGT e CTGTATAAT; e no ponto de quebra proximal a cépia do TE
BuT-5 tinha 27 pb, sendo que 12 pb eram idénticos a uma das TIRs e os
demais 15 pb eram idénticos a outra TIR, delimitada por sequéncias de 9 pb
ACTTGCCTT e ATTATACAG. As sequéncias ACTTGCCTT e CTGTATAAT
sdo as sequéncias complementares invertidas de AAGGCAAGT e
ATTATACAG, respectivamente e estas caracteristicas apontam que a origem
da inversdo 2s em de D. mojavensis teve sua origem devido a recombinagao

ectdpica entre as duas copias do TE BuT-5 (Guillén & Ruiz, 2012).

Apesar das tentativas de analise dos pontos de quebra de inversdes em
diferentes espécies (Tabela I.1), este campo ainda permanece escasso de
caracterizacdo. Muitas vezes a implicacdo do mecanismo envolvido na origem

das inversdes é ambigua (Richards et al., 2005; Calvete et al., 2012; Puerma et
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al., 2014) e com isto, nem sempre é possivel determinar a provavel génese

destes polimorfismos.

Neste contexto, novamente a D. willistoni, com seu amplo polimorfismo
cromossOmico e disponibilidade de um genoma sequenciado, pode ser muito
informativa acerca dos mecanismos envolvidos na génese dos rearranjos

cromossOmicos em eucariotos.

I.5 - Drosophila willistoni como organismo modelo para os estudos de

inversdes cromossdmicas

Drosophila willistoni pertence ao grupo willistoni do subgénero
Sophophora, o qual é constituido por 24 espécies (Bachli, 2015), apresentando
distribuicdo geogréfica essencialmente Neotropical e sendo subdivididas em
trés subgrupos: o subgrupo willistoni de Drosophila, que compreende seis
espécies cripticas (morfologicamente muito semelhantes): D. willistoni, D.
paulistorum (constituida por seis semi-espécies), D. tropicalis, D. equinoxialis,
D. pavlovskiana e D. insularis (provavel ancestral que deu origem a todo o
subgrupo (Rohde et al., 2006; Robe et al., 2010); subgrupo bocainensis, com
12 espécies e subgrupo alagitans com seis espécies (Bachli, 2015). A D.
willistoni tem a maior distribuicdo dentre as espécies desse grupo, sendo
encontrada desde a Flérida e México, até o sul do Brasil, Uruguai e Argentina;
do Oceano Atlantico ao Pacifico, exceto em areas de grande altitude e desertos
(Spassky et al., 1971; Ehrmann & Powell, 1982).

O cariotipo basico de D. willistoni, o qual se estende para as demais
espécies do grupo, é constituido por dois pares de cromossomos metacéntricos
(o par sexual e 0 segundo cromossomo) e um par acrocéntrico (terceiro
cromossomo) (Dobzhansky, 1950). A nomenclatura dos cromossomos
politénicos correspondentes, definidos por Dobzhansky (1950) é: XL e XR
(brago direito e esquerdo do cromossomo X), IIL e IIR (brago esquerdo e direito

do segundo cromossomo) e Il (0 cromossomo acrocéntrico).
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Muller (1940), por meio de andlises de mapas de ligacdo de distintas
espécies, observou que os marcadores génicos tendiam a se agrupar no
mesmo cromossomo, ressaltando uma caracteristica da organizagdo genémica
das espécies do género Drosophila: a de que o conteddo génico nos
Cromossomos entre estas espécies € altamente conservado, e a reorganizacao
espécie-especifica deve-se as inversdes paracéntricas e eventos de fusbes e
fissGes que ocorreram ao longo da historia evolutiva das diferentes espécies
(Bhutkar et al., 2008). De acordo com isto, o complemento cromossémico das
espécies do género Drosophila sdo organizados em Elementos de Muller que
se denominam de A-E, conforme seus respectivos contedados génicos, tomando
como base o conteudo génico dos cromossomos da espécie D. melanogaster,
a qual possui n=4; sendo que o cromossomo X €& acrocéntrico (Elemento A), o
cromossomo Il é metacéntrico (Elementos B e C), o cromossomo Ill também

metacéntrico (Elementos D e E), e o cromossomo pontual IV (Elemento F).

Em conformidade com esta designacao, os cromossomos de D. willistoni
vém sendo tradicionalmente classificados como: bragos cromossomicos XL e
XR, Elementos de Muller A e D respectivamente; bracos cromossdmicos IIL e
IIR, Elementos de Muller C e B respectivamente (Capitulo Ill, Figura 1ll.1); e

cromossomo lll, Elementos de Muller E+F.

z

Do ponto de vista cromossémico, D. willistoni € claramente a espécie
mais polimorfica do grupo e também uma das mais polimérficas do género
Drosophila (revisdes em Ehrman & Powell, 1982; Valente & Morales, 1985;
Valente & Araujo, 1985, 1986; Valente et al., 2001; Rohde & Valente 2012).
Este polimorfismo diz respeito as inversdes do tipo paracéntricas, embora um
caso de inversdo pericéntrica muito frequente tenha sido registrado em
populacdes de D. willistoni no continente e ilhas de Santa Catarina, no sul do
Brasil por Rohde et al. (2005).

A Tabela Anexo 2 (pag. 217) apresenta um sumario histérico dos
estudos realizados sobre os cromossomos e 0 polimorfismo cromossémico de
D. willistoni e suas espécies cripticas. Claramente esta espécie ressalta-se na
quantidade de estudos e dados disponiveis. Entretanto, a descricdo do

polimorfismo cromossémico desta espécie se apresentava geralmente bastante



58

confusa e imprecisa, sendo que uma tentiva de sistematizacdo foi feita por
Rohde & Valente (2012).

[.5.1 - Drosophila willistoni na Era Gendmica

O primeiro genoma disponivel de uma espécie do género Drosophila foi
o da D. melanogaster, ha 15 anos (Adams et al., 2000). Cinco anos depois D.
pseudoobscura teve seu genoma sequenciado (Richards et al., 2005).
Subsequentemente, um Consoércio multinacional foi estabelecido para
sequenciar o genoma de mais 10 espécies de Drosophila. A Unica espécie
Neotropical escolhida foi a D. willistoni, e para tal, nosso grupo de pesquisa do
Laboratorio de Drosophila, do Departamento de Genética da UFRGS, foi
convidado a participar em funcdo da longa trajetéria de conhecimento acerca
desse organismo. O resultado deste enorme esforco foi a publicacédo "Evolution
of genes and genomes on the Drosophila phylogeny" (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007).

Atualmente, cerca de 25 espécies de Drosophila ja tiveram seus
genomas sequenciados, embora alguns ndo estejam totalmente montados e
com cobertura satisfatoria; e apesar das similaridades entre as diferentes
espécies, muitas peculiaridades e diferencas tém sido encontradas. Os estudos
comparativos desses genomas estdo permitindo um avanco sem precedentes
no entendimento da evolucédo biolégica, e das diferencas subjacentes as
variaveis de comportamento e ecologia de organismos relacionados. Entre
esses estudos, D. willistoni vem se destacando com diversas peculiaridades,
ressaltando-se entre estas a inferéncia do menor nivel de uso preferencial de
coédons (Vicario et al., 2007), a virtual auséncia de selenoproteinas (Chapple &
Guigd, 2008) a segunda maior propor¢cdo de TEs de diferentes familias
(Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007), o maior conteudo de regides
potencialmente codificantes entre as demais espécies (65,4 Mb), a maior
proporcao de introns (23,5 Mb) e o maior conteido de tRNA, com 484 genes
de tRNA anotados (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).
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Desde entdo, novas liberacbes (ou "releases") de varios desses
genomas tém sido feitas, destacando-se as de D. melanogaster, para a qual ja
se tem dados de transcriptoma e anotacédo de TES; e também grandes avancos
na caracterizacdo do genoma de D. pseudoobscura. Neste particular, o
genoma da Drosophila willistoni, o udltimo a ser sequenciado, ainda se
apresenta sem muitos aprimoramentos desde seu sequenciamento inicial,
sendo que desde 2007 até o presente momento, somente uma nova inferéncia
de genes foi estabelecida em Fevereiro de 2015. Esta recente atualizacédo se
baseou na predicdo génica desenvolvida pelo banco de dados NCBI (Geer et
al., 2010), a qual utiliza uma combinacao de buscas por sequéncias homadlogas
e uma predicao inicial (ab initio) (Thibaud-Nissen et al., 2013); a inferéncia
génica final é estabelecida pelo programa Gnomom (Souvorov et al., 2010).
Com isso, uma ampla revisdo das coordenadas dos diversos genes foi
estabelecida, bem como alguns tiveram suas anotacdes retiradas, e outros

foram inseridos.

Uma dificuldade inerente ao processo de sequenciamento de D. willistoni
deve-se ao seu extenso polimorfismo cromossémico para inversdes (revisdes
em Ehrman & Powell, 1982; Rohde & Valente, 2012), que ocorre em
populacées naturais, ao longo da sua ampla distribuicdo geografica (do sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina - Spassky et al., 1971). Assim, a
linhagem de D. willistoni primeiramente sequenciada foi a Gd-H4-1, procedente
da llha Caribenha de Guadalupe; e resultado de varias geracdes de
cruzamentos irma-irméo, a fim de obter uma linhagem monocariotipica (sem
inversfes segregantes). Este endocruzamento, produzido artificialmente,
comprometeu a estabilidade da linhagem, jA que a espécie é naturalmente
polimoérfica. Além disso, a atual linhagem cujo arranjo cromossémico foi
considerado padrao ("standard"”) para a espécie (Regner et al., 1996), e cujo
fotomapa foi aperfeicoado posteriormente por nosso grupo de pesquisa
(Schaeffer et al., (2008; Rohde & Valente, 2012), foi a estirpe Wip-4, coletada
pelos pesquisadores A.R. Cordeiro e Helga Winge na cidade de Ibirapitanga
(Bahia, Brasil) na década de 1960. Essa linhagem, de facil manutengcdo em
laboratorio, apresenta o padrdo de bandas dos cromossomos politénicos

similar ao do mapa de referéncia de Dobzhansky (1950), desenhado em
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camara clara, com base em uma linhagem de Belém (Para, Brasil) que néo se

encontra mais disponivel.

Sendo a caracteristica que mais se destaca em D. willistoni a ocorréncia
de elevado polimorfismo para inversdes paracéntricas, esta espécie se torna
um intrigante modelo biolégico para diferentes pesquisas em genética evolutiva
e de populacdes, especiacdo, ecologia e evolugdo molecular. A
disponibilizagcdo do genoma desta espécie traz novos desafios e motivacdes
para o prosseguimento do estudo do polimorfismo cromossémico neste
organismo-modelo tdo peculiar; agora com um enfoque na génese de suas
inversées cromossdmicas, com o uso de modernas ferramentas da Gendmica

gue se somam ao soélido conhecimento acerca de sua Citogenética.
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OBJETIVOS

- Objetivo geral

Contribuir para o0 conhecimento dos mecanismos geradores de
rearranjos cromossdmicos em eucariotos, em especial do organismo modelo

Drosophila willistoni, por meio de analises citogenémicas.

- Objetivos especificos

- Estabelecer a precisa diferenciacdo do arranjo cromossomico do braco
IIL entre o fotomapa e a linhagem sequenciada Gd-H4-1 de Drosophila
willistoni, a fim de que se possa estabelecer a linhagem Gd-H4-1 como a
padrdo para as analises dos pontos de quebra nesta espécie (Capitulo lll,

Tépicos lll.1 e 1I1.2).

- Aumentar o mapeamento fisico de marcadores genéticos no genoma
de Drosophila willistoni, estabelecendo sua posiCcdo NOS Cromossomos
politénicos da espécie. Esta abordagem pretende aprimorar a primeira
montagem do genoma de Drosophila willistoni, determinando com maior
precisdo a ordem e a orientacdo dos scaffolds estabelecidos (Capitulo lll,

Topico 1l1.3 e Capitulo V).

- Estabelecer no genoma da linhagem sequenciada Gd-H4-1, e na
linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni, os genes e outras sequéncias que
delimitam os pontos de quebra da inverséo IIL-H (no cromossomo Il), a fim de
gue se possa posteriormente inferir a possivel origem desta inversdo por meio
de uma analise comparativa dos pontos de quebra em ambas as linhagens,
bem como a influéncia desta inversdo na estrutura e funcdo das demais

sequéncias flanquadoras (Capitulo IIl, Topico II1.4).
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CAPITULO Il

Il - Materiais e Métodos

1.1 - Populacbes utilizadas e manutencdo dos estoques de Drosophila

willistoni

As populacdes estoque de D. willistoni foram mantidas como culturas
massais, em meio de cultura padrdo estabelecido por Marques et al. (1966),
dentro de camaras de temperatura e umidade constante (a 18 °C ou a 22 °C +
1 grau e 60% de umidade relativa); no Laboratério de Drosophila da UFRGS. A
manutenc¢ao dos estoques foi feita semanalmente.

As linhagens de D. willistoni utilizadas no presente estudo sdo descritas

na Tabela Il.1.

Tabela I1.1: Local e ano de coleta das linhagens de Drosophila willistoni

analisadas no presente estudo.

Linhagem Local Ano de Coleta
Gd-H4-1 Guadalupe, Caribe 1991
SG12.00 Montevideo, Uruguai 2000

A linhagem Gd-H4-1 de D. willistoni teve seu genoma totalmente
sequenciado em 2006/2007. Dada a natureza altamente polimorfica para
inversbes cromossdmicas da espécie (Rohde & Valente, 2012), o
sequenciamento exigiu a padronizacdo monomorfica desta linhagem por meio

de endocruzamentos. Sendo assim, esta linhagem passou por nove geracdes



63

de endocruzamentos programados, e com isso, virtualmente obteve-se uma
linhagem sem a presenca de inversdes segregantes, e portando um arranjo
especifico fixado para cada cromossomo (Drosophila 12 Genomes Consortiun,
2007).

A linhagem SG12.00 (cd®>®**%), com fenétipo mutante cardinal para a
cor dos olhos (uma mutacéo recessiva - Soler & Gofii, 2012), foi estabelecida a
partir de alguns individuos que emergiram dentro da primeira ou segunda
geracdo da linhagem isofémea SG2.00 (a qual foi estabelecida a partir de uma
fémea individual inseminada), coletada no ano 2000 na Faculdad de
Agronomia, Montevideo (Uruguai). Esta estirpe mutante tem sido mantida em
condi¢cdes de laboratério para analises de alelismo, desequilibrio de ligacao
génica (Soler & Gofii, 2012) e analises citogenéticas (Gofi & Valente, 2012).

A linhagem SG12.00 apresenta a inversdo IIL-H em condicdo
homozigotica (ver Tabela 1 e Figura 1E em Gofi & Valente, 2012), com relacao
ao fotomapa da espécie (Schaeffer et al., 2008). Essa linhagem apresenta a
sequéncia padrao nos bragos XL, XR e 2R, e segrega trés inversodes
paracéntricas no cromossomo Il (llI-J, 1lI-B e IllI-A, Gofii & Valente, 2012);
provavelmente derivadas de populacdes altamente polimérficas para inversdes
presentes na Faculdade de Agronomia, Montevideo, Uruguai (Valente et al.,
2001; Valente et al., 2003).

A disponibilidade de individuos com boa viabilidade, a partir de um
estoque de D. willistoni com a inversdo lIL-H fixada, fornece um excelente
material para as abordagens moleculares dos pontos de quebra desta inversao
gue ocorre na natureza. A inversao lIL-H caracteriza-se por ser uma inverséao
telomérica, entre as secfes 53A e 55B, e € amplamente distribuida ao longo da

distribuicdo geografica meridional da espécie (Rohde & Valente, 2012).

Estas duas populagcbes foram empregadas por apresentarem arranjos

cromossomicos distintos e fixados no bragco cromossémico IIL.
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II.2 — Andlises citogenéticas

[1.2.1 — Citologia classica dos cromossomos politénicos

Para as andlises citogenéticas, as quais necessitam de larvas em
terceiro estagio de desenvolvimento, as duas linhagens receberam tratamento
diferencial. As linhagens estoques foram mantidas em camara com
temperatura de 22 °C + 1 grau e 60% de umidade relativa. A cada trés dias, 0s
adultos foram repicados, e os vidros contendo somente os ovos e larvas de
primeiro estagio foram passados para a camara de temperatura 18 °C + 1 grau
e 60% de umidade relativa. A alimentacdo das larvas se deu a cada intervalo
de um dia, com levedura fresca (fermento comercial). Em aproximadamente
7/10 dias foram obtidas as larvas de terceiro estagio para 0 uso nas

prepara¢des cromossomicas.

A citologia classica foi empregada para a obtencédo de bons preparados
citolégicos dos cromossomos politénicos das populacdes utilizadas neste
estudo (Tépico Il.1 deste capitulo), a fim de caracterizar o padrdo de bandas e
o polimorfismo cromoss6mico destas. Para obter preparados citolégicos de boa
qualidade, sdo necessarias diversas etapas essenciais. Estas incluem a
obtencdo e tratamento das larvas (conforme descrito acima), tratamento de
laminas e laminulas (Veja Apéndice |, pag. 93), dissecacdo das glandulas
salivares, e preparacdo cromossdmica. As duas Ultimas etapas sdo descritas

abaixo.

Dissecacdo das glandulas salivares: As glandulas salivares de larvas em
terceiro estagio de desenvolvimento apresentam o mais elevado grau de
politenia. Estas glandulas foram dissecadas em Solucéo fisiologica 0,9% de
NaCl com o auxilio de pinga e agulha histoldgica, e depois transferidas para

uma lamina.

Preparacdo cromossdmica: Na lamina previamente tratada, as glandulas
salivares foram fixadas com uma gota (20 pL) de solucdo de acido acético
45%, por um periodo de 30 segundos a 1 minuto. Apds, o excesso de fixador
foi retirado e acrescentou-se uma gota de orceina-acéto-lactica 5% por 5
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minutos. Retirado o excesso de corante, as glandulas salivares foram
submetidas a estresse osmatico com solucdo de acido acético-agua-acido
lactico na razdo 3:2:1 (v/v) por 3 minutos. Apds esse tempo, uma laminula
extremamente limpa foi colocada sobre o material. A ruptura das células, e o
espalhamento dos cromossomos, foram obtidos por batidas, com o auxilio de
um objeto pontudo, sobre a laminula. Por fim, com o auxilio de um papel
absorvente, foi realizado o esmagamento (squash) para aplanar o material.
Com excecdo da solucdo do corante, as solugbes fixadoras &cidas foram
preparadas no momento do uso.

Subsequentemente, os preparados cromossémicos obtidos foram todos
analisados com o uso de microscopio de contraste de fase NIKON Optiphot-2
ou Zeiss. A comparacdo do padrdo de bandas foi feita com relacdo ao
fotomapa da espécie (Shcaeffer et al., 2008). Os melhores preparados foram
selados com esmalte comercial, e documentados via a captura de imagens por
camara digital Moticam Package (Moticam3 com 3.0 MP e Motic Images Plus
2.0) ou Sony DSC-H50 acopladas ao microscépio. As imagens obtidas foram

processadas com uso do programa Adobe Photoshop® CS6.

Preparacdes cromossémicas de boa qualidade sdo aquelas onde os
cromossomos de cada linhagem aparecam espalhados, de forma que cada
braco cromossdmico possa ter seu padrdo de bandas reconhecido e ser

analisado.

[1.2.2 - Hibridagéo in situ ndo fluorescente (HIS)

Para a localizacdo precisa das sequéncias de interesse nos
cromossomos politénicos foi utilizada a técnica de hibridacdo in situ néo
fluorescente (do Inglés In situ Hybridization - HIS), uma vez que ela preserva o
padrdao de bandas e é recomendada para mapeamento fisico de alta qualidade
(Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007). A técnica se utiliza de uma
propriedade inerente dos acidos nucléicos que é a complementaridade de
bases com formacao de duplexes. Consiste basicamente no pareamento de
determinado segmento de DNA ou RNA, com uma sequéncia de nucleotideos
complementar situada dentro da célula, visando verificar se a célula possui

essa sequéncia e qual a sua exata localizacdo (Guerra, 2004). O processo da
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HIS consiste nas etapas de: preparacdo citolégica, marcacao da sonda, pré-
hibridizacdo, hibridagdo in situ propriamente dita, pds-hibridacdo, deteccéo,

revelacéo e visualizagéo.

- Preparacéo citoldgica

As glandulas salivares de larvas bem alimentadas e em terceiro estagio
de desenvolvimento sdo dissecadas em Solucéo fisiologica 0,9% de NaCl. Em
uma laminula extremamente limpa coloca-se uma gota de solucdo &cido
acético-agua-acido lactico na razédo 2:2:1 (v/v). A glandula salivar dissecada e
limpa repousa neste fixador por 4 minutos. Apés, acopla-se a lamina tratada
(Veja Apéndice 1, pag. 90) e com o auxilio de um objeto pontudo, faz-se o
espalhamento do material. Por ultimo, com o auxilio de um papel absorvente,

faz-se 0 esmagamento para aplanar o material.

Os melhores preparados cromossémicos sdo armazenados em posicao
horizontal a 4°C pelo periodo de uma noite. No outro dia, estas laminas séo
imersas em nitrogénio liquido até o resfriamento total. Subsequentemente, com
o auxilio de uma lamina de aco, as laminulas sao retiradas e entdo as laminas
sdo imersas em etanol 95 GL, por pelo menos 15 minutos. Apds, é realizada a
secagem em TA, e nova inspecdo em microscopio de contraste de fase. Os
preparados cromossOémicos que permeneceram em condi¢cdes ideais para o

uso sdo armazenados a 4°C.
- Marcacéo da sonda

A marcacao fez-se de maneira direta peka técnica da PCR, com biotina-
14-dUTP do kit Biotin PCR Labeling Core (Jena Bioscience). Este kit fornece
Taqg DNA polimerase (2 U/uL), tampdo PCR 10x, mix de nucleotideos (1 mM
dATP; 1 mM dCTP; 1 mM dGTP; 0,5 mM dTTP; 0,5 mM Biotina-dUTP; pH 7.5)
e agua. Ele incorpora uma porcentagem aleatéria de Biotina-dUTP ao longo
das sinteses das novas fitas copias da sequéncia de interesse na PCR. O
volume da reacao foi ajustado das recomendacdes do fabricante, de 20 pL para

50 L finais.
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5 yL - Tampéo 10x

5 pL - Mix Nucleotideos

1 pL - Tag DNA polimerase

2 uL - Primer senso (estoque a 10 uM)

2 UL - Primer antisenso (estoque a 10 puM)
50 ng - DNA

H,O — completar para 50 pL

As condi¢des do ciclo da PCR seguem as sugestdes dadas pelo fabricante:

94°C — 2 minutos - Desnaturagéo inicial

94°C — 30 segundos - Desnaturacéo

50-60°C — 30 segundos - Anelamento dos primers 30 vezes
72°C — 1 minuto/kb - Elongacao

72°C — 5 minutos - Elongacéo final

A temperatura de anelamento e tempo de extensdo foram ajustados
conforme o par de primers utilizado e o tamanho do fragmento amplificado.
Apds a PCR, foram aplicados 3 puL das amostras em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio ou GelRed™ (Biotium), e submetidos a migracéo
em Tampdo TAE 1X a 75V. A visualizacdo deu-se em transluminador
ultravioleta (UV). Os produtos da PCR com resultado positivo (ou a excisdo da
banda do fragmento de interesse) foram purificados com NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL) ou com illustra GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Subsequentemente, os produtos da
PCR marcados e purificados foram quantificados em Qubit Fluorometric 1.0
(Invitrogen) ou NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Cientific).

Foram utilizados dois tipos de sequéncias genbmicas como sondas:

sequéncias génicas e sequéncias de regides intergénicas.

O protocolo para HIS utilizado foi o de Biémont et al. (2004), com

menores modificagdes, conforme segue abaixo.
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- Pré-hibridacéo

E o tratamento do material citolégico que visa a impedir desidratacdo deste
material para a ndo dissolugéo da sonda, bem como a interagcdo da sonda com

alguma proteina basica. Consiste em:

Imersdo em 2x SSC a 70°C por 30 minutos
Enxague em 2x SSC a TA

Imersao em etanol 70 GL por 5 minutos
Imersdo em etanol 95 GL por 10 minutos

Secagem em TA por pelo menos 20 minutos

- Hibridacéo

Ocorre a desnaturacdo da sonda e do material citolégico, seguido da
hibridacdo dos acidos nucléicos por complementaridade. A desnaturacdo neste
protocolo € quimica, onde as proteinas associadas ao DNA sé&o corroidas e as

bases nitrogenadas ficam livres para o encontro com a sonda. Os passos sao:

Imersdo em NaOH 0,07 N por 2 minutos e 10 segundos

Enxague em 2x SSC

Imersdo em etanol 70 GL por 5 minutos

Imersdo em etanol 95 GL por 10 minutos

Secagem em TA por pelo menos 20 minutos
A preparacdo da sonda que se vai aplicar no preparado cromossdémico ocorre
da seguinte forma:

Acrescentar de 100-150 ng do produto da sequéncia obtida por meio da
marcacao pela técnica da PCR, em um volume final de 30 pL completados com
H,O ultrapura

Desnaturar a sonda a 100 °C por 10 minutos

Imediatamente, banho de gelo por 3 minutos

Dar um spin

Acrescentar 50 pL de solugéao de hibridacdo (10 pL 20x SSC + 10 pL de
dextran sulfato 50% + 30 uL de formamida — para sondas homaélogas).

Dar um vortex para homogeneizar
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Aplicar todo o contetdo acima no preparado cromossémico, e cobrir com
laminula

Colocar as laminas em camara Umida na posi¢cdo horizontal e deixar a
hibridagdo ocorrendo por 16 horas (maximo 20 horas) a 37°C para sondas

homologas, e a 25°C para sondas heterologas.
- Etapa P6s-hibridacéao

Nesta etapa séo feitas as lavagens de estringéncia para garantir a maxima
quantidade de nucleotideos marcados hibridados com seu sitio complementar

especifico, o que ir4 evitar marcacdes inespecificas. Consiste em:

Imersdo em 2x SSC a 37 °C por 10 minutos

Repetir 0 passo acima

Enxdgue em 2x SSC a TA

Enxague em 0,1% Triton-X-100 em 1x PBS por 5 segundos
Repetir o passo acima

Enxague em 1x PBS
- Etapa de Deteccéao

Para a deteccao dos sinais de hibridag&o utilizou-se o kit de sistema indireto de
deteccdo enzimética ABC Elite Vectastain (Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, USA), baseado no reconhecimento e na ligacao irreversivel da

biotina (vitamina H) a glicoproteina Avidina. A solugéo é preparada com:

210 L de 1x PBS

3,5 pL de Reativo A (Avidina DH)

3,5 UL de Reativo B (Peroxidase biotinilada)

Vortex para homogeneizar

Repousar no minimo 15 minutos a TA. A preparagdo da solucdo de
detecc¢do deve iniciar juntamente com as primeiras lavagens de estringéncia.

Aplicar 20 pL em cima do preparado cromossbmico e cobrir com
laminula.

Colocar as laminas em camara Uumida na posicdo horizontal por 30

minutos a 37°C.
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- Etapa de Revelacéo

Para a revelacdo dos sitios de hibridacdo positivos detectados pela
reacao enzimatica, utilizou-se DAB Substrate (Roche). Para tal, mistura-se 105
uL de DAB (3,3-Diaminobenzidina) + 945 pL de tamp&o. A reacdo que ira
revelar os sitios de hibridagdo consiste na oxidacdo do DAB por meio da
peroxidacdo dos ions peroxido presentes no buffer, pela enzima peroxidase
neste momento ja complexada a sonda conforme descrito no item Deteccéo.

Aplicar 200 pL da solugdo DAB + Tampdo sobre o preparado
cromossOmico e cobrir com laminula.

Colocar as laminas em camara Umida na posicdo horizontal por 45
minutos

Enxague em 0,1% Triton-X-100 em 1x PBS por 5 segundos

Enxague em 1x PBS

A Figura 1.1 mostra uma esquematizacdo do sistema de revelacédo e

deteccao utilizados na presente Tese.

Apés a Etapa da Deteccdo, os cromossomos politénicos sdo corados
imergindo as laminas por 5 minutos em solucdo de corante Giemsa 5%,

conforme abaixo especificado.

Solucao de Giemsa 5%

2,5 pL de corante Giemsa (New Prov®)

50 uL de tampao fosfato (Veja Apéndice |, pag. 94)
Imersé&o por 5 minutos

Enxaguar abundantemente com agua corrente

Secar

Para a montagem permanente das laminas foi utilizado EUKITT®
(Panreac) ou Eukitt® quick-hardening mounting médium (SIGMA-ALDRICH). As
melhores marcacdes obtidas foram fotografadas em fotomicroscépio com
contraste de fase, analisadas e processadas com o programa Adobe
Photoshop® CS6.



71

Sequéncia

3o HRRRRRRR

Sonda

0 Biotina

Avidina

Peroxidase
bictinilada

N

Substrato Sinal
DAB

Figura Il.1: Representacdo esquematica do sistema indireto de deteccédo e
revelacdo utilizados na hibridagdo in situ ndo fluorescente. As sondas
marcadas com biotina-14-dUTP s&o reconhecidas pela proteina Avidina, a qual
possui quatro sitios de ligacdo de alta afinidade para Biotina. Esta Avidina é
complexada com a enzima Peroxidase, a qual é também biotinilada, de acordo
com especificacbes do kit ABC Elite Vectastain (Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, USA), ndo representado com fidelidade na figura. Esta enzima
atuard no seu substrato, o Peroxido de Hidrogénio, o qual se encontra
homogeneizado ao DAB (3,3'-Diaminobenzidina). Esta reagédo oxida o DAB, o
que resultard em uma coloracdo marrom escuro-preta na regido, visivel sob
microscopia Optica. Retirado e modificado de Jena Biosciensce, disponivel
online:
https://www.jenabioscience.com/images/741d0cd7d0/bro_FluorescentProbes
WEB.pdf
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[1.3 - Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbdmico foi extraido por fenol-cloroférmio a partir de moscas
adultas de acordo com o meétodo aprimorado de Sassi et al. (2005),
amplamente utilizado por nosso grupo de pesquisa. A metodologia empregada

esta descrita no Apéndice | (pag. 93).

I1.4- Estabelecimento das sondas no genoma

As sequéncias utilizadas como sondas foram analisadas com base no
genoma da linhagem Gd-H4-1 de D. willistoni (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007), Release 1.04, disponivel no banco de dados Flybase - A
Database of Drosophila Genes & Genomes (St. Pierre et al., 2014). Estas
sequéncias eram preferencialmente pertencentes as regiées exodnicas, por
estas serem mais conservadas; embora de acordo com a necessidade também
foram feitas sondas em regido intrénica e intergénica. Entretanto, evitou-se que
nestas sequéncias contivessem algum dominio repetitivo proteico, bem como

algum TE inserido.

A inferéncia de dominio repetitivo proteico foi feita por BLASTN nos
bancos de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014; Configuracdes: Database:
Genome Assembly, Species: D. willistoni, Advanced Settings: padrao do banco
de dados) e no banco de dados NCBI (Geer et al., 2010; Configuracoes:
Database: Others — Nucleotid Colletion: nr/nt, Organism: D. willistoni, Optime
for: Somewhat similar sequences, Expect threshold: 7). Deu-se preferéncia

para a escolha de sequéncias com um unico hit significativo (e-value 0,0).

Por sua vez, a inferéncia de TEs foi feita pela submissédo da sequéncia
de interesse para sonda no banco de dados Repbase (Jurka et al., 1996), o
qual faz buscas por meio do programa Censor (Kohany et al., 2006;
Configuracdo: Sequence Source: All). Sendo assim, a sequéncia era

comparada com todos os TEs presentes no banco de dados, descritos para
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diferentes organismos. Deu-se preferéncia para a escolha de sequéncias sem
a presenca de TEs descritos para o género Drosophila, uma vez que a
estringéncia para nenhuma sequéncia que contivesse TEs de outros

organismos tornaria inviavel a determinacéo das sondas.

[I.5 — Desenho de primers

Os primers para amplificacdo das sondas foram desenhados baseados
no genoma da linhagem Gd-H4-1 de D. willistoni (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007), disponivel no banco de dados do Flybase - A Database of
Drosophila Genes & Genomes (St. Pierre et al. 2014), Release 1.04. Para tal,
utilizou-se o programa de desenho manual Primer Designer v.1.01 (Scientific
and Educational Software) com as seguintes especificagbes: tamanho 20 pb;
40% minimo e 60% maximo de conteudo GC; néo aceitar repeticbes de trés
nucleotideos iguais (trés runs), temperatura de anelamento entre 50-60°C. De
preferéncia o nucleotideo 3' terminal do primer G ou C, e se evitou dimeros de

primers acima de 3 pb.

[1.6 — Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e medicdo dos

fragmentos

A reacédo de amplificacao realizou-se em termociclador Master Cycler
PTC-100™ (MJ Research, Inc) e T-100™ (BIO-RAD) utilizando-se um volume
total de 20 pL contendo 25 ng de DNA gendmico, 1x buffer de reagéo, 0,4 uM
de cada primer (senso e antisenso), 2,5 yM de dNTPs, 1,0 mM de MgCl, e 1,5
unidade de Tag DNA polimerase, recombinate (Invitrogen).
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As condigdes do ciclo da PCR seguiram as sugestdes dadas pelo fabricante:

95°C — 3 minutos - Desnaturagéo inicial

95°C — 30 segundos - Desnaturacéo

50-60°C — 30 segundos - Anelamento dos primers 30 a 36 vezes

72°C — 1 minuto/kb - Elongacao

72°C — 5 minutos - Elongacéo final (10 minutos para as sequéncias que seriam
clonadas)

A temperatura de anelamento e tempo de extensdo foram ajustados
conforme o par de primers utilizados e o tamanho do fragmento amplificado.
Apos a PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etidio ou GelRed™ (Biotium), e submetidas & migracdo em
Tampado TAE 1X a 75V. A visualizacdo deu-se em transluminador ultravioleta
(UV). Os fragmentos obtidos foram comparados com o marcador de peso
molecular 7 Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen) com relacdo ao seu tamanho

em pares de base esperado.

1.7 — Clonagem

As sequéncias dos genes Dwi\GK21049 e Dwi\GK21115, tiveram suas
bandas excisadas do gel de agarose e purificadas com o Kit GFX™ PCR and
Gel Band Purification (GE), para ligagao ao vetor plasmidial pGEM -T Easy
Vector System (Vector Systems | of Promega, Madison, WI, USA).
Subsequentemente, estas sequéncias foram transformadas por choque térmico
na linhagem TOP 10 de Escherichia coli. Estas sequéncias serdo utilizadas
como sondas para a varredura dos pontos de quebra da inversédo IIL-H no
genoma da linhagem SG12.00 do Uruguai.

Na Tabela 1.2 encontram-se o0s primers especificos utilizados para a
amplificacdo dos fragmentos dos genes Dwi\GK21049 e Dwil\GK21115 para a

clonagem.
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Tabela 11.2: Primers e regido gendmica dos genes clonados Dwi\GK21049 e
Dwi\GK21115. Numero do scaffold corresponde ao material disponivel no
banco de dados FlyBase (St. Pierre et al., 2014) e corresponde aos quatro

altimos numeros, os quais todos comecam com scf2_110000000.

; Regido
o ] Numero do .
Nome do Sequénciado Primer 5' - 3' gendmicada
. scaffold o
Gene Primer sequéncia
DWil\GK 210149 74L GCCAACTCGTGATATTCTTG 4851 513.104 -
74R TGGCAAGGAACCTCCAGAGA 513.540
DWi\GK21115 75L TTGCATTCGTGGATAAAT 4851 517.004 —
75R ACACGTTCACGAGGTACTT 517.315

Apbs a clonagem, a extracdo dos plasmideos com a sequéncia de
interesse foi feita por protocolo de lise alcalina conforme Sambroock & Russel

(2004), com pequenas modificacdes (detalhes Veja Apéndice I, pag. 98).

I1.8 - Sequenciamento

As sequéncias de interesse foram sequenciadas automaticamente com
0s primers universais M13 (senso e antisenso), ou com seus primers
especificos, pela empresa de sequenciamento Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

Para tal, utilizou-se 10 pL do produto da PCR destes primers, 0s quais
para o envio foram purificados com Exonuclease | (USB) e Shrimp Alkaline
Phosphatase (USB). Ambos foram acrescentados a amostra, a qual foi
submetida a 37°C por 30 minutos, seguido de inativagdo das enzimas a 80°C

por 15 minutos em termociclador.
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[1.9 - Andlise das sequéncias

As andlises dos cromatogramas, edicdo e montagem foram feitas nos
programas do Staden Package (Staden, 1996). A comprovagcao da sequéncia
foi feita por BLASTN nos bancos de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014) e
NCBI (Geer et al., 2010), utilizando como sequéncia de busca (query) a

sequéncia consenso obtida.

[1.L10 — Determinacdo da diferenca do padrdo de bandas do brago
cromossdmico IIL da linhagem sequenciada de Drosophila willistoni com

relacdo ao fotomapa da espécie

Esta andlise consistiu na comparacdo do padrdo de bandas entre o
fotomapa de D. willistoni (Schaeffer et al., 2008) e a linhagem sequenciada Gd-
H4-1, a fim de estabelecer, de maneira clara e definitiva, um correto
alinhamento entre o padrdo citolégico e o padrdo gendmico desta ultima
linhagem. As preparacfes citolégicas foram feitas, analisadas e
fotodocumentadas conforme a técnica de citologia classica (Tépico 11.2.1 deste

capitulo).

[1.11 — Cruzamentos entre as linhagens Gd-H4-1 e SG12.00 de Drosophila

willistoni

Foram feitos cruzamentos reciprocos entre as linhagens Gd-H4-1
(linhagem sequenciada) e SG12.00. Para tal, foram capturados dos estoques, a
cada 3 h, fémeas e machos virgens. Um macho e uma fémea foram postos
para cruzarem em tubos de cultivo de 50 mL, contendo meio de cultura padréo
(Marques et al., 1966). Apdés quatro dias, os casais foram passados para um
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tubo com meio de cultivo novo, onde permaneceram por uma semana para
ovoposicao das fémeas. A partir dai, as larvas emergentes foram alimentadas
diariamente, até a obtencdo de larvas em terceiro estagio de desenvolvimento
ideais para o uso. As preparagles citolégicas foram feitas, analisadas e
fotodocumentadas conforme a técnica de citologia classica (Tépico 11.2.1 deste

capitulo).

[1.L13 - Mapeamento de marcadores genéticos no cromossomo Il de

Drosophila willistoni

Os bracos cromossomicos IIL e IIR de D. willistoni correspondem a
montagem de oito scaffolds em cada um, no genoma publicado da espécie.
Para esta montagem, fizeram-se analises da conservacdo dos blocos
sinténicos, em comparacdo com as outras espécies também sequenciadas.
Para comprovar a montagem e orientacdo dos scaffolds nesses bracos
cromossbémicos, foi estabelecido um marcador genético, para ser utilizado
como sonda, para cada um dos scaffolds na linhagem sequenciada Gd-H41,
com excecao dos scaffolds 4577 (IIL) e 4558 (lIR), para os quais foram
estabelecidos dois marcadores.

Adicionalmente, foi estabelecido um marcador genético para o braco XL
e o cromossomo lll, e dois marcadores para o braco XR, a fim de que se
pudesse obter uma breve visualizacdo acerca da montagem dos scaffolds
nestes cromossomos.

As Tabelas 11.3 e 11.4 apresentam os marcadores utilizados nesta analise
e seus respectivos primers. A determinacdo das sondas e o desenho dos
primers foram feitos de acordo com os Tépicos 1.4 e Il.5 deste capitulo,
respectivamente.

Ja a determinacdo fisica destes marcadores nos Ccromossomos
politénicos da linhagem Gd-H4-1 foi estabelecida pela técnica da HIS ndo
fluorescente, conforme descrito no Topico 11.2.2 deste capitulo, e da

comparacao com o fotomapa atual da espécie disponivel (Schaeffer et al.,
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2008). Esta determinacdo também levou em consideracdo a diferenca do
arranjo cromossO6mico do braco IIL da linhagem sequenciada, com relacao ao
arranjo do fotomapa da espécie (Rohde & Valente, 2012).

Todas as sondas utilizadas nesta analise foram sequenciadas
diretamente do seu produto da PCR, de acordo com Topico 11.8 deste capitulo.
e as sequéncias analisadas e comprovadas, de acordo com Topico 1.9 deste

capitulo.

.14 - Delimitacdo dos pontos de quebra da inversdo IIL-H do

cromossomo |l de Drosophila willistoni

Para a delimitacdo dos pontos de quebra da inversao IIL-H fez-se
necessario a analise conjunta do ponto de quebra distal desta inversao (ponto
de quebra proximo ao telébmero) e do ponto de quebra proximal (ponto de
quebra proximo ao centrdmero).

A andlise do ponto de quebra distal, o qual estd localizado
citologicamente na linhagem SG12.00 na sec¢ao 53A do braco IIL (Rohde &
Valente 2012), iniciou-se com as sondas 14, 15 e 16 (Tabela 1l.3), ja abordadas
no Topico 11.13 deste capitulo, uma vez que elas circundavam esta regido
citologica. Posteriormente, se estabeleceram outros marcadores genéticos para
serem utilizados como sonda (conforme Tépicos Il.4, 11.5 e 11.6 deste capitulo)
para assim, por meio de caminhada cromossdmica por HIS nédo fluorescente
(Topico 11.2.2 deste capitulo), determinar os genes flanqueadores deste ponto
de quebra.

As sondas utilizadas na caminhada cromossdmica do ponto distal estédo
descritas, juntamente com seus respectivos primers, na Tabela 1.5. Estas
sondas foram analisadas e estabelecidas com base no genoma da linhagem
Gd-H4-1, e posteriormente por HIS nos cromossomos politénicos da linhagem
SG12.00 do Uruguai, a qual apresenta a inversao lIL-H fixada.

Com a caminhada cromossOmica, conseguiu-se esgotar a regiao

gendmica compreendida entre os genes Dwi\GK21048 e Dwil\GK21116
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(Tabelas 1.5 e 11.6). Analisando o genoma, constatou-se que esta regido
consistia de trés regides intergénicas, com tamanho nao superior a 1,5 kb. A
partir dai passou-se a utilizar uma abordagem para a determinagéo do ponto de
quebra distal em ambas as linhagens pela técnica da PCR (de acordo com
Topico 11.6). O esperado era a auséncia de amplificacéo na linhagem SG12.00,
uma vez que a regido onde ocorresse o ponto de quebra ndo se obtenha
amplificacdo, devido a regido estar corrompida e ao contrario. Como
precaucdo, inseriu-se uma regido intergénica anterior e uma posterior,
resultando em cinco intervalos intergénicos denominados de A a E (Figura
11.2).

Os genes envolvidos na analise pela técnica da PCR das regides

intergénicas, e seus respectivos primers estao descritos na Tabela II.6.

A analise do ponto de quebra proximal teve seu inicio de maneira mais
aleatéria, uma vez que este ponto esta localizado citologicamente na secéo
55B da linhagem SG12.00 (Rohde & Valente, 2012). Sendo este ponto de
qguebra pertencente ao scaffold scf2_1100000004521, do qual s6 dispunhamos
do marcador fisico da sonda denominada 13 (Tabela 11.3), a qual se localiza
muito distante da regido citologica de interesse. De maneira exploratéria, em
uma primeira etapa de analise, estabeleceram-se marcadores genéticos para
serem hibridados por HIS nédo fluorescente (Tépico 11.2.2 deste capitulo) a
cada 2 Mb, a partir dos 6 Mb deste scaffold. A caminhada cromossdémica do
ponto de quebra proximal da inversdo lIL-H compreendeu ao todo quatro
etapas de planejamento e estabelecimento de sondas génicas e intergénicas,
juntamente com a tentativa de delimitacdo do ponto de quebra pela técnica da
PCR (Topico 1.6 deste capitulo).

A Tabela II.7 apresenta os marcadores estabelecidos para o uso como
sondas da caminhada cromossémica do ponto de quebra proximal, bem como
as regides intergénicas que foram analisadas pela técnica da PCR, juntamente
Com seus respectivos primers.

A regido dos pontos de quebra distal e proximal da inversao lIL-H na
linhagem Gd-H4-1, foram analisadas quanto a sintenia com D. melanogaster no

banco de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014), e quanto a presenca de TEs
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no banco de dados RepBase (Jurka et al., 1996), por meio da ferramenta de

busca Censor (Kohany et al., 2006).

a)
G CGTC h ACCGACGCTCTAACTAATTG ’C’ CTTAGTOTTAKCGG0GGTaA
GK21049 GK21048 GK21115 GK21047 GK21116 GK21118
D B S B
147 pb 945 pb 933 pb 602 pb 937 pb
b)

F R
GaHe-1 EEP «

R F
561200 < =

Figura I.2: a) Delimitacdo génica do ponto de quebra distal da inversao IIL-H,
pela técnica da PCR. Posicionamento dos primers nas regides intergénicas
denominadas de A-E, de acordo com o genoma da linhagem Gd-H4-1. b)
Posicionamento esperado dos primers da regido intergénica contendo o ponto
de quebra distal na linhagem sequenciada Gd-H4-1, a qual tem a sequéncia
intergénica integra; e na linhagem SG12.00, a qual apresenta a inversao IIL-H

fixada e essa regido corrompida pela inverséao.
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Tabela I1.3: Marcadores genéticos utilizados para a redefinicdo dos scaffolds do cromossomo Il de Drosophila willistoni, listados
do centrdmero ao teldmero. Numero do scaffold de acordo com o material disponivel no banco de dados FlyBase (St. Pierre et al.,

2014) correspondendo aos quatro ultimos numeros, os quais todos come¢am com scf2_110000000.

Brago cromossémico IIL

D. willistoni Gene Nor_ne do Nome da D. melanogaster Numero do Primers F e R (5-3")
Primer sonda Gene ortélogo scaffold

oL GTCAAGCAGTAGCAGCACCA

Dwil\GK 18743 IR 9 Dmel\Lampl 4884(1) GCCACGCGAAGTTGATCGAC
10L ATTCAATTCACAGCACAACC

Dwil\GK24519 10R 10 Dmel\CG9515 4585(2) GGACTCAATGCGGAACTATG
11L GTGAAGAGCCTACACACAGC

Dwil\GK 18260 11R 11 Dmel\Yuri 4577(3) CTTCTGAGATGATCCACGAC
Dwil AdhL CATGGAACGTGTTAAGTGCC

Dwil\Adh = Adh Dmel\Adh 4577(3) AGTTCACAGCAATGGTACGC

Dwil_AdhR

191 GGAGGATATGCTGGTGGTTA

Dwil\GK23840 19R 12 Dmel\CG17549 4516(4) GTGCTGACTTGCTCCAACTG
13L ATCCTGAGCCTGAGTTCCAC

Dwil\GK 15054 13R 13 Dmel\CG7371 4521(5) CGCCAAGAGAATTGTCATCG
14L GCAGCTCGATGAACTCTATG

Dwil\GK12721 14R 14 Dmel\CG13127 4752(6) TCTCCGAAGACTGTGTACTC
151 GCATCAGCCTCATATCCATC

Dwil\GK 18432 15R 15 Dmel\fusl 4945(7) GTCAACACTCTCGGCTCCAG
. 16L CTGGAGCAGTCAAGGCGAGA
Dwil\GK21099 16R 16 Dmel\Rab3-GAP 4851(8) ATCCAAGCATCCTAAGCGTG



Tabela 11.3: Continuagao.

Braco cromossémico IIR

D. willistoni Gene Nome do Nome da D. melanogaster Numero do Primers F e R (5-3")
Primer sonda Gene ortbélogo scaffold

Dwil bl CAGTAGTAACCACTCCGATG

Dwil\GK23049 Dwil bwR bw Dmel\bw 4954(8) GCGGACACATTGTCTACCAG
7L CATTCGACGATCTCAGCAAC

Dwil\GK22144 7R 7 - 4558(7) TCACTTCGGACTACTCCAGC
Dwil DXL GCTGCATTAGATCCTCATAG

Dwil\GK22138 DWi|_[F))XR pX Dmel\px 4558(7) GGCAGCCAACAGTCCATACA
6L CAACGCCACTATCTGTGAAG

Dwil\vic 6R 6 Dmel\vic 4382(6) TCTCATTGCACTCACCTACA
20L ACGATGATCTGGATGAGTTC

Dwil\GK17912 20R 20 Dmel\FLASH 4822(5) TACAACATACCTAGTTCCGC
32L CTGATGGACACCACAGAGTG

Dwil\GK20645 39R 32 Dmel\CG2269 4510(4) ACTCGTACAACATGGCGGAC
3L AACGAGGCAGTCACCGATAC

Dwil\GK 15808 3R 3 Dmel\ Ir60a 4514(3) CATATCGGACGCTCTTGAAC
oL GGTGAGGATGACGATGAGGA

Dwil\Adam 2R 2 DmelAdam 4513(2) TCCGAATGTAAGAGCTCCAC

. 1L GGCTACCGTCATAAGATCAG
Dwil\GK 19495 1R 1 Dmel\Hsf 4512(1) AGAACATACGTGGACGTCAG
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Tabela 11.4: Marcadores genéticos utilizados como sondas para os cromossomos X e lll de Drosophila willistoni. Numero do scaffold

de acordo com o material disponivel no banco de dados FlyBase (St. Pierre et al., 2014) correspondendo aos quatro ultimos

nameros, 0s quais todos comegcam com scf2_110000000.

D. willistoni Gene

Dwil\GK16707

Dwil\GK17758

Dwil\GK16749

Dwil\GK22422

Nome do

Primer

68L

68R
SL
5R

30L
30R

31L
31R

Nome da D. melanogaster Gene

sonda

68

30

31

ortélogo

Dmel\unc

Dmel\ida

DmelCG13313

DmelCG31204

NUumero do scaffold/

Cromossomo

4963/XL

4822/XR

4511/XR

4921/11

Primers Fe R (5'-3")

ACTCAGTCTTCGACGGAAGC
AGTTGTATCGGATTCTACCA
GCTGCATTAGATCCTCATAG
GGCAGCCAACAGTCCATACA
GCTATCAGTCACCGTGTAGA
GGCAGTTGCTCCACCATCAC

GAGTCAATGCGTCCATACCA
GGATAATCCTCACGAGACTG
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Tabela 11.5: Marcadores genéticos utilizados como sondas para a delimitacdo do ponto de quebra distal da inversédo IIL-H de
Drosophila willistoni via caminhada cromossémica. Nimero do scaffold de acordo com o material disponivel no banco de dados

FlyBase (St. Pierre et al., 2014) e correspondendo aos quatro ultimos niumeros, os quais todos comeg¢am com scf2_110000000.

D. willistoni Gene Nome do Primer Nome dasonda D.melanogaster Gene ortélogo NUmero do scaffold Primers Fe R (5'-3")
14L GCAGCTCGATGAACTCTATG
Dwil\GK12721 14 Dmel\CG13127 4752
14R TCTCCGAAGACTGTGTACTC
15L GCATCAGCCTCATATCCATC
Dwil\GK 18432 15 Dmel\fusl 4995
15R GTCAACACTCTCGGCTCCAG
241 CTACAAGATCGCATTGGACG
24 Dmel\CG3285 4995
Dwil\GK 18461 24R TGAGCGTAAGGAAGACCGTA
25L CTCTTGTAGCTTCGCTAGGC
Dwil\GK 18345 25 Dmel\CG42389 4995
25R CGGATTCCGTACTCATCAAC
16L CTGGAGCAGTCAAGGCGAGA
Dwil\GK21099 16 Dmel\Rab3-GAP 4851
16R ATCCAAGCATCCTAAGCGTG
21L CTAGCATTGCTGAAGGTGAG
Dwil\GK21105 21 Dmel\Lam 4851
21R CCGAGAATCTGAAGACCACA
221 GCCGTGTCGATGGTATTAAG
Dwil\GK21048 22 Dmel\CG43345 4851
22R GTGGCAACGACTGGTGAAGA
72L AGATGCAGTGGATGTTATGG
Dwil\GK21115 72 Dmel\Acon 4851
72R CCTTGTCGTAGTCAGCAGGA
34L AGATGCTTCGGCACTTGATG
Dwil\GK21116 34 Dmel\glu 4851
34R CGGTTAGCGGTTCACTCTTA
35L CACGCGGTGTTCTCGTTCAG
Dwil\GK21118 35 Dmel\Dap160 4851

35R CTCTTGAGTTAGCTGCAATA



85

Tabela 11.6: Regides intergénicas e primers do scaffold scf2_1100000004851
utilizados para delimitacdo do ponto de quebra distal da inversao IIL-H de

Drosophila willistoni, pela técnica da PCR.

Regiéo
, , Nomedo Nome do par _
intergénica _ _ Primers Fe R (5'-3")
. _ Primer de primers
em D. willistoni
Dwil\GK21049 e 41L 41 TCACGCCTACCACGTAGCCA
Dwil\GK21048 41R TAACTGCCACAGGACGAAGC
Dwil\GK21048 e 421 42 ATGTTCTCCTTGCTGAGTGC
Dwil\GK21115 42R GTTAATCAATCTCGCAGCCA
Dwil\GK21115 e 43L - AACCGCATGAAGGAGTTGGC
Dwil\GK21047 43R GCTGGAGATAATCAGGACGA
Dwil\GK21047 e 44L a4 CCTCGTCGCTGTTGTGCAAC
Dwi\GK21116 44R ATGGCAATGGACTCAACCTC
Dwi\GK21116 e 451 e GTGGATGATTGTACTGATTC

Dwil\GK21118 45R AGTGGCGGCAATTGTGATTG
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Tabela II.7: Marcadores genéticos utilizados como sondas para a delimitacdo do ponto de quebra proximal da inversao lIL-H de
Drosophila willistoni via caminhada cromossdmica, e pela técnica da PCR. Sondas de regides génicas e intergénicas do scaffold
scf2_1100000004521. Interg= Regido intergénica. (-) = Sequéncia utilizada somente como sonda; (+) = Sequéncia utilizada como

sonda e para a técnica da PCR; (*) = Sequéncia utilizada somente para a técnica da PCR.

D. willistoni Gene
. D. melanogaster ) ]
ou Regido ) Nome do Primer Nome da Sonda PCR Primers Fe R (5'-3")
Gene ortélogo

intergénica
17L GCCGTAATCCTAGCACACTC
Dwil\GK14795 Dmel\Osm-6 17 -
17R AAGCATGTTGGTCCTCTTGG
36L AGAGCTGTATGCGAGTAACC
Dwil\GK14718 Dmel\CG9135 36 -
36R ACGTGATCGGAAGAATGTCA
37L TCCATGTGCGGCAGTCCAGA
Dwil\GK15415 Dmel\CG8965 37 -
37R GCATAACGAGCATTCATGTG
46L TTGCGATTACGCTACTATAC
Dwi\GK15416 Dmel\CG14005 46 -
46R GAACAGTCTCTTGTCCTTGT
Interg ,
62iAL TAACGGCAAGGATATTGACA
Dwi\GK15416- = 62iA +
62iAR AGATTAATAAGGCGCGACTC

Dwi\GK15418
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Tabela I11.7: continuag&o.

Inter
, J 62iBL _ CATTGATTCATCCGTATAGC
Dwi\GK15416- - _ 62iB +
, 62iBR CTACAACTATCCAAGAGCAA
Dwi\GK15418
Interg
_ 50L CACAATCTAATTGCTTACGG
Dwi\GK15416- - 50 +
_ 50R TGACAAGTCCTGATTGATTC
Dwi\GK15418
Interg
_ 50bL GATCCTGAGGAACAGAATGG
Dwi\GK15416- - 50b +
_ 50bR TATGTTCAATGCAAGTGCGA
Dwi\GK15418
Interg
_ 51L ATGACAGCCTCCAACAGTGA
Dwi\GK15416- - 51 -
) 51R GCTGCTCGTTGGTAATTATG
Dwi\GK15418
Interg
) 76L TCGCAATACTTAGTAGACTC
Dwi\GK15416- - 76 *
_ 76R AGGAGTGAGAGCGAGATGGA
Dwi\GK15418
Interg
_ 77L TACCATGAGTCCGATTGATA
Dwi\GK15416- - 77 *
77R AATTGACCTTGTCGAATGGA

Dwi\GK15418
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Tabela I1.7: continuag&o

Inter
_ J 78L CCTAACAAGTGAGTTATCAG
Dwil\GK15416- - 78 *
_ 78R CAGAAGCTTCTAATGCCATG
Dwil\GK15418
Interg
_ 71bL CGATAAGCCTGACATAATTC
Dwi\GK15416- - 71b +
_ 71bR GTACTGTCATTCGCATCGCT
Dwi\GK15418
Interg
_ 79L CATTGACAGAAGCATCCACG
Dwi\GK15416- - 79 *
_ 79R AATGACATCGATAGCATAGC
Dwi\GK15418
Interg
_ 80L ACTGATGAGCTGCTTCTGAG
Dwi\GK15416- - 80 *
_ 80R TAAGGCGAATCTTCTATACC
Dwi\GK15418
Interg
. 70L TACGTCCGCAAGTTCTTAGC
Dwil\GK15416- - 70 +
_ 70R AAGTGAAGCCGAGGAAGAGA
Dwil\GK15418
Interg
_ 69L ACATTAATTCTTGCTGCCAG
Dwi\GK15416- - 69 +
69R GTGGTTACAGTATTGCCGTA

Dwi\GK15418



Dwil\GK15418

Interg
Dwi\GK15418-
Dwi\GK15419

Dwil\GK15419

Dwil\GK19065

Dwil\GK14687

Dwil\GK19024

Dwi\GK14671

Dwil\GK14536

Tabela Il.7: continuag&o.

Dmel\CG31913

Dmel\CG9171

Dmel\CG14006

Dmel\CG18266

Dmel\CG15414

Dmel\CG3213

Dmel\CG5850

52bL
52bR

65L
65R

47L
47R
48L
48R
39L
39R
40L
40R
28L
28R
19L
19R

52b

65

47

48

39

40

28

19

CAGATATCCTTATGTGGTGC
CGGTCTGAATGTATGGCAAT

TGATCGTGATCAAGAGCATA

GAGAAGCCTCAATTAGATGG

ACCTTGGATTCCATACGATA

ATGACAACTGGCACAGACTC
ATAAGGATATGGCTCAGAAG
GCCACAGTGATATTGATATG

TAGGCTCGATATTGGAGACC
GAAGATGATTCGGAATGGCA
AATGCAGAGCATCTGGTATG
ATGACGCTTCAGAGATTGCC
TCTCATTGGACACATAGGCA
GGAACAGATGCTTCATCACC
GCATTAACCACCTCGCTACC
GGAATGGCGTCTATGGATAC

89
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Apéndice |

Andlises citogenéticas
- Solugdes:

Solucéo fisiolégica 0,9% NacCl:
0,99 de NaCl

100 mL de agua destilada autoclavada

Orceina aceto-lactica 5%

5 g de orceina sintética
55 mL de &cido acético glacial
45 mL de &cido lactico

- Misturar todos os componentes por fervura em capela de fluxo laminar.
Repousar a solucdo por 24 h e filtrar. Armazenar em temperatura ambiente em

frasco protegido da luz.
SSC Denhardt

0,012 g polivinilpirrolidona

0,012 g ficoll 400

0,012 g albumina de soro bovino (Fragéo V)
90 mL 20x SSC

600 mL H,0O destilada

20x SSC - Solugédo Sodio citrato estoque
3 M NacCl, 300 mM Citrato de sodio

87,66 g NacCl

44,11 g Citrato de Sadio

500 mL H,0O ultrapura

Total: 50 mL — Autoclavar



2x SSC

200 ml 20x SSC

800 ml de H,0 ultrapura
Total: 1000 mL
Autoclavar

10x PBS - Tampéao fosfato-salino estoque

1,3 M NacCl, 0,07 M Na;HPO,, 0,03 M NaH,PO4
18,993 g NaCl

2,48 g NapHPO,4

1,03 g NaH,PO,

250 mL H,0O ultrapura

PH 7,4

Autoclavar

1x PBS

100 mL 10xPBS
900 mL de agua
Total: 1000 mL

Autoclavar

Dextran Sulfato 50% (w/v)

Em um tubo de 5 mL:

1 g de dextran sulfato

1,3 ml de H20 destilada

Misturar por aquecimento e agitacédo por seis horas

Armazenar a 4°C
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Tampéo fosfato

40% Solucao A

0,05 M NaH;PO4.H,0
3,45 g NaH,PO4.H,0
Completar para 500 mL

Autoclavar

60% Solucéao B

0,05M NazHPO,4.12H,0
8,95 g Na;HPO,4.12H,0
Completar para 500 mL

Autoclavar

Tampéo TAE (Tris-Acetato-EDTA)

Estoque 50x

242 g TRIS base (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol)
57,1 mL &cido acético glacial
100 mL de solucédo de 0,5 M EDTA dissédico, pH 8.0

Agua destilada até 1 litro

0,5M EDTA, pH 8.0

92

18,612 g de EDTA (Etilenodiaminotetraacetato dissodico) em 80 mL de H,0

destilada.

Agitar vigorosamente

Ajustar para pH 8,0 com hidroxido de sodio (aproximadamente 20 g de NaOH)

Completar para 1000 mL

Esterilizar por autoclavagem.
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- Tratamento das laminas para Citologia classica dos cromossomos

politénicos

Limpeza por imersdo em agua com sabao liquido por 24 horas
Enxaguar abundantemente

Limpeza por imerséo em etanol 92,8 GL.

Secar

Tratamento com cobertura de gelatina comercial incolor de cada lamina
Secar a temperatura ambiente (TA)

Armazenar a 4°C para 0 uso.

- Tratamento das laminas para Hibridac&o in situ ndo fluorescente (HIS)

Limpeza por imersdo em agua com sabéao liquido por 24 horas

Enxaguar abundantemente

Limpeza por imersao em etanol 92,8 GL

Secar

Imersdo em solucdo SSC Denhardt 1% a 65 °C por 2 a 3 horas

Imersdo em solucdo de acido acético:agua na razdo 3:1 (v/v) por 20
minutos

Imergir por 2 segundos, 10 vezes em etanol 95 GL

Secar

Armazenar a 4°C

Analises moleculares
- Extracdo de DNA gen6mico:

Em um microtubo de 2 mL:

Macerar aproximadamente 100 adultos em nitrogénio liquido

Adicionar 750 pL de solucéo de lise (Tris-HCI 0,1 M; EDTA 0,1 M; SDS
1% e NaCl 0,06 M) e homogeneizar por inversdo manual

Incubar a 65 °C por 1 hora

Adicionar 1V de fenol (pH 8,0) e agitar lentamente por 10 minutos

Centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos
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Transferir a fase aquosa para outro microtubo e acrescental 1V de
fenol:cloroférmio na razéo 1:1 (v/v)

Agitar lentamente por 10 minutos

Centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos

Transferir 0 sobrenadante para outro microtubo e acrescentar 1V de
cloroformio.

Agitar lentamente por 10 minutos

Transferir 0 sobrenadante para outro microtubo e acrescentar 1V de
isopropanol gelado, ou 2V de etanol absoluto gelado

Deixar a -20 °C por 16 horas

No outro dia, centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos

Desprezar a fase aquosa

Lavar o pellet com etanol 70 GL a 13.000 rpm por 2 minutos

Secar o pellet a 37°C

Ressuspender em 50-100 pL de H,O ultrapura

Migrar 1 pL da extracdo de DNA genGmico em gel de agarose 0,8% a
100V para verificacdo da qualidade da extracao.

Alternativamente, para a verificacdo da qualidade da extracdo pode-se
clivar este DNA com qualquer enzima de restricdo. Extracdes de boa
qualidade, sem nenhum contaminante, apresentam resultado satisfatorio para

clivagem.

Clonagem

- Reacao de ligagcédo plasmidial

O vetor pGEM -T Easy em seu sitio MCS contém sequéncias que sdo
reconhecidas pelas enzimas de restricdo Notl e EcoRl em ambos os lados. E
um vetor linearizado com um nucleotideo dTTP 3' em ambos os terminais. Este
altimo permite a clonagem de fragmentos obtidos diretamente pela técnica da
PCR, sem a necessidade de um sitio de reconhecimento enzimatico
complementar. Para isto, necessita de uma Tag polimerase que origine uma

porcdo 5'-dATP terminal complementar. Subsequente a esta regiéo,
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encontram-se sitios de complementaridade com os primers universais M13F e
M13R-puc.

Tabela Apéndice |. Especificacfes da reacdo de ligacdo plasmidial do vetor
pPpGEM -T Easy

. Reacao Controle
Componete da Reacgéo . o
Padréao Positivo
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA
_ SuL 5uL
Ligase
pPpGEM® -T Easy Vector (50ng) 1uL luL
Produto da PCR XuL* -
Inserto de DNA controle - 2uL
T4 DNA Ligase (3U Weiss/pl) 1l lpL
H,0 completar até volume final 10uL 10pL

Xul* = Neste trabalho utilizou-se 3 pL do produto da PCR sem completar com

H,0 até o volume final.

- Meio de cultura bacteriana LB (Lysogeny Broth)

Meio LB liquido
259gLB

100 mL H,0
Autoclavar

Meio LB solido
259gLB

1,5 g agar bacterioldgico
100 mL H,0

Autoclavar
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- Bactérias ja transformadas sao cultivadas em meio liquido e sdlido contendo o

antibiotico ampicilina a 50 mg/mL. Aplicar 200 uL a cada 100 mL de meio.

- Preparacéo de células competentes:
Protocolo para 10 reacdes de ligacao

Inocular a linhagem TOP 10 de E. coli em 3 mL de meio LB liquido, sem
ampicilina, a 37 °C pelo periodo de uma noite.

No outro dia, verter o cultivo de 3 mL em 30 mL de meio LB liquido, sem
ampicilina

Deixar crescer sob agitacdo constante a 37 °C por aproximadamente 3
horas, até se obter uma coloracgéo turva

Verter o cultivo em tubo falcon de 15 mL e centrifugar a 5.000 rpm por 5
minutos

Desprezar o sobrenadante

Repetir 0 passo acima até esgotar o cultivo

Ressuspender o pellet em 5 mL de 0,1 M MgCl, frio e estéril e
homogeinizar por vortex

Centrifugar a 5.000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 5 mL de 0,1 M CaCl, frio e estéril e
homogeinizar por vortex

Inocular no gelo por 30 minutos

Centrifugar a 5.000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 1 mL de 0,1 M CaCl, frio e estéril e

homogeneizar por vortex

- Transformacdao bacteriana:

O gene LacZ, um componente estrutural do Operon Lac, codifica a (-
galactosidase, uma enzima intracelular que degrada o dissacarideo lactose em
glicose e galactose. O vetor pGEM -T Easy utiliza desta propriedade para
oferecer diferenciacdo entre as bactérias transformadas, das bactérias néo

transformadas (a0 mesmo tempo que também serve para a selecédo de vetores
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ligados ao fragmento de interesse, ou ndo). A insercdo do vetor portando o
fragmento de interesse complementa o gene da f-galactosidase presente na
bactéria, um processo chamado a-complementacdo. Por sua vez, os vetores
com as sequéncias de interesse ligadas tém seu gene LacZ corrompido, nédo
permitindo a posterior complementacdo deste gene na bactéria hospedeira, o
qual se encontra com uma porcdo deletada. A visualizacdo disto se da na
coloragdo das coldnias transformadas resultantes. Para isto, adiciona-se ao
meio LB sdlido IPTG (100 mM) e X-gal (50 mg/mL).

O X-gal é um agente cromogénico analogo a lactose. Ele é degradado
pela B-galactosidase em 5-bromo-4-cloro-indoxyl, o qual espontaneamente
oxida, resultando em uma coloracdo azul nas colbnias originarias de bactérias
nao transformadas, e com o gene LacZ ativo. Por sua vez, as col6nias
originarias das bactérias transformadas com a sequéncia de interesse, uma vez
que apresentam o0 gene LacZ corrompido, ndo irdo processar o X-gal,
resultando em col6nias de coloragéo branca.

O IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) € um analogo da
galactose, o0 qual induz a expressdo do gene LacZ, reforcando o
processamento do X-gal pelo gene. A este mecanismo de selecdo da-se o

nome de Blue-white screen (Sambroock & Russel, 2004).

Primeiro dia:

Acrescentar 100 pL da bactéria ressuspendida em 0,1 M CaCl, a cada
reacao de ligacao

Inocular por 30 minutos em gelo

Imediatamente inocular por 5 minutos a 42°C

Ap6s, inocular por 5 minutos em gelo

Adicionar 400 pL de meio LB liqguido sem ampicilina em cada reacéo, e
deixar crescer por 1 hora a 37°C com agitacéo

Apés, plaquear com alca de Drigalsky 200 pL de cada reacdo de
transformacdo em placa de petri, contendo aproximadamente 25 mL de meio
LB sdélido com ampicilina e IPTG+X-gal (100 pL de IPTG + 20 pL de X-gal, que

devem ser plaqueados a chama anteriormente).
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Incubar as placas pelo periodo de uma noite em estufa a 37 °C

Segundo dia:

Repicar de cinco a 10 colbnias que cresceram em outra placa de petri
com divisbes para controle.

Deixar as placas pelo periodo de uma noite em estufa a 37 °C

Terceiro dia:

Fazer PCR das col6nias repicadas para comprovar se sao positivas

Com uma ponteira de 10 pL autoclavada, tocar na colonia, e coletar
junto um pouco de meio

Pipetar com esta ponteira em um tubo de 0,6 mL contendo 50 pL de H,O
ultrapura

Submeter a 98 °C por 10 minutos no termociclador, para exploséo das
colbnias

Dar um spin

Utilizar 1 pL de cada colonia explodida na reacdo da PCR, utilizando
primers universais, ou 0s primers especificos da sequéncia de interesse

Fazer extracdo do DNA plasmidial de alta qualidade das colonias

comprovadas pela PCR

Extracdo de DNA plasmidial (miniprep)
Solucgdes (preparadas na hora)
- Solucéo de lise alcalina |

Para 5 mL:

400 pL de 0,1 M TRIS pH 8.0
100 uL de 0,5 M EDTA pH 8.0
4,5 mL de H,0 ultrapura
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- Solucéo de lise alcalina
0,1 M NaOH, 1% (w/v) SDS

NaOH 10 M - solucéo estoque (armazenar em pote plastico)
40 g de NaOH

Completar o volume até 100 mL de H,0

NaOH 1 M

100 pL de NaOH 10 M

900 pL de H,0 ultrapura

SDS 10% - solucéo estoque

10 mg de SDS

Completar para 100 mL com H,0 ultrapura

Homogeinizar bem

Para 5mL:
1 mL de 1M NaOH
500 puL de SDS 10%
3,5 mL de H0 ultrapura

- Solucéo de lise alcalina lll

3 M potéssio, 5 M acetato

5 M acetato de potassio - 60 mL (29,44 g de acetato de potassio em 60

mL)
Acido acético glacial - 11,5 mL
H20 - 28,5 mL

Inocular uma col6nia da bactéria transformada em até 2 mL de meio LB
liquido com ampicilina pelo periodo de uma noite a 37 °C

No outro dia centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos

Retirar o sobrenadante de meio LB liquido

Ressuspender o pellet de bactérias com 100 pL de Solucdo de lise

alcalina e dar um vigoroso vortex
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Adicionar 200 pL de Solucdo de lise alcalina Il e homogeneizar por
inversao cinco vezes (observacao: esta etapa nao pode extrapolar 5 minutos)

Adicionar 150 pL de Solugéo de lise alcalina Il gelada e homogeneizar
por inversao. Armazenar em gelo por cinco minutos

Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos

Passar 0 sobrenadante para outro tubo

Adicionar 1V de isopropanol, ou 2V de etanol absoluto gelado

Armazenar a -20°C por pelo menos 16 horas

Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos

Secar o pellet com o tubo aberto em estufa a 37 °C

Ressuspender o pellet em 50-100 pL de H,O ultrapura

Adicionar 1-1,5 pL de RNAse A a 50 mg/mL

Incubar em banho-maria a 37 °C por 1 hora

Migrar 1 yL da extracdo plasmidial em gel de agarose 0,8% a 75V para

comprovacao e verificagdo da qualidade da extracao.
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CAPITULO Il

Il - Resultados e Discusséao

[1l.1 — Estudo dos pontos de quebra de invers@es de Drosophila willistoni.
I. Comparacao do arranjo cromossémico do braco IIL entre a linhagem

sequenciada Gd-H4-1 e o fotomapa da espécie.

A andlise do padrdo de bandas do braco IIL da linhagem de D. willistoni
sequenciada Gd-H4-1 (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007), comparada
com o padrédo de bandas do fotomapa estabelecido para a espécie (Schaeffer
et al., 2008) apontou a presenca de duas inversdes fixadas na linhagem Gd-
H4-1: Inverséo IIL-A e Inverséo lIL-F. De acordo com o fotomapa, a inversao
IIL-A abrange as sec¢des 38B-39C. Ja a inversédo IIL-F engloba as se¢des 50C-
53A (Figura lll.1.1) (Rohde & Valente, 2012).

Drosophila willistoni teve sua primeira linhagem padrao estabelecida por
Dobzhansky (1950). Neste estudo, o autor forneceu um mapa cromossémico
dos cromossomos politénicos da espécie, desenhados com camara clara. Esta
linhagem foi obtida a partir de uma unica fémea capturada perto da cidade de
Belém, Para (Brasil). Assim como foram estabelecidas uma linhagem padrdo
para D. melanogaster (Bridges, 1935), e D. pseudoobscura (Dobzhansky &
Sturtevant, 1938), uma linhagem protétipo para D. willistoni seria usada para
fins de estudos populacionais, e da histéria evolutiva de suas inversdes
cromossOmicas. O primeiro mapa cromossomico de D. willistoni, com base no
padréo de bandas da linhagem de Belém, foi dividido em 100 sec8es arbitrarias
(1-16 no braco XL, 17-36 no braco XR, 37-55 no braco II-L, 56-77 no braco II-R
e 78-100 no cromossomo Ill), e nesse mesmo trabalho, caracteristicas

inerentes de cada cromossomo foram descritas (Dobzhansky, 1950).
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O estudo subsequente de Da Cunha et al. (1950) analisou o
polimorfismo cromossémico de D. willistoni em 20 localidades ao longo da
distribuicdo geogréfica da espécie na América do Sul, mais duas linhagens da
América Central (Costa Rica e México). Este estudo analisou a F1 de fémeas
capturadas na natureza, contrastando os polimorfismos encontrados com o
mapa cromossémico estabelecido no estudo anterior (Dobzhansky, 1950), e
procurou estabelecer os limites dessas inversdes de acordo com as se¢des do
mapa disponivel. Conforme esta andlise, as inversdes heterozigotas IIL-A e IIL-
F apresentaram ampla ocorréncia ao longo da distribuicdo geografica da
espécie. A linhagem de Porto Rico, regido geografica mais proxima da llha de
Guadalupe no Caribe (a qual é o local de origem da linhagem Gd-H4-1),
apresentou essas inversdes em heterozigose nas frequéncias de 10% e 40%

respectivamente.
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Figura Ill.1.1: Andlise do arranjo cromossémico da linhagem sequenciada Gd-
H4-1 de Drosophila willistoni. a) Fotomapa o braco IIL de Drosophila willistoni
(Schaeffer et al., 2008). b) Esquematizacdo do arranjo cromossémico do braco
IIL da linhagem sequenciada Gd-H4-1, mostrando a reorganizagcédo das secdes
e subsecdes com relacdo ao fotomapa. Em destaque as secbes envolvidas

com as inversoes lIL-A (amarelo) e IIL-F (verde).
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A analise por cruzamentos entre as linhagens amostradas com a
linhagem padrdo de Belém apontou que as populacdes de D. willistoni tém
arranjos fixados distintos, principalmente no cromossomo X, que se relacionam
com as distintas regides geograficas. De acordo com os dados de polimorfismo
obtidos, os autores inferem que D. willistoni possui maior polimorfismo para
inversdes heterozigotas na regido central do Brasil, com consideravel
decréscimo destas frequéncias em direcdo as periferias da distribuicdo. Isso se
enquandra no conceito de centro de origem de Vavilov (1926), no qual as areas
com maior variacdo genética de um determinado organismo representam a
antiguidade da ocupacdo deste lugar; e geralmente constituem o centro de

origem destes (Da Cunha et al.,1950).

Uma extensao da analise de Da Cunha et al. (1950), feita por Da Cunha
et al. (1954), aumentou a amostragem do polimorfismo de D. willistoni para
outras regides do sul do Brasil, Uruguai e Argentina, somando estes resultados
aos previamente estabelecidos. Este estudo classificou as inversdes
polimorficas da espécie em trés categorias de distribuigdo: raras/endémicas,
restritas, e de ampla distribuicdo. As inversdes IIL-A e IIL-F foram classificadas
como sendo polimorfismos de ampla distribuicdo; a primeira ocorrendo desde a
Flérida até o Sul do Brasil, e a segunda inversdo ocorrendo desde Cuba
(América Central) até a Argentina.

A classificagcdo das inversdes IIL-A e IIL-F como pertencentes a
categoria de ampla distribuicdo geografica teve no decorrer histérico da
caracterizagdo do polimorfismo cromossémico de D. willistoni grande
embasamento, oriundo principalmente de analises de polimorfismos
cromossOmicos das regides marginais da distribuicdo da espécie, tais como 0s
de distintas ilhas da América Central, México e sul dos Estados Unidos
(Dobzhansky, 1957; Townsend, 1952; 1958; Ayala et al., 1971), e do extremo
sul da América Latina (Valente & Araujo, 1986; Valente et al., 2001; 2003).

A ampla distribuicdo geografica da inversédo lIL-F pode ser atribuida a
maior adaptabilidade de seus portadores a diferentes componentes do valor
adaptativo, como escolha de varios levedos (Da Cunha, 1957), diferentes
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substratos (Valente & Araujo, 1985), entre outros. O mesmo se pode inferir

sobre a inverséo IIL-A (revisdo em Rohde & Valente, 2012).

O estudo de Regner et al. (1996) inseriu D. willistoni no instigante
contexto acerca da origem de suas inversbes, uma vez que foi pioneiro no
estabelecimento da associacdo do sitios de ocorréncia do elemento P, com
diferentes pontos de quebra de inversdes presentes nesta espécie. Como parte
deste estudo, estabeleceu-se a construcdo do primeiro fotomapa de D.
willistoni, escolhendo como padrdo o arranjo cromossémico da linhagem WIP-
4, originaria do estado da Bahia (Brasil); uma vez que a linhagem padréo
estabelecida por Dobzansky (1950), ja ndo era mantida em nenhum outro
centro de pesquisa. A linhagem WIP-4, mantida desde a década de 1960 no
Laboratério de Drosophila da UFRGS, mostrou-se com o arranjo cromossémico
similar a linhagem de Belém (Pard), em comparacdes feitas com o mapa desta
linhagem. Também mostrou baixo nivel de inversdes segregantes, bem como
material citolégico de étima qualidade para as andlises citogenéticas, trazendo
com isto muitas vantagens, uma vez que 0S cromossomos politénicos de D.

willistoni séo reconhecidamente um material de dificil manejo e analise.

O aprimoramento do fotomapa de D. willistoni, feito por Regner et al.
(1996), ocorreu em virtude de uma ampla revisdo do polimorfismo
cromossémico da espécie desenvolvido no grupo de pesquisa do Laboratério
de Drosophila da UFRGS. Esse fotomapa foi primeiramente apresentado
subsequente ao sequenciamento do genoma de D. willistoni (Drosophila 12
Genomes Consortium, 2007), onde se estabeleceu a ordem e a orientacédo dos
scaffolds deste genoma, com o0s respectivos cromossomos politénicos
(Schaeffer et al., 2008). O fotomapa aprimorado da espécie em questao
corresponde aos arranjos cromossémicos com maior frequéncia nas
populacdes de D. willistoni, ao longo da sua distribuicdo geografica; bem como
acrescentou o estabelecimento de subsecdes, objetivando proporcionar uma
maior precisdo na determinagdo fisica dos limites das inversdes

cromossOmicas e estudos associados (Rohde & Valente, 2012).

Entretanto, o arranjo cromossdmico do fotomapa aprimorado de D.

willistoni difere da linhagem padrao tradicional e atual da espécie, WIP-4, no
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seu braco cromossdomico IIL, uma vez que essa linhagem apresenta as
inversdes lIL-1 e IIL-F fixadas com relacdo ao fotomapa. Por sua vez, como ja
exposto acima, o padrdo de bandas do fotomapa nao corresponde ao padréo
de bandas da linhagem sequenciada Gd-H4-1, no que concerne ao brago
cromossomico IIL (o qual é o foco deste estudo), e também pela ocorréncia de
uma inversdao no braco cromossdmico XL (Inversdo XL-C). Ja& os bracos
cromossOmicos XR e IIR, e o cromossomo Il apresentam o mesmo padréo
citolégico. Sumarizando, a férmula basica do brago cromossémico IIL na

linhagem WIP-4 é IILFI, e da linhagem sequenciada é IILAF.

Assim, € oportuno comentar que devido a aleatoriedade da escolha das
linhagens-padréo (Sperlich & Pfriem, 1986) e a dificuldade de manté-las por
muitas geracdes em bancos de estoques sob condi¢cdes de cultivo variaveis,
recomenda-se cautela nas generaliza¢des. E recomendavel também, que cada
linhagem de Drosophila a ser sequenciada tenha sua constituicdo
cromossOmica cuidadosamente avaliada, e seus arranjos determinados. Isto
mostra que a moderna citogenbmica depende de um prévio, sélido e

concomitante conhecimento da citogenética.

A presente andlise passara a considerar o arranjo cromossoémico da
linhagem Gd-H4-1 como padrdo para o estudo dos pontos de quebra das
inversdes em D. willistoni, de maneira que esta estratégia seja reproduzivel em
outros estudos desta natureza. Para isto, fez-se necessario, primeiramente,
estabelecer um correto alinhamento entre o padrédo citolégico presente no
fotomapa da espécie (Schaeffer et al., 2008; Rohde & Valente, 2012) com o
padrao ocorrente na linhagem sequenciada Gd-H4-1; especificamente neste

estudo, referente ao brago cromossémico IIL (Figura 111.1.1).

Sendo assim, qualquer analise dos pontos de quebra de inversbes se
dard, primeiramente, por meio do estabelecimento dos genes flanqueadores
dos pontos de quebra distal e proximal. Entretanto, esse estabelecimento
necessitara ser determinado na linhagem sequenciada, e em outra linhagem de
D. willistoni que contenha em homozigose a inversdao em foco. As inversdes
ocorrentes nessa outra linhagem podem ser inferidas por meio de cruzamentos

com a linhagem Gd-H4-1, e as alcas de inversdes heterozigotas serdo
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consideradas como diferencas ocorrentes no arranjo cromossdmico da
linhagem que venha a ser analisada, com relacédo a linhagem sequenciada Gd-

H4-1, a qual sera o padréo.

Esta estratégia de analise se baseia na metodologia inferida por
Sturtevant & Dobzhansky (1936) para as analises das triades de inversdes
sobrepostas, com vistas a elucidacao das relacdes filogenéticas entre essas
inversbes. Porém, devido a época relacionada, as andlises das triades de
inversdes sobrepostas levavam em consideracdo somente as diferencas
citolégicas ocorrentes entre a linhagem padrdo e a outra linhagem em analise,
e assim a direcdo evolutiva da origem destas inversbes ndo podia ser
estabelecida. JA no estudo dos pontos de quebras de inversdes, a analise
molecular da regidao envolvida na inversdo pode vir a elucidar a idade da
inversao, e no caso das inversdes sobrepostas, pode vir a elucidar a idade e a

direcéo evolutiva destas.

Andlises dos pontos de quebras de inversdes com base nesta estratégia
vém sendo feitas nos estudos envolvendo os pontos de quebra de inversdes
em D. buzzatii (Céceres et al.;1999; Casals et al., 2003; Delprat et al., 2009;
Calvete et al., 2012) e D. subobscura (Papaceit et al., 2012; Puerma et al.,
2014).
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[1l.2 — Estudo dos pontos de quebra de invers6es de Drosophila willistoni.
II. Determinacdo dos diferentes arranjos cromossdmicos do braco IIL
entre as linhagens Gd-H4-1 e SG12.00 (do Uruguai) por meio de

cruzamentos.

O estudo dos pontos de quebra de inversbes em Drosophila consiste na
delimitacdo dos pontos de quebra da inversdo de interesse em uma linhagem
padrdo, e em outra linhagem, da mesma espécie, com a inversdo em analise
fixada; mesmo que na natureza sua ocorréncia seja predominantemente
segregante. Isto porque, o uso de linhagens portando a inversdao a ser
delimitada em heterozigose dificulta o mapeamento fisico por meio de
caminhada cromossbmica, bem como a analise molecular das regides dos
pontos de quebra. Como uma inversao se origina a partir de duas quebras na
fita dupla, e a subsequente religacdo da sequéncia entre essas quebras na
ordem invertida, seus pontos de quebra séo classificados em: ponto de quebra
distal (relacionado ao telébmero) e ponto de quebra proximal (relacionado ao

centrébmero) (Powell, 1997).

Para a inferéncia do possivel mecanismo biolégico envolvido na génese
de uma inversdo é necessario ter acesso, em nivel molecular, a sequéncia das
regides dos pontos de quebra distal e proximal delimitadas. Uma vez que estas
sequéncias fornecerdo as informacdes necessarias para as analises de
mecanismo de origem, idade da inversdo e dire¢cdo evolutiva; sera feita uma
comparacao destas regidbes em ambas as linhagens. Esse acesso, quando
envolve uma sequéncia de geralmente até 4 kb, pode ser obtido pela técnica
da PCR, clonagem e sequenciamento. Entretanto, na maioria das vezes, as
regides dos pontos de quebra envolvem sequéncias de tamanho e
caracteristicas inacessiveis pela PCR, e os sistemas de amplificagcdo de
sequéncias maiores (acima de 10 kb) geralmente obtém pouco sucesso. Sendo
assim, 0 acesso aos pontos de quebra se obtém, com maior precisao, ou via a
construcdo de bibliotecas gendémicas, ou de genomas montados disponiveis
(Calvete et al., 2012; Corbett-Detig, 2012).
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Na presente analise, afora a linhagem Gd-H4-1, a linhagem de D.
willistoni escolhida para o estudo dos pontos de quebra da inversao IIL-H (a
qual serd o foco deste estudo) foi a SG12.00. Esta linhagem se estabeleceu a
partir de uma fémea que apresentava a mutacao cardinal, a qual emergiu de
uma pequena populacdo denominada SG2.00, coletada em Montevideo,
Uruguai (Soler & Goiii, 2012). Analises citologicas da linhagem SG12.00 (Goiii
& Valente, 2012) comparadas ao arranjo cromossémico do fotomapa de D.
willistoni (Schaeffer et al., 2008) apontaram que essa linhagem portava a
inversao lIL-H fixada, bem como as inversdes llI-J, IlI-B e llI-A segregantes. A
disponibilidade de uma linhagem de D. willistoni com a inverséo lIL-H fixada, e
com boa viabilidade, fornece um excelente material para as andlises dos

pontos de quebra de inversdes que ocorrem naturalmente.

Uma metodologia amplamente utilizada nos estudos dos arranjos
cromossOmicos fixados em Drosophila consiste em cruzar, geralmente machos
de uma populacao (ou linhagem) que se tenha interesse, com fémeas de uma
linhagem da mesma espécie (ou de outra espécie cujo cruzamento resulte em
hibridos interespecificos), para a qual se conheca o padrdo citoldgico, na
maioria das vezes sendo esta a linhagem referéncia da espécie (linhagem
padrdo). As alcas de inversbes que se originam nos diferentes cromossomos
da F1 destes cruzamentos mostram, justamente, as diferencas (inversfes, bem
como outras alteracdes cromossOmicas estruturais) do padrdo cromossémico

ocorrentes na linhagem que se esta analisando (Krimbas & Powell, 1992).

Dada a caracterizacdo e o0 estabelecimento da linhagem sequenciada
Gd-H4-1 como a padréo para os estudos dos pontos de quebra de inversdes
em D. willistoni (Topico I1ll.1 deste capitulo), as diferencas do arranjo
cromossomico do brago IIL da linhagem SG12.00, respectivo aquela linhagem
padrdao, foram estabelecidas por meio de cruzamentos reciprocos entre
machos e fémeas virgens de ambas as linhagens (¢ SG12.00 x & Gd-H4-1e @
Gd-H4-1 x & SG12.00).

A andlise de dois individuos de cada cruzamento mostrou que a
linhagem SG12.00 apresenta as inversdes IIL-A, IIL-F e IIL-H fixadas com

relacdo a linhagem padrao Gd-H4-1 (Figura lll.2.1 e Figura l11.2.2).
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Conforme foi apresentado no Topico lll.1 deste capitulo, a inversao IIL-F
em estado heterozigoto apresenta ampla distribuicdo geogréafica entre as
populacdes de D. willistoni. Diferentes estudos tém apontado sua associacao
com variaveis adaptativas (Valente & Araudjo, 1985; 1986). Esta inversao
compreende as sec¢des 50C e 53A (Figura 1ll.1.1). Por sua vez, a inverséo
polimorfica 1IL-H € mais restrita as populacbes situadas em latitudes
meridionais da América do Sul (Rohde & Valente, 2012), abrangendo as
secdes 53A e 55C. Subentende-se que estas inversfes sejam monofiléticas em

suas origens.

Classicamente, essas duas inversdes sdo conhecidas por
compartilharem citologicamente um dos pontos de quebra, no caso o ponto de
quebra distal da inverséo IIL-F e o ponto de quebra proximal da inverséo IIL-H.

Figura 1l1.2.1: Arranjo cromossomico do braco IIL resultante do cruzamento
entre as linhagens Q@ Gd-H4-1 x & SG12.00 de Drosophila willistoni. Setas
indicam os arranjos fixados da linhagem SG12.00: Inversoes IIL-A, IIL-F e IIL-
H.
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Figura I11.2.2: Arranjo cromossémico do braco IIL resultantes do cruzamento
entre as linhagens @ SG12.00 x & Gd-H4-1 Drosophila willistoni. Setas indicam
os arranjos fixados da linhagem SG12.00: Inversdes IIL-F e 1IL-H.

Os resultados citologicos dos cruzamentos entre a linhagem
sequenciada e a linhagem SG12.00 apresentados nesta andlise, conforme ja
constatado por Valente & Araujo (1986) e Rohde & Valente (2012), corroboram
0 reuso em nivel citologico do ponto de quebra situado na secdo 53A por
ambas as inversdes IIL-F e lIL-H (Figura Ill.1.1), caracteristica que pode
implicar reuso em nivel molecular (Pevzner & Tesler, 2003). A Figura I11.2.3
mostra uma representacdo esquematica bidimensional do duplo heterozigoto
IIL-FH, de acordo com as representacdes classicas de polimorfismos
cromossomicos (Dobzhansky & Pavlovsky, 1955; revisdo em Sperlich & Pfriem,
1986). Entretanto, esta representacdo € apenas uma aproximacdo de uma
situacdo bioldgica envolvendo estas duas inversfes, sendo 0 comportamento
do ponto de quebra compartilhado pelas duas inversdes na secdo 53A, ainda

nao totalmente esclarecido em niveis graficos.
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Figura 11.2.3: Representacdo esquematica das alcas de inversdes da dupla
heterozigose (Inversdes IIL-F e IIL-H) decorrentes dos cruzamentos reciprocos
entre a linhagem sequenciada Gd-H4-1 e a linhagem SG12.00 de Drosophila

willistoni. Retirado e modificado de Dobzhansky & Pavlovsky (1955).

Casos de reuso em nivel citolégico foram corroborados em nivel
molecular nas andlises das inversdes sobrepostas 2m e 2n de D. buzzatii
(Calvet et al., 2012) e E; e E; em D. subobscura (Puerma et al., 2014). Na
presente andlise, objetivamos delimitar os pontos de quebras da inverséo lIL-H,
porém, o conhecimento de que esta inversao divide citologicamente seu ponto
de quebra proximal com a inverséo IIL-F na linhagem SG12.00, nos antecipa a
necessidade de uma maior cautela na analise dessa regido. Entretanto, esta
peculiaridade da linhagem SG12.00 disponivel para nosso estudo, também
pode vir a nos proporcionar conhecimentos adicionais acerca do reuso dos

pontos de quebras de inversdes em Drosophila.
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[11.3 — Estudo dos pontos de quebra de invers6es de Drosophila willistoni.
Ill. Redefini¢do da ordem e da orientagdo dos scaffolds estabelecidos na

montagem do genoma do cromossomo |l de Drosophila willistoni.

Observacdo: Este estudo foi publicado na revista G3: Genes, Genomes and

Genetics, e o0 artigo publicado encontra-se no Capitulo V da presente Tese.

O genoma de D. willistoni, sequenciado pelo Consorcio Drosophila 12
Genomes Consortium (2007), teve sua montagem de seus scaffolds alinhada a
ordem citolégica dos cromossomos politénicos correspondentes, com base na
ortologia dos genes conservados em sintenia nas por¢cdes terminais dos
scaffolds; e também de acordo com os marcadores genéticos e fisicos que se
tinha estabelecido para a espécie. Estes scaffolds foram numerados de 1
(associado ao centrébmero) até n (por exemplo scaffold 8 no braco
cromossomico lIL, associado ao teldmero) (Schaeffer et al., 2008)

Com isso, obteve-se a juncdo de cinco scaffolds para o braco
cromossdmico XL, de acordo com os marcadores genéticos dos genes N
(Notch), ct (cut), sn (singed), f (forked), sc (scute), y (yellow), Iz (lozenge) e w
(white) (Spassky & Dozhansky, 1950), e a orientagdo baseada no marcador
fisico do gene br (broad). A montagem do braco cromossémico XR resultou na
juncéo de oito scaffolds, com base nos marcadores genéticos dos genes Adk-2
(Adenylate kinase 2), Est-7 (Esterase P), Idh (Isocitrate dehydrogenase), Pgm-
1 (phosphoglucose mutase), sh (short), ru (rughoide) (Lancefield & Metz, 1922;
Ferry et al., 1923; Spassky & Dozhansky, 1950), e nos marcadores fisicos dos
genes E74 (Ecdysone-induced protein 74EF), E75 (Ecdysone-induced protein
75B), Sod (Superoxide dismutase), Hsp83 (Heat shock protein 83) e Hsp27
(Heat shock protein 27), que assim como o marcador br no braco XL, foram
estabelecidos por nosso grupo de pesquisa (Bonorino et al., 1993; Rohde et al.,
1994;1995; Rieger, 1999).
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O cromossomo Il teve o genoma do braco IIL, constituido por oito
scaffolds, montado com base nos marcadores genéticos dos genes px (plexus)
e bw (brown) (Spassky & Dozhansky, 1950); ja o braco IIR, também composto
por oito scaffolds, foi montado com base nos marcadores genéticos hk (Hoock),
Gpdh (Glycerol 3 phosphate dehydrogenase) e Adh (Alcohol dehydrogenase), e
também com base no marcador fisico do gene Adh (Rohde et al., 1995) e ClI
(Clippeed) (Schaeffer et al., 2008).

Ja o cromossomo Il resultou na montagem gendmica de trés scaffolds,
de acordo com os marcadores fisicos do loco Xdh (Xanthine dehydrogenase), e
dos genes ank (ankyrin), ci® (cubitus interrupitus Dominant) e ey (eyeless)
(Papaceit & Juan, 1998).

E extremamente notéria a caréncia de marcadores génicos em D.
willistoni, sendo este quesito ainda mais saliente para o cromossomo Il desta
espécie (Figura II1.3.1). Isso tem implicacdo direta na interpretacdo das
andlises genbmicas. Em vista disso, a fim de comprovar a ordem e a
orientacdo dos scaffolds nesse cromossomo, e dar uma correta base inicial a
caminhada cromossémica para a delimitacdo dos pontos de quebra da
inversao lIL-H, foram estabelecidas sondas, mais especificamente, uma sonda
para cada um dos scaffolds do cromossomo Il de D. willistoni, a fim de
determinar a localizacdo fisica por HIS destas sequéncias nos cromossomos

politénicos da linhagem Gd-H4-1.

Essas sondas foram sequenciadas diretamente dos seus produtos da
PCR, pela empresa de sequenciamento Macrogen Inc. (Seoul, Korea). As
sequéncias consensos obtidas pela analise dos cromatogramas foram
submetidas a BLASTN nos bancos de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014) e
NCBI (Geer et al., 2010), comprovando em 100% dos casos que essas sondas

correspondiam as regides génicas escolhidas para cada scaffold.

De maneira extremamente surpreendente, todos os marcadores fisicos
estabelecidos para os scaffolds do brago IIL hibridaram no brago cromossémico
IR, ou seja, exatamente o contrario do esperado. Sendo assim, fez-se
necessario estabelecer sondas para cada um dos scaffolds do braco IIR, e de

maneira jA esperada, e mesmo assim surpreendente; todas as sondas
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hibridaram no braco IIL. Soma-se a isto o fato de que as sondas do braco IIR
hidridaram em uma ordem reversa com relacdo a ordem proposta dos
scaffodls, estando a sonda do scaffold 8 relacionando-se ao centrédmero, e a
sonda do scaffold 1 relacionando-se ao teldmero. Ja as sondas que hibridaram
no braco IIL estavam de acordo com a ordem estabelecida (Schaeffer et al.,

2008) do centrémero (1) ao telémero (8).
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Figura 111.3.1: Esquematizacdo da associacdo dos scaffolds do genoma do
cromossomo |l de Drosophila willistoni, com 0s respectivos cromossomos
politénicos, com base nos marcadores disponiveis. No topo da figura o braco
IIL, na base da figura o braco IIR. Note que os scaffolds estdo ordenados de 1
(centrémero) até 8 (teldmero). Retirado de Schaeffer et al. (2008).



115

Subsequentemente, foram estabelecidas sondas para 0s genes
Dwil/GK23049 (bw), Dwil/GK22138 (px) e Adh, devido ao fato de esses terem
sido praticamente os Unicos marcadores genéticos (afora o gene CI), que
serviram de base para a montagem do genoma do cromossomo Il. Assim
sendo, elas serviriam, neste contexto, para o reforco e controle da concluséo
final dos resultados. Estas hibridagbes resultaram nos genes bw e px
mapeando fisicamente na base do braco cromossdémico IIR, nas subsecdes
56C (Figura 111.3.2) e 59B (Figura 111.3.3) respectivamente; sendo que esses
marcadores génicos foram considerados estando associados ao telémero no
brago IIL (Figura Il1.3.1). Por sua vez, a sonda do gene Adh (Figura 111.4)

mapeou fisicamente na subsecdo 44A do bragco cromossomico IIL.

Figura Il1.3.2: Localizagdo in situ da sonda do gene bw (scaffold 4954) em
Drosophila willistoni. Seta indica o sitio de hibridacdo na subsecdo 56C do
braco cromossémico IIR. IIR-T: Regido telomérica do bragco IIR. C:
cromocentro.
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Figura 111.3.3: Localizacdo in situ da sonda do gene px (scaffold 4558) em

Drosophila willistoni. Setas indicam o sitio de hibridacdo na subsecdo 59B do
braco cromossdémico IIR. IIR-T: Regido telomérica do brago IIR. C:
cromocentro.
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Figura 111.3.4: Localizacdo in situ da sonda do gene Adh (scaffold 4577) em
Drosophila willistoni. A figura mostra os bracos IIL e IIR intactos para analise.
Seta indica sitio de hibridacdo na subsecédo 44A do braco cromossémico IIL.
[IL-T: Regido telomérica do braco IIL. IIR-T: Regiédo telomérica do braco IIR. C:

Cromocentro.
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A Tabela I11.3.1 apresenta as sondas utilizadas como marcadores fisicos
nessa analise, bem como a posi¢cdo genémica dos genes e a posic¢ao citologica
obtida por HIS. Demais dados sobre as sondas estdo disponiveis na Tabela
1.4 do Capitulo Il desta Tese. A ordenacdo e a orientacdo dos scaffolds ja
estdo de acordo com os resultados obtidos nesta andlise. Note que os scaffolds

4577 no braco IIL, e 4558 no braco IIR tiveram duas sondas mapeadas.

Sendo assim, tinha-se perante os resultados um quadro bastante
contraditério do que se vinha tradicionalmente utilizando em diferentes

andlises, com relacdo ao conteudo genémico do cromossomo |l de D. willistoni.

De acordo com a designacao dos Elementos de Muller (Muller, 1940), o
cromossomo Il de D. willistoni tem seus bragos cromossdémicos IIL e IR

correspondentes aos Elementos C e B (Figura 111.3.1).

A designacédo do contetdo gendmico do cromossomo |l de D. willistoni,
teve seu comeco nos estudos de Ferry et al. (1923), Sturtevant & Novitsky
(1941) e Spassky & Dozhansky (1950). Estas analises foram feitas por meio da
construcédo de mapas de ligacdo, estabelecidos por cruzamentos de linhagens
com marcadores fenotipicos (mutagdes fenotipcas). Os primeiros dois estudos
relatam as dificuldades de associar as mutagdes ocorridas em D. willistoni com
as mutacdes de D. melanogaster, entretanto, inferem que o cromossomo |l de
D. willistoni é composto pelos Elementos de Muller B e C, como na outra
espécie (Ferry et al., 1923; Sturtevant & Novitsky, 1941). Um importante ponto
a se considerar é gque, o alto grau de polimorfismo para inversdes paracéntricas
ocorrente em D. willistoni prejudica o estabelecimento de um mapa de ligacéo
padrdo para a espécie, e neste caso 0 mapa de ligacdo corresponderia como

padrdo para as linhagens utilizadas (Ehrman & Powell, 1982).

O estudo de Spassky & Dozhansky (1950) estabeleceu um mapa de
ligagdo para os cromossomos de D. willistoni, por meio de cruzamentos de
mutantes obtidos espontaneamente da natureza (coletados em Belém, Pard),
ou induzidos por radiacdo; com a linhagem padrdo estabelecida para a

espécie, também de Belém, Para, Brasil (Dozhansky, 1950).
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Tabela 111.3.1: Redefinicdo dos scaffolds do cromossomo Il de Drosophila willistoni. Posicdo gendmica dos genes escolhidos para o

estabelecimento de sondas, e posi¢es citologicas obtidas no presente estudo. Posicdo do gene e numero do scaffold de acordo

com o banco de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014), sendo que este ultimo corresponde aos quatro Ultimos numeros, 0s quais

todos comegcam com scf2_110000000. Orientacdo do scaffold de acordo com Schaeffer et al. (2008). Entre parénteses, nimero do

scaffold correspondente a ordenacéo de acordo com a Figura I11.3.6. Genes listados do centrébmero ao telémero.

D. willistoni

gene

Dwi\GK18743

Dwil\GK24519

Dwi\GK18260

Dwil\Adh

Dwil\GK23840

Dwil\GK15054

Dwi\GK12721

Dwi\GK18432

Dwil\GK21099

Braco cromossdmico IIL

Ndmero
do
scaffold

4884(1)
4585(2)
4577(3)
4577(3)
4516(4)
4521(5)
4752(6)
4945(7)

4851(8)

Posicdo gen6mica do

gene

878.652..883.516
282.915..284.232
1.906.481..1.918.823
2.980.068..2.982.042
60.623..62.773
716.961..719.512
52.463..54.862
417.864..419.442

226.612..230.981

Orientacgdo
do scaffold

Posicao
citolégica

37B
38A
45A
44A
46A
47A
55A
55A

55C

Sonda

bw

PX

20

32

D. willistoni

Gene

Dwil\GK23049

Dwil\GK22144

Dwi\GK22138

Dwillvic

Dwil\GK17912

Dwil\GK20645

Dwil\GK15808

Dwil\Adam

Dwil\GK19495

Braco cromossomico IIR

NUmero
do
scaffold

4954(8)
4558(7)
4558(7)
4382(6)
4822(5)
4510(4)
4514(3)
4513(2)

4512(1)

Posicdo gendmica do
gene

2.790.903..2.793.354
73.772..80.277
211.240..284.571
1.240.131..1.244.696
150.635..154.598
3.566.941..3.573.564
205.020..207.611
22.848..24.439

1.798.077..1.801.918

Orientagéo
do scaffold

Posicao

citoldgica

56C
58C
59B
62A
64B
68C
71A
T2A

TTA
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Os autores ressaltam que esses mutantes oriundos da natureza se
caracterizavam pela baixa prevaléncia de inversdes cromossdmicas. Os
resultados obtidos nessa andlise para o cromossomo Il inferiam que o gene bw
localizava-se em uma regiao gendmica com baixa recombinacao, podendo esta
ser centromero ou teldmero; e que 0 gene px estava na posicdo 28 cM,
juntamente com o gene abb (abreviated), ou seja, posterior ao gene bw. O
mesmo estudo ainda infere a posi¢cao gendmica relativa de outros quatro genes
marcadores para o cromossomo Il (Figura 111.3.5). Assim como os estudos
anteriores, essa analise apontou que o contetdo genémico do cromossomo |l
de D. willistoni era correspondente ao cromossomo Il de D. melanogaster
(Elementos de Muller B e C); porém, sem estabelecer uma associacao entre o
brago cromossdmico e o Elemento de Muller correspondente.

Essa associacdo foi proposta primeiramente por Lakovaara & Saura
(1972). Neste estudo foi estabelecido um mapa de ligacdo para o0s
cromossomos de D. willistoni, a partir de mutantes oriundos das llhas Leewart,
0s quais foram apontados por serem livres de inversdes (Ayala et al., 1971).
Da andlise de quatro locos enzimaticos do cromossomo Il (Est-5, Gpdh, Mdh-2,
e Adh), os autores inferiram que esses se encontravam no brago
cromossomico IIR de D. willistoni, e que este correspondia ao braco 2L de D.

melanogster, Elemento de Muller B.

E cabivel aqui ressaltar que esses trés estudos distintos se utilizaram de
diferentes linhagens de D. willistoni para a andlise, bem como essas linhagens

nao correspondem a Gd-H4-1 de Guadalupe, a qual foi sequenciada.

O gene Adh salientou-se como um marcador fisico essencial na
montagem do genoma do cromossomo Il de D. willistoni. Este gene nas
décadas de 1980/90 foi extensivamente estudado em diversas espécies do
género Drosophila. Ele caracteriza-se por ser diferencialmente regulado nas
distintas fases do desenvolvimento de diversos organismos, participando da
metabolizacdo de alcoois oriundos de alguns processos celulares (Goldberg,
1980). Em D. willistoni ele foi molecularmente caracterizado por Anderson et al.
(1993). Nessa espécie, este gene apresenta duas peculiaridades com relagao

ao de outras espécies do género, que € a auséncia do terceiro intron (o que se
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mostrou também para outras espécies do grupo willistoni), e diferente padréo

do uso de codons.

Q-7—brown, bw

S s e

311 Hook, Hk

70O+ pink wing, pw
72— Shaven, Sv

78 4—Star, S

Figura 111.3.5: Mapa de ligacdo do cromossomo Il de Drosophila willistoni
inferido por Spassky & Dozhansky (1950). Note que o gene bw esta
posicionado em uma regido de recombinacdo nula. Retirado do referido

trabalho.

Posteriormente, Rohde et al. (1995) o hibridaram in situ, utilizando como
sonda o clone SAC-PAT (Moses, 1986), em sete espécies do grupo willistoni.
Esta analise inferiu que o gene Adh mapeava fisicamente no braco IIR das
espécies deste grupo, incluindo a D. willistoni, sendo esta inferéncia foi
utilizada para a associacdo dos scaffolds aos cromossomos politéncos neste

braco cromossomico por Schaeffer et al. (2008). Entretanto, o estudo salienta
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gue a determinacao da localizac&o fisica principal desse gene foi estabelecida
por quantificacdo dos sitios positivos de hibridacdo, uma vez que a mesma
apresentava multiplos sinais. Sendo assim, em D. willistoni a inferéncia foi
baseada na andlise de 28 bracos IIR, e destes, 18% apresentaram consistente
sinal na se¢do 67 deste braco cromossdmico. Seguindo o pressuposto de
Lakovaara & Saura (1972), estes resultados foram interpretados como mais
uma evidéncia de que os bracos cromossémicos IIL e IIR eram equivalentes
aos Elementos de Muller C e B, respectivamente (Vera L. S. Valente,

comunicacao pessoal).

A sonda estabelecida e hibridada no presente estudo apresentou
somente um sitio positivo de hibridacéo para o gene Adh, mapeando na secéo
44A (Figura 111.3.3). Cabe salientar aqui que todas as demais sondas utilizadas
nesse estudo se mostraram com apenas um sitio cromossémico positivamente
hibridado. Somando a isso o estabelecimento de uma sonda especifica, a

inferéncia apresentada aqui para este marcador fisico é bastante precisa.

Outro ponto interessante da presente analise refere-se ao gene bw.
Como mencionado acima, esse gene foi posicionado em uma regido de baixa
recombinacdo por Spassky & Dozhansky (1950). Para a associacdo dos
scaffolds com relacdo aos cromossomos politénicos, ele foi interpretado como
posicionado na regido telomérica do braco IIL, seguido pelo gene px (Schaeffer
et al., 2008). Nossos resultados mostram que este gene encontra-se na regiao
centromérica do braco cromossémico IR, de fato uma regido de baixa

recombinacdo meidtica; seguido adiante pelo gene px em D. willistoni.

Os resultados obtidos nessa analise alteram a atribuicdo dos Elementos
de Muller do cromossomo Il de D. willistoni, de tal modo que o braco
cromossomico IIL € homodlogo ao braco 2L de D. melanogaster (Elemento de
Muller B) e o brago cromossémico IR é homodlogo ao bragco 2R de D.
melanogaster (Elemento de Muller C). Esse resultado é contrario ao que tem
sido tradicionalmente aceito para esta espécie. A escassez de marcadores
genéticos, e a interpretagdo ambigua dos estudos classicos baseados em
cruzamentos desta espécie altamente polimorfica tém certamente sido

determinantes para a manutencéo deste erro por tanto tempo.
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A Figura 111.3.6 mostra a redefinicdo dos scalffods no cromossomo Il de
D. willistoni resultante da presente analise, de acordo com o0s marcadores

fisicos descritos na Tabela I11.3.1.

Com relacao a orientacdo dos scaffolds estabelecidos de acordo com os
marcadores genéticos disponiveis (Schaeffer et al., 2008), a presente analise
mostra que a orientagdo da juncao dos scaffolds do braco cromossdomico IIR
esta com a ordem invertida. Esta inferéncia é reforcada pela determinacéo
fisica dos dois genes nos scaffolds 4577 (braco IIL) e 4558 (braco IIR). A
ordem dos genes no scaffod 4577 mostrou-se conforme o esperado, de acordo
com suas posicdes gendmicas. Por sua vez, no scaffold 4558, o qual € inferido
como estando em ordem negativa (minus), o esperado seria a sonda do gene
Dwil\GK22138 (px) se posicionar em um sitio cromossémico anterior a outra
sonda génica Dwil\GK22144 utilizada. Entretanto, conforme visto na Tabela
I1l.1 e na Figura 1l1.3.6, a determinacéo fisica dessas sondas por HIS resultou
no gene Dwi\GK22144 posicionando-se em um sitio cromossémico anterior ao
do gene Dwil\GK22138 (px). Outro fator que reforca esta inferéncia é que estes
scaffolds tiveram sua orientacdo inferida anteriormente, considerando que
esses pertenciam ao braco cromossomico IIL, o qual teria os genes bw e px
posicionados na regido telomérica (Schaeffer et al.,, 2008); quando em
realidade eles estdo posicionados na regido centromérica do braco IIR (ou seja,

em ordem oposta).

No presente estudo também foram estabelecidas trés sondas para o
cromossomo X, e uma sonda para o cromossomo lll, a fim de averiguar

brevemente a associacao dos scaffolds nesses cromossomos (Tabela 111.3.2).

Estas sondas foram igualmente sequenciadas diretamente dos seus
produtos da PCR e confirmadas por BLASTN nos bancos de dados Flybase
(St. Pierre et al., 2014) e NCBI (Geer et al., 2010).
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Figura 111.3.6: Redefinicdo dos scaffolds e marcadores génicos do cromossomo Il de Drosophila willistoni (Schaeffer et al., 2008), de
acordo com este estudo (Tabela Il.1). NUumeros 1-8 no braco cromossémico IIL correspondem aos scaffolds 4884, 4585, 4577,
4516, 4521, 4752, 4945 e 4851 na Tabela I11.3.1. NUmero 1-8 no brago cromossémico IIR correspondem aos scaffolds 4512, 4513,
4514, 4510, 4822, 4382, 4558 e 4954 na Tabela IIl.3.1.
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Tabela 111.3.2: Posicdo genGmica dos genes utilizados para o estabelecimento
de sondas, e posicOes citoldégicas obtidas na analise da designacdo dos
scaffolds dos cromossomos X e Il de Drosophila willistoni, no presente estudo.
Posicdo do gene e numero do scaffold de acordo com o banco de dados
Flybase (St. Pierre et al., 2014), sendo que este Ultimo corresponde aos quatro

altimos numeros, os quais todos comecam com scf2_110000000.

Sonda D. willistoni gene Posi¢do gendmicado  Numero Posicédo
gene do citolégica/

scaffold Cromossomo

68 Dwil\GK 16707 432.088..435.746 4963 1C/XL
5 Dwil\GK17758 3.033.141..3.035.483 4822 27CIXR
30 Dwil\GK 16749 7.841.949..7.843.999 4511 34B/XR
31 Dwil\GK22422 3.260.674..3.262.239 4921 99D/

A sonda 68 estabelecida para o brago cromossoémico XL, de acordo com
a montagem do genoma posiciona-se no scaffold associado a regiao telomérica
desse braco. Entretanto, nosso mapeamento fisico resultou na sua posicéo
citolégica na secdo 1C do braco cromossdmico XL, sendo assim, na regido
mais centromérica desse braco. Esse resultado aponta um desacordo com a
posicéo estabelecida inicialmente para esse gene (Schaeffer et al., 2008). Isto
pode ser devido a um caso de quimerismo na montagem do genoma, ou uma
indicacdo de que a orientacdo da montagem dos scaffolds nesse braco esta
invertida. Nossos dados ndo séo suficientes para embasar nenhuma hipétese
acerca da montagem do genoma do bragco XL de D. willistoni. Entretanto, note
que em D melanogaster o ortdlogo deste gene (Dmellunc) mapeia
citologicamente na se¢do 19F1 do cromossomo X desta espécie, uma regido

préxima ao centrémero.

O estudo de Schaeffer et al. (2008) infere que o scaffold 4822 de D.
willistoni apresenta uma terca parte pertencente ao braco cromossémico XR, e

as duas partes restantes ancoradas ao bragco cromossomico IIR (correcao feita
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neste estudo). Em vista disso, a sonda 5 foi designada para o gene
DwiNGK17758, pertencente a reigdo desse scaffold ancorada no braco
cromossdmico XR. O resultado obtido mapeou fisicamente esse gene na secéo
27C desse brago cromossomico, mostrando uma concordancia com a
observacao feita por Schaeffer et al. (2008) acerca da montagem do scaffold
4822. Além disso, outra sonda foi designada para o braco XR (sonda 30),
associada ao scaffold mais telomérico desse braco. O mapeamento fisico
apontou a posicao citolégica desta sonda na secéo 27C do bragco XR, estando
de acordo com a posicdo telomérica desse gene. O braco cromossémico XR
teve seu genoma montado com base na conservagdo da sintenia com as
outras espécies, bem como de acordo com seis marcadores genéticos obtidos
pelo estabelecimento de mapas de ligacdo, e mais cinco marcadores fisicos
mapeados por HIS (genes E74, E75, Sod, Hsp83, e Hsp27). Visivelmente, um
namero consideravelmente maior de marcadores quando comparados aos
bragos cromossémicos XL e Il. Os resultados inferidos por HIS no presente
estudo mostraram estar em coeréncia com a associacdo dos scaffolds feita

Schaeffer et al. (2008), a esse braco cromossémico.

7

O cromossomo Il de D. willistoni é constituido pelos Elementos de
Muller E + F fusionados. Esta hipétese foi levantada ja por Sturtevant e Novitski
(1941), devido a construcdo de um mapa de ligacdo de D. willistoni, a fim de
estabelecer as homologias com os elementos de Muller. Por HIS, Papaceit e
Juan (1998) mapearam fisicamente em D. willistoni os genes cubitus
interrupitus (ci), ankyrin (Ank) e eyeless (ey), que sao marcadores genéticos do
Elemento de Muller F de D. melanogaster. Com isso, eles corroboraram por
meio de técnicas moleculares, pela primeira vez, a fusdo desses elementos
nessa espécie. Esse evento, atualmente, foi confirmado para todo subgrupo
willistoni (Powell et al., 2011; Pita et al., 2014.), com um tempo de ocorréncia
estimado em 15 Mya. Tendo em vista a boa determinacdo dos marcadores
fisicos disponiveis para a base do cromossomo Ill, o presente estudo mapeou
por HIS uma sonda determinada para o gene Dwil\GK22422 (sonda 31) do
scaffold 4921 (Tabela 11.2), o mais telomérico desse cromossomo. Sua
localizac&o fisica se mostrou na subsecdo 99D, estando de acordo com a

localizagdo desse gene no referido scaffold. A montagem do genoma do
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cromossomo 1l de D. willistoni € considerada como a melhor suportada com
relacdo aos seus marcadores fisicos, comparado aos demais cromossomos
(Schaeffer et al., 2008).

De maneira geral os marcadores fisicos utilizados no presente estudo,
para os cromossomos X e lll de D. willistoni, sugerem um quadro de maior
sucesso na montagem e associacdo dos scaffolds com relacdo aos seus
respectivos cromossomos, sem a ocorréncia da troca de conteudo genético
(pelo menos em grandes propor¢des), como no caso dos Elementos de Muller
B e C. No entanto, a linhagem sequenciada Gd-H4-1 ainda necessita de uma
melhor resolucdo para esses cromossomos, estabelecendo marcadores fisicos

por HIS, como apresentado nesta andlise para o cromossomo |.

No total, foram mapeados fisicamente 22 marcadores génicos nos
cromossomos da linhagem sequenciada de D. willistoni. Considerando que os
demais marcadores desta espécie foram estabelecidos anteriormente em
distintas linhagens de diferentes regibes geograficas, a inferéncia da posicéo
fisica desses marcadores resulta em posi¢cdes citologicas diferentes na
linhagem sequenciada. Sendo assim, € extremamente importante para a
montagem de um genoma o correto alinhamento do seu conteddo génico e
citologico. Para D. willistoni, este padrao é apresentado na presente analise

pela primeira vez.

Este estudo contribui para uma caracterizagdo mais precisa do genoma
de D. willistoni, proporcionando uma melhor base para a continuagcdo de
estudos genéticos e gendmicos a ele associados. Como D. willistoni é um
modelo instigante para estudos cromossémicos e evolutivos, em particular, os
resultados aqui descritos irdo ajudar na analise da evolucdo cromossdmica
interespecifica e evolugdo do genémica do grupo (como em Ruiz et al., 1997;
Ranz et al.,, 2001; Papaceit et al., 2006; com outras espécies) e também na
caracterizacdo dos pontos de quebra de inversdées cromossdmicas (como em
Delprat et al., 2009). De fato, esta analise contempla um passo anterior a
delimitacdo dos pontos de quebra da inversao IIL-H de D. willistoni, conforme

sera apresentado no Topico 1ll.4 desta Tese.



128

[11.4 — Estudo dos pontos de quebra de invers6es de Drosophila willistoni.
IV. Mapeamento fisico de alta resolucéo e delimitacdo génica dos pontos

de quebra da inversao IIL-H.

Dentre as espécies do género Drosophila, a D. melanogaster e a D.
buzzatii se destacam pelo pioneirismo nos estudos dos pontos de quebras de
inversdes. Por meio de distintas analises nestas espécies, atualmente se tem
base para a ocorréncia de dois principais mecanismos envolvidos na origem de
inversdes: 0 mecanismo de quebras escalonadas (Ranz et al., 2007; Corbett-
Detig et al., 2012), o qual tem sido apontado como o responsavel pela origem
da maioria das inversbes ocorrentes no subgrupo melanogaster; e o
mecanismo de recombinacdo ectbpias entre copias invertidas de determinados
TEs (Delprat et al., 2009; Fonseca et al., 2012), com estes estudos agregando
muito ao conhecimento do papel modulador de genomas subsidiado por TEs
(Caceres et al., 1999) (Veja Capitulo I, Tépico 1.4, pag. 40).

Apesar de os primeiros estudos terem sido anteriores a era dos
genomas (Wesley & Eanes, 1994; Cicera et al., 1995; Andolfatto et al., 1999;
Caceres et al., 1999), utilizando principalmente bibliotecas genémicas. A partir
do sequenciamento do genoma de D. melanogaster (Adams et al., 2000)
somado a alta resolucéo da caracterizacdo do seu genoma, e 0s subsequentes
genomas de outras linhagens desta espécie, atualmente este cenario permite a
analise dos pontos de quebra dessa espécie por meio de algoritimos
elaborados para este fim (Ranz et al., 2007; Corbett-Detig et al., 2012).
Entretanto, esta ndo € a realidade para a maioria das espécies, muitas de
elevada importancia em diferentes focos de analises (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007). De qualquer forma, a delimitagdo dos pontos de quebra de
uma inversao € uma estapa primordial para os estudos de sua génese.

Drosophila willsitoni € uma espécie que se destaca por ser uma das
mais polimorficas para inversdes segregantes em todo o género Drosophila
(sendo apontada muitas vezes como a espécie mais polimérfica) (Kirmbas &

Powell, 1992). A disponibilizacdo de um genoma sequenciado para esta
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espécie traz novas facilidades para as analises do seu vasto polimorfismo
cromossOmico para inversdes paracéntricas, agora com foco nos fatores que
originaram estas inversdes. Todavia, o genoma de D. willistoni se caracteriza
pela pobreza de resolucédo génica (Schaeffer et al., 2008), e este fator torna,
principalmente, a delimitagdo de seus pontos de quebras mais laboriosa e
necessitante de ajustes.

As inferéncias apontadas nos Topicos lll.1, IIl.2 e 11l.3 estabeleceram as
bases inciais para uma correta delimitacdo dos pontos de quebra da inversao
[IL-H de D. willistoni.

Neste topico, a presente analise utilizou o genoma disponivel da
linhagem Gd-H4-1 no banco de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014) para o
desenho de primers e o delineamento da caminhada cromossdémica, a qual foi
feita por HIS néo fluorescente, majoritariamente nos cromossomos politénicos
da linhagem SG12.00.

A linhagem SG12.00 fixou a inversao lIL-H (Gofi & Valente, 2012). Esta
inversao abrange a ponta do brago IIL, entre as se¢bes 53A e 55B (Rohde &
Valente, 2012) (Figura 111.4.1).

A fim de realizar uma andlise padronizada, os pontos de quebra da
inversao IIL-H foram denominados na linhagem sequenciada Gd-H4-1 de AB
(ponto de quebra distal) e CD (ponto de quebra proximal), AC (ponto distal) e
BD (ponto proximal) na linhagem SG12.00 que porta a inversao lIL-H fixada.
Esta padronizacdo segue as andlises detalhadas dos pontos de quebra de
Caceres et al (1999), Casals et al. (2003), Delprat et al. (2009), Calvete et al.
(2012) (Figura I11.4.2).

A montagem do genoma do brago cromossdémico Il de D. willistoni
resultou no estabelecimento de oito scaffolds, sendo o scaffold 1 o mais
centromeérico, e o scaffold 8 o mais telomérico. O estudo descrito no Topico
1.3 deste capitulo, estabeleceu os marcadores fisicos iniciais para a
esquematizacdo da delimitacdo dos pontos de quebra distal (mais préximo ao
telébmero), e do ponto de quebra proximal (préximo ao centrdbmero) da inversao
[IL-H.

Apesar de a caminhada cromossOmica para a delimitacdo dos pontos de

quebra distal e proximal da inversao IIL-H terem sido feitas em grande parte
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simultaneamente, a apresentacdo no presente estudo sera em detalhamento

para cada ponto de quebra em isolado.

a)

|
55\

AIB AIB AIB CIBIA CIBIA AIBICID|AIBIC|AIBJC
53 50 53

b)

Figura 111.4.1: Delimitac&o citolégica da inversédo IIL-H em Drosophila willistoni.
a) Representacdo esquematica do arranjo cromossdmico da ponta do braco IIL
da linhagem Gd-H4-1 (em verde inverséo IIL-F destacada), com relagdo ao
fotomapa da espécie (Tépico Ill.1). b) Ponta do braco IIL da linhagem SG12.00
(Gofii & Valente, 2012), com a inversdo lIL-H fixada. Flechas em preto
associando as sec¢0es 53A e 55B que delimitam a inverséo IIL-H em ambas as

imagens.
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Teldmero

Inversao lIL-H

Figura 111.4.2: Representacdo esquematica da denominacdo dos pontos de
quebra distal e proximal da inverséao IIL-H utilizada no presente estudo, nas
linhagens Gd-H4-1 e SG12.00.

Delimitacdo do ponto de quebra distal da inversao IIL-H:

Como etapa inicial, para a caminhada cromoss6mica do ponto de quebra
distal da inversdo IIL-H, utilizou-se as sondas dos genes Dwil\GK12721
(scaffold 6), Dwi\GK18432 (scaffold 7) e Dwi\GK21099 (scaffold 8)
estabelecidas no estudo descrito no Topico 1ll.3 deste capitulo. O mapeamento
fisico dessas sondas, nos cromossomos politénicos da linhagem SG12.00,
apontou que o ponto de quebra distal estava ou no scaffold 7, ou no scaffold 8,
descartando o scaffold 6 (Figura 111.4.3). O scaffold 7 do braco IIL possui 1,3
Mb, e o scaffold 8 possui 640 kb, sendo estes, juntamente com o scaffold 6 (91
kb), os mais pequenos do genoma de D. willistoni. Além, disso, o scaffold 8
possui orientacdo minus (-). A partir dai, foram estabelecidas mais duas sondas
para o scaffold 7 (genes Dwi\GK18461 e Dwil\GK18345, o qual era o ultimo
gene deste scaffold), e mais quatro sondas para o scaffold 8 (genes
Dwi\GK21105, Dwi\GK21048, Dwi\GK21116 e Dwi\GK21118) (Tabela 111.4.1).

Os resultados desta caminhada cromossdmica, por meio de hibridac&o
in situ das sondas apresentadas na Tabela Ill.4.1, indicaram que o ponto de
guebra distal da inversédo lIL-H estava no intervalo compreendido entre os
genes Dwil\GK21048 e Dwil\GK21116 (Figura lIl.4.4). A analise dessa regiao,

no genoma da linhagem Gd-H4-1, mostrou a presenca de mais trés genes
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entre eles. Assim, passou-se a utilizar uma abordagem para a determinacao do
ponto de quebra distal por meio da técnica da PCR, uma vez que se esperava
que na regido onde o ponto de quebra se estabeleceu, ndo ocorreria
amplificacdo na PCR da linhagem SG12.00, porque esta estaria corrompida e
ao contrario (Figura I.2b, Capitulo Il). Como as regifes intergénicas entre
estes genes compreendiam sequencias entre 147 pb a 937 pb, primers foram
estabelecidos para a amplificacdo destas regides (Tabela 111.4.2). Como
precaucdo, analisou-se a regido intergénica anterior ao gene Dwi\GK21048 e
também a regido posterior ao gene Dwi\GK21116, totalizando cinco regides

intergénicas na analise (Figura 111.4.5).

O resultado da andlise das regides intergénicas pela PCR tanto na
linhagem Gd-H4-1, quanto na linhagem SG12.00 mostrou que o0 ponto de
quebra distal da inversdo IIL-H ocorreu no intervalo entre o0s genes
Dwi\GK21048 e Dwi\GK21115 (Figura I11.4.5).

a) o % b) k3 3 Scaffold7_IIL C)

A o * GK18432 (417.864-419.442)

; i B 55A
5 ! W 4

N’ ,,J'"

Scaffold 6_IIL 3 ) Scaffold 8_IIL
GK12721 (52.463-54.862) GK21099 (226.612-230.981)

Figura I11.4.3: Resultados dos mapeamentos fisicos obtidos na etapa inicial da caminhada
cromossOmica do ponto de quebra distal da inverséo IIL-H em Drosophila willistoni. a) gene
Dwi\GK12721 (scaffold 6), b) gene Dwi\GK18432 (scaffold 7), c) Dwi\GK21099 (scaffold
8). Setas indicam sitio de hibridacdo no brago IIL da linhagem SG12.00.
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Posteriormente a hibridacéo in situ da sonda do gene Dwi\GK21048 na
linhagem Gd-H4-1, e a elaboracdo de uma sonda para o gene Dwi\GK21115
(sonda 72), a qual foi hibridada nas linhagens Gd-H4-1 e SG12.00, finalizaram
a delimitacdo do ponto de quebra distal da inversédo IIL-H em D. willistoni.
Conforme esperado, na linhagem sequenciada Gd-H4-1, o0s genes
Dwi\GK21048 e Dwi\GK21115 mapearam fisicamente na secédo 55B (Figura
lll.4.6a, Figura 11l.4.6¢). Ja na linhagem com a inversdo SG12.00, o gene
Dwil\GK21048 mapeou fisicamente na secdo 55B (Figura 111.4.6b), mostrando
estar fora da inversdo uma vez que permanecia na ponta do braco IIL. O gene
Dwi\GK21115 também mapeia na secdo 55B, entretanto no ponto de quebra
proximal; indicando que a quebra distal, além de ter ocorrido entre esses dois

genes, também particionou a secdo 55B (Figura 111.4.6d).
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Tabela 1l1.4.1: Marcadores génicos utilizados para a delimitagcdo do ponto de

quebra distal da inverséao lIL-H, por caminhada cromoss6mica, na linhagem

SG12.00 de Drosophila willistoni. Posicdo do gene e numero do scaffold de

acordo com o banco de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014), sendo que este

altimo corresponde aos quatro Ultimos nimeros, 0s quais todos comegam com

scf2_110000000. Entre parénteses, numero do scaffold correspondente a

ordenacdo de acordo com a Figura 1l1.3.6 (Tépico 111.3). Sonda 72 foi

estabelecida a posteriori dos resultados obtidos pela técnica da PCR (Tabela

11.4.2)

Sonda

14
15
24
25
16
21
22
72
34

35

D. willistoni

Gene

Dwi\GK12721

Dwi\GK18432

Dwi\GK18461

Dwi\GK18345

Dwi\GK21099

Dwi\GK21105

Dwi\GK21048

DwiN\GK21115

Dwi\GK21116

Dwi\GK21118

Numero
do
scaffold

4752(6)

4945(7)
4945(7)
4945(7)
4851(8)
4851(8)
4851(8)
4851(8)
4851(8)

4851(8)

Posicédo do gene

no scaffold

52.463..54.862

417.864..419.442
777.780..779.503
918.142..1.035.355
226.612..230.981
449.106..451.173
513.672..515.215
516.051..520.321
523.243..527.719

528.655..533.613

Posicdao

citologica
55A
55A
55B
55B
55C
53C

55B

55B
55B

55B
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Tabela 111.4.2: Intervalos génicos (denominados de A-E) utilizados para a

delimitagdo do ponto de quebra distal da inversédo IIL-H, pela técnica da PCR,

em ambas as linhagens de Drosophila willistoni, de acordo com a Figura II.2

(Capitulo II). Posicdo no scaffold e numero do scaffold de acordo com o banco

de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014), sendo que este Ultimo corresponde

aos quatro ultimos numeros, os quais todos comecam com scf2_110000000.

Entre parénteses, numero do scaffold correspondente a ordenacdo de acordo

com a Figura 111.3.6 (Tépico 111.3). Inter: Intergénica. +: Amplificacdo positiva

pela técnica da PCR.

Regido Numero do
Intergénica scaffold
A = Inter

Dwi\GK21049- 4851(8)
Dwil\GK21048

B = Inter
Dwi\GK21048- 4851(8)
Dwi\GK21115

C = Inter
Dwil\GK21115- 4851(8)
Dwi\GK21047

D = Inter
Dwi\GK21047- 4851(8)
Dwi\GK21116

E = Inter
Dwi\GK21047- 4851(8)
Dwi\GK21118

Posicao no scaffold

513.304..

514.748..

519.899..

522.013..

527.319..

514.299

516.180

520.995

523.934

528.800

PCR Gd-H4-

1/SG12.00

+/+

+/-

+/+

+/+

+/+
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Figura 111.4.4: Esquematizacdo dos resultados obtidos por caminhada
cromossOmica, para a delimitacdo do ponto de quebra distal da inversédo IIL-H,
na linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni. a) Representacdo esquematica
dos scaffolds 6, 7 e 8 no genoma da linhagem Gd-H4-1, com as respectivas
sondas utilizadas. b) Ponta do braco IIL da linhagem SG12.00 (Gofi & Valente,
2012), com a inversao IIL-H fixada delimitada abaixo. Linhas em preto
conectando a) e b) fazem a correspondéncia da posicao gendmica das sondas
dos genes Dwil\GK12721, Dwi\GK18432, Dwil\GK18461, Dwil\GK18345,
Dwi\GK21099, Dwil\GK21105, Dwi\GK21048, Dwi\GK21116 e Dwi\GK21118

com suas posicdes citologicas.
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Figura 111.4.5: Visualizagdo em gel de agarose 0,7% das cinco regides
intergénicas obtidas pela técnica da PCR, para a delimitagdo do ponto de
quebra distal da inversdo IIL-H de Drosophila willistoni. As PCRs foram feitas
na linhagem sequenciada Gd-H4-1 e na linhagem SG12.00, a qual possui a
inversdo fixada. Intervalo A: entre genes Dwi\GK21049 e Dwil\GK21048.
Intervalo B: entre genes Dwil\GK21048 e Dwil\GK21115. Intervalo C: entre
genes Dwil\GK21115 e Dwil\GK21047. Intervalo D: entre genes Dwi\GK21047
e Dwi\GK21116. Intervalo E: entre genes Dwil\GK21116 e Dwil\GK21118. A
analise mostra que o ponto de quebra distal da inverséo IIL-H encontra-se no
intervalo B.
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Figura 111.4.6: Mapeamento fisico dos genes gque delimitam o ponto de quebra
distal da inversao IIL-H em Drosophila willistoni. a) e ¢) genes Dwi\GK21048 e
Dwi\GK21115 na linhagen Gd-H4-1 respecitivamente. b) e d) genes
Dwil\GK21048 e Dwil\GK21115 na linhagem SG12.00. Setas indicam sitio de
hibridacdo no bragco cromossdémico IIL na secdo 55B, mostrando que esta

secdao foi particionada pela inversao.

Os genes Dwi\GK21048 e Dwi\GK21115 foram sequenciados
diretamente dos seus produtos da PCR em ambas as linhagens Gd-H4-1 e
SG12.00, pela empresa de sequenciamento Macrogen Inc. (Seoul, Korea). As
sequéncias consensos obtidas pela analise dos cromatogramas foram
submetidas a BLASTN nos bancos de dados Flybase (St. Pierre et al., 2014) e
NCBI (Geer et al., 2010), comprovando em 100% dos casos que as sondas

tratavam-se das regides génicas escolhidas para as sondas.
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A regido intergénica do ponto de quebra distal da inversao IIL-H,
delimitada pelos genes Dwil\GK21048 e Dwil\GK21115, possui no genoma 836
pb. Estes dois genes sdo ortdlogos, respectivamente aos genes CG43345 e
Acon em D. melanogaster, os quais mantém a paridade nesta espécie,
entretanto em orientacdo oposta com relacdo a D. willistoni. Considerando a
anotacdo completa dos genes no genoma de D. melanogaster, a regido
intergénica entre CG43345 e Acon possui 11 pb.

O genoma de D. willistoni carece de informacdes acerca das regides
promotoras de seus genes, e considerando a anota¢do dos genes ortdlogos de
Dwi\GK21048 e Dwil\GK21115 em D. melanogaster, pode ser que a regiao
intergénica entre estes genes seja de menor tamanho; e seguindo esta
suposi¢cdo, uma quebra nesta regido poderia vir a romper a regido promotora

de um destes genes em D. willistoni.

A andlise de buscas por similaridades desta regido intergénica (836 pb)
com TEs, por meio do banco de dados Repbase (Jurka et al., 1996), apontou a
ocorréncia de uma similaridade de 93,33% com o TE Chapaev-2_CE (29 pb)
de Caenorhabditis elegans (Kapitonov & Jurka, 2007), e outra de 85,42% com
o TE GYPSY14-I_AG (48 pb) de Anopheles gambiae (Tubio et al., 2003). Como
esta busca se baseou em todos os TEs anotados neste banco de dados, a

regido se mostrou pobre para a presenca deste tipo de sequéncia.
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Delimitacdo do ponto de quebra proximal:

A caminhada cromoss6mica para a delimitacdo do ponto de quebra
proximal da inversdo IIL-H mostrou-se muito mais laboriosa e complexa.
Conforme visto, o ponto de quebra distal da inverséo IIL-H encontra-se no
scaffold 8 do brago IIL; por sua vez, o ponto de quebra proximal encontra-se no
scaffold 5 do mesmo brago cromossémico. O scaffold 5 € o de maior tamanho
do cromossomo Il de D. willistoni, com 12,5 Mb. O marcador fisico que ja se
tinha estabelecido, na abordagem descrita no Tépico 1lI.3, encontra-se no
inicio deste scaffold, na posicdo gendmica 716.968 - 719.505. O mapeamento
fisico desse marcador foi na secdo 47A do braco IIL, bastante afastada do
ponto de quebra proximal da inversao IIL-H na sec&o 53B. Sendo assim, para a
determinacao deste ponto de quebra, foram necessérias quatro etapas distintas

de planejamento e analises.

A primeira etapa consistiu na determinacdo de sondas a partir da
segunda metade do scaffold 5, aproximadamente a cada 2,5 Mb. A hibridacéo
in situ destas sondas nos cromossomos politénicos da linhagem SG12.00
mostrou que as sondas mais extremas dos genes Dwi\GK14795 (regido entre
6.444.384 - 6.445.729) e Dwil\GK14536 (regido entre 12.267.294 - 12.269.546)
localizavam-se nas sec¢fes 51B e 54C, respectivamente. Por sua vez, a sonda
estabelecida para o gene Dwi\GK14671 (regido entre 8.996.332 - 8.998.389)

localizava-se na secao 53C (Figura l11.4.7).

Esta andlise mostrou que o ponto de quebra proximal da inverséo IIL-H
estava entre os 7 Mb e 8 Mb do scaffold 5, uma vez que a sonda do gene
Dwi\GK14795 se posicionava fora da inverséao, a sonda do gene Dwi\GK14536
se posicionava dentro da inversdo e a sonda Dwi\GK14671 se posicionava

dentro da inversdo, porém mais proxima ao ponto de quebra distal.

Dando seguimento a analise, na segunda etapa foram estabelecidas
uma sonda para o término da regido entre os 7 Mb e cinco sondas para a
regido entre os 8 Mb do scaffold 5 (Tabela 111.4.3).
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GK14795 (6.444.384-6.445.729)
GK 14671 (8.996.332-8.998.389)
GK14536 (12.267.294-12.269.546)

2,5Mb

0
Ga-Ha-1 I N

Scaffold 5_lIL

SG 12.00 -
| =3

?f' Inversao IIL-H

Figura ll.4.7: Esquematizacéo dos resultados obtidos na primeira etapa para a
delimitacdo do ponto de quebra proximal da inversdo IIL-H de Drosophila
willistoni. a) Representacdo esquematica do scaffold 5 no genoma disponivel
da linhagem Gd-H4-1, com divisdes representando 1 Mb cada, e as respectivas
sondas utilizadas. b) Ponta do braco IIL da linhagem SG12.00 (Gofi & Valente,
2012), com a inversao IIL-H fixada delimitada abaixo. Linhas em preto
conectando a) e b) fazem a correspondéncia da posicdo gendmica das sondas
dos genes Dwil\GK14795, Dwi\GK14671 e Dwi\GK14536 com suas posi¢cdes

citolégicas.
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Tabela I11.4.3: Marcadores génicos utilizados na primeira e segunda etapas da
caminhada cromossdmica, para o0 estabelecimento do ponto de quebra
proximal da inversao IIL-H na linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni.
Posicdo do gene e numero do scaffold de acordo com o banco de dados
Flybase (St. Pierre et al., 2014), sendo que este Ultimo corresponde aos quatro
altimos numeros, os quais todos comecam com scf2_110000000. Entre
parénteses, numero do scaffold correspondente a ordenacdo de acordo com a
Figura Ill.3.6 (Topico 111.3).

D. willistoni NGamero Posicdo do gene no Posicao

Sonda e
gene do scaffold citologica
scaffold
17 Dwi\GK14795 4521(5) 6.444.384..6.445.729 51B
36 Dwi\GK14718 4521(5) 7.875.579..7.877.694 51A
37 Dwi\GK15415 4521(5) 8.178.091..8.179.762 50C
48 Dwi\GK19065 4521(5) 8.463.003..8.464.256 53B
39 Dwi\GK14687 4521(5) 8.686.947..8.688.509 53B
40 Dwi\GK19024  4521(5) 8.942.706..8.943.796 53C
28 Dwi\GK14671 4521(5) 8.996.332..8.998.389 53C
19 Dwi\GK14536 4521(5) 12.267.294..12.269.546 54C

De acordo com os resultados obtidos na segunda etapa da caminhada
cromossOmica, ao mesmo tempo em que ficou evidente que o ponto de quebra
proximal da inversdo IIL-H encontra-se no intervalo entre 0s genes
Dwi\GK15415 e Dwil\GK19065, também se mostrou evidente que o intervalo
entre os genes Dwi\GK14795 e Dwil\GK15415 estavam posicionados
citologicamente, na linhagem SG12.00, ao contrario da ordem disponivel no

genoma da linhagem Gd-H4-1 (Figura 111.4.8).
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Figura 111.4.8: Esquematizacdo dos resultados obtidos na segunda etapa para
a delimitacdo do ponto de quebra proximal da inversao IlIL-H de Drosophila
willistoni. a) Representacdo esquematica do scaffold 5 no genoma disponivel
da linhagem Gd-H4-1, com suas respectivas sondas utilizadas, dando-se um
“zoom” na regido entre os 7 Mb e 8 Mb deste scaffold. b) Ponta do brago IIL da
linhagem SG12.00 (Gofi & Valente, 2012), com a inversdo lIL-H fixada
delimitada abaixo. Linhas em preto conectando a) e b) fazem a
correspondéncia da posi¢cdo gendmica das sondas dos genes Dwi\GK14718,
Dwi\GK15415, Dwi\GK19065, Dwi\GK14687, Dwi\GK19024 e Dwi\GK14671

com suas posi¢des citologicas.
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O motivo para esta diferenca entre a posi¢cdo genémica e citoldgica na
regido entre 6.444.384 e 8.179.762 (Tabela I1l1.4.2 e Figura 111.4.8) € devido ao
fato de que a linhagem SG12.00 possui a inversdo IIL-F no braco
cromossbémico lIL fixada em relacdo a linhagem sequenciada Gd-H4-1, que
apresenta o arranjo estabelecido padrdo para a presente andlise. A inversdo
IIL-F situa-se entre as secdes 50C e 53A (Figura l1l1.4.1), e citologicamente
compartilha seu ponto de quebra distal com o ponto de quebra proximal da
inverséo IIL-H (Rohde & Valente, 2012).

Surge com isto um quadro de maior complexidade para a delimitagdo do
ponto de quebra proximal da inversdo IIL-H. Uma vez que o ponto de quebra
distal dessa inverséo esta estabelecido e se mostra independente, o ponto de
quebra proximal pode ter o reuso de uma regido especifica, envolvida com as

duas invers6es em nivel molecular (Pevzner & Tesler, 2003).

A terceira etapa desta analise consistiu em explorar mais a regido entre
0os genes Dwi\GK15415 e Dwi\GK19065, uma regido bastante extensa com
286 kb. Para isto, se estabeleceram nove sondas para serem hibridadas na
linhagem SG12.00, sendo que oito eram sondas génicas, e uma sonda era de
regido intergénica (entre os genes Dwi\GK15418 e Dwil\GK15419). A parte,
utilizou-se uma abordagem pela técnica da PCR para as regides intergénicas
nesta etapa. Entretanto, desconsiderando a regiao intergénica entre os genes
Dwi\GK15418 e Dwi\GK15419 que era muito extensa, as demais variavam
entre 625 pb a 6.915 pb. Neste caso, as PCRs realizadas ndo se mostraram
conclusivas para estabelecer entre quais genes, definitivamente, teria ocorrido

a quebra proximal da inverséo IIL-H (dados ndo mostrados).

No decorrer da terceira etapa, o0 genoma de D. willistoni passou por uma
atualizacdo na tentativa de aprimorar a sua inferéncia génica. Nesta
atualizacdo, os genes Dwil\GK14694 e Dwil\GK14693, que correspondiam
respectivamente as sondas 50 e 51, tiveram suas anotacbes retiradas,
estabelecendo uma regido intergénica entre os genes Dwi\GK15416 e
Dwi\GK15418 com aproximadamente 66 kb. Assim, a Tabela 1ll.4.4 ja

apresenta estes dados corrigidos.
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Devido a inversdo IlIL-F presente na linhagem SG12.00, o gene
Dwil\GK15416 mapeia fisicamente na secado 50C do braco IIL desta linhagem,
a qual seria o limite do ponto de quebra distal dessa inversdo no genoma
(Figura 111.4.9). A hibridacdo in situ da sonda do gene Dwi\GK15416 na
linhagem sequenciada Gd-H4-1, também mapeou fisicamente na secdo 50C, e
sendo este o ultimo gene anotado que limita 0 ponto de quebra proximal da
inversao IIL-H, e o ponto de quebra distal da inverséo IIL-F, este resultado nos
mostra que o ponto de quebra proximal da inversdo IlIL-H no genoma D.
willistoni esta delimitado pelos genes Dwi\GK1516 e Dwil\GK15418 (Figura
111.4.9).

A sonda 52b é oriunda do gene Dwil\GK15418, o qual delimita o ponto
de quebra proximal da inversao IIL-H no genoma. Na linhagem SG12.00 esta
sonda mapeia na se¢do 53A, na ponta distal do cromossomo com esta
inversdo, ou seja, fechando o ponto de quebra AC da inversao IIL-H.
Entretanto, no genoma disponivel da linhagem Gd-H4-1, o intervalo entre este
gene e 0 gene Dwil\GK15416 é de 66 kb.

Todas as demais sondas a partir da sonda 50 mapearam fisicamente na
secdo 53A na linhagem SG12.00 (Figura 111.4.9), porém na ponta distal, uma
vez que a inversdo lIL-H utiliza somente uma parte dessa secédo citoldgica.
Esta situacdo pode ser mais bem visualizada no mapeamento fisico da sonda
52b (gene Dwil\GK15418), e da propria sonda 50 (anteriormente
correspondente ao gene Dwi\GK14694) (Figura 111.4.10).

A sonda 50 apresentou trés sinais de hibridacdo no braco IIL da
linhagem SG12.00, nas secbes 53A, 52C e 45A, também apresentando sinais
multiplos no cromossomo X e Il desta linhagem. Esta sonda esta inserida em
uma regido no genoma de aproximadamente 13.716 pb (8.299.774 -
8.313.490), entre os genes Dwi\GK15416 e Dwil\GK15418. Uma analise desta
regido para a presenca de TEs no banco de dados Repbase (Jurka et al., 1996)
apontou a presenca de dezenas de fragmentos pertencentes a distintos
elementos moéveis descritos para Drosophila. Isto implica em altas similaridades
destas sequéncias com outras regides do genoma em D. willistoni, tornando

mais dificil o estabelecimento de sondas especificas.
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Tabela 111.4.4: Marcadores fisicos utilizados na terceira etapa da caminhada

cromossOmica, para o estabelecimento do ponto de quebra proximal da

inversao lIL-H na linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni. Posicdo genémica

e numero do scaffold de acordo com o banco de dados Flybase (St. Pierre et

al., 2014), sendo que este ultimo corresponde aos quatro ultimos nameros, 0s

quais todos comecam com scf2_110000000. Entre parénteses, numero do

scaffold correspondente a ordenacdo de acordo com a Figura 111.3.6 (TOpico

[11.3). Inter: Intergénica. lll: Sinal de hibridacdo in situ positivo no cromossomo
[l da linhagem SG12.00.

Sonda

46

50

71b

70

69

51

52b

63

a7

D. willistoni

Genel/lntergénica

DwiN\GK15416

Inter
Dwi\GK15416-
Dwil\GK15418

Inter
Dwi\GK15416-
Dwil\GK15418
Inter
Dwi\GK15416-
Dwi\GK15418
Inter
Dwi\GK15416-
Dwil\GK15418
Inter
Dwi\GK15416-
Dwil\GK15418

Dwi\GK15418

Inter
Dwi\GK15418-
Dwi\GK15419

Dwi\GK15419

NUmero
do
scaffold

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

4521(5)

Posicdo gendmica

no scaffold

8.294.814.

8.299.693.

8.320.822.

8.331.224.

8.344.262..

8.359.244.

8.360.903.

8.375.331.

8.387.445.

.8.295.756

.8.304.165

.8.322.074

.8.332.220

8.345.444

.8.360.412

.8.361.876

.8.376.737

.8.390.092

Posicao

citolégica
50C

53A, 52C,
45A

53A

53A

53A

53A

53A

53B
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GK15419
(8.387.445-8.390.092)
Sonda 63
(.375.331-8.376.737)

GK15418
(8.360.903-8.361.876)
Sonda 51
(8.359.244-8.360.412)
Sonda 69
(8.344.262-8.345.444)

Sonda 70
a) (8.331.224-8.332.220)
Sonda 50
(8.299.693-8.304.165)
GK15416
(8.294.814-8.295.756)
8 Mb

1
|
|

b) .?\

SG 12.00

2* Inverséao IIL-H

Figura I11.4.9: Esquematizacdo dos resultados obtidos na terceira etapa para a
delimitacdo do ponto de quebra proximal da inversdo lIL-H em Drosophila
willistoni a) Representacdo esquematica do scaffold 5 no genoma disponivel da
linhagem Gd-H4-1, com suas respectivas sondas utilizadas, dando-se um
“zoom” na regido dos 8 Mb deste scaffold. b) Ponta do bracgo IIL da linhagem
SG12.00 (Gofi & Valente, 2012), com a inversao lIL-H fixada delimitada
abaixo. Linhas conectando a) e b) fazem a correspondéncia da posigcédo
gendmica das sondas do gene Dwil\GK15416, Sonda 50, Sonda 70, Sonda 69,
do gene Dwil\GK15418, Sonda 63 e o gene Dwi\GK15419 com as suas

posicdes citologicas. Resultados ndo estdo em escala real.
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De fato, quando do estabelecimento da sonda 50 (que contém 968 pb)
essa apresentava por BLASTN no banco de dados Flybase (St. Pierre et al.,
2014), trés hits significativos (e-value 00) com sequéncias menores
pertencentes aos genes Dwil\GK13415 (cromossomo ), Dwi\GK23815 (braco
cromossomico IIL, scaffold 4) e DwiNGK22960 (braco cromossémico IIR). Ja o
banco de dados NCBI (Geer et al., 2010) apontou hits significativos com os
genes Dwil\GK13415 e Dwil\GK22960. Entretanto, esses trés genes também
tiveram suas inferéncias retiradas na atual release do genoma de D. willistoni
(R.1.04). Uma analise por BLASTX da sequéncia da sonda 50 no banco de
dados NCBI (Geer et al.,, 2010), mostrou identidade acima de 90% com
provaveis proteinas deduzidas para estes genes, e acima de 80% também com

outros genes, com o e-value entre 1e-74 a 9e-108.

No que diz respeito a sinais multiplos, geralmente esses sédo devidos a
presenca de outras cépias de uma mesma familia de genes, pseudogenes ou
segmentos de DNA que partlham uma determinada sequéncia com
similaridade com a sonda utilizada. O sinal de hibridacdo mais forte entre as
diversas coépias multiplas é considerado o sinal primario, consistindo na
sequéncia estabelecida para a analise (Hanz et al., 1997). Esta situacdo tem
sido reportada e embasada para o gene Act5C, o qual da origem a seis sinais
de hibridacdo em D. melanogaster (Fyrberg et al., 1980), em D. repleta e D.
buzzatii (Hanz et al., 1997), e outras diversas espécies do género Drosophila
(Loukas & Kafatos, 1996). Essas seis coépias, de acordo com suas
intensidades, representam outros membros (de menor tamanho) da familia
génica da Actina (Act42A, Act57A, Act79B, Act87E e Act88F). Situacéo
semelhante ocorre com o gene Hsp70 (Holmgrem et al. 1979; Hanz et al.,
1997).

A busca no banco de dados Repbase (Jurka et al., 1996) para TEs na
sonda 50, mostra uma regiao de 63 pb, a qual tem 76,12% de similaridade com
o retrotransposon Copia-19_ GM-I de Glycine max (Schmutz et al., 2010). Essa
similaridade, pelo seu tamanho, muito dificilmente seria visivel por hibridag&o in
situ ndo fluorescente. A analise para a ocorréncia de quadros abertos de
leituira (ORFs, do Inglés Open Reading Frame) no programa Geneious 6.1.5

(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) aponta quase duas dezenas
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desses ORFs s0 na sequéncia utilizada como sonda. Muito provavelmente esta
caracteristica teve influéncia na primeira predicdo génica de D. willistoni.
Entretanto, o fato de uma sequencia apresentar ORFs ndo implica que ela seja
traduzida (Deonier et al., 2005). Sendo assim, os multiplos sinais da sonda 50

podem se encaixar em um caso de pseudogenes.

O sinal primario dessa sonda foi o da secdo 53A, e isto delimitou o

intervalo onde o ponto de quebra proximal ocorreu para aproximadamente
7.034 pb, entre o gene Dwi\GK1516 e a sonda 50.

Figura I11.4.10: Mapeamento fisico das sondas 50 e 52b na linhagem SG12.00
de Drosophila willistoni. a) Setas indicam o sitio de hibridagdo da sonda 50 nas
secdes 53A, 52C e 45A do braco IIL. Essa sonda limitou o ponto de quebra
proximal da inversédo IlIL-H a uma regido de aproximadamente 7.034 pb. b)
Seta indica o sitio de hibridacdo da sonda 52b na secdo 53A do braco
cromossOmico IIL. A sonda 52b corresponde ao gene Dwi\GK15418, o qual é

um dos genes que delimitam o ponto de quebra proximal da inversao IIL-H.

De acordo com o0 ja exposto acima, os resultados obtidos na terceira
etapa da delimitacdo do ponto de quebra proximal da inverséo IIL-H delimitam
esta inverséo no genoma de D. willistoni entre os Dwi\GK15416 e
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Dwil\GK15418. Entretanto, a sonda 50 mostrou estar mais préxima do gene
Dwi\GK15416, e assim, mais proxima também do local onde ocorreu quebra
proximal dessa inversdo. Em vista disto, a quarta e final etapa da delimitacdo
do ponto de quebra proximal consistiu em explorar esta regido de
aproximadamente 7.034 pb entre a sonda 50 e o gene Dwi\GK15416. Para
isto, estabeleceram-se mais trés sondas intergénicas (62iA, 62iB e 50b), bem
como foram feitas PCRs com os primers dessas sondas, na linhagem Gd-H4-1
e SG12.00 (Tabela 111.4.3), a fim de estabelecer o local mais especifico que
delimita o ponto de quebra proximal da inverséo IIL-H.

Tabela 111.4.5: Marcadores fisicos utilizados na quarta etapa da caminhada
cromossOmica, para o estabelecimento do ponto de quebra proximal da
inversao lIL-H na linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni. Posicdo genémica
e numero do scaffold de acordo com o banco de dados Flybase (St. Pierre et
al., 2014), sendo que este Ultimo corresponde aos quatro ultimos nameros, 0s
quais todos comeg¢am com scf2_110000000. Entre parénteses, numero do
scaffold correspondente a ordenacao de acordo com a Figura 111.3.6 (TOpico
[11.3). Inter: Intergénica. Ill: Sinal de hibridagéo in situ positiva no cromossomo
lIl da linhagem SG12.00. +: Amplificacdo positiva pela técnica da PCR.

D. willistoni NGomero Posicdo gendmica Posicao Nome da PCR Gd-H4-
gene do no scaffold citolégica ~ Sonda/ 1/SG12.00
scaffold Primer

Interg
DWi\GK15416- 45515 8.296.060.. 50C 62iA +/+
Dwil\GK15418 8.297.138

Interg .
DWINGK15416- 4521(5) 8522992354578.. 50C, 53A 62iB +/+
Dwil\GK15418 ’ '

Interg

. 8.300.329.. 1 50b +/+

DWi\GK15416-  4521(5) 8299 716

Dwi\GK15418
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Os resultados da quarta etapa se mostraram muito exitosos na sua
finalidade, uma vez que na linhagem SG12.00 a sonda intergénica 62iA, a qual
se posiciona subsequentemente ao gene Dwi\GK15416 no genoma, mapeou
fisicamente na secédo 50C. Sendo assim, essa sonda corrobora na linhagem
SG12.00 sua posicdo adjacente a sonda 46. Por sua vez, a sonda 62iB, a qual
€ constituida de 1.212 pb, e se encontra subsequente a sonda 62iA no
genoma, apresentou na linhagem SG12.00 dois sitios de hibridagdo no braco
IIL, um na secéo 50C (que nessa linhagem corresponde ao ponto de quebra
proximal da inversao IIL-F), e outro na secdo 53A (correspondente nessa
linhagem ao ponto de quebra distal da inversao IIL-H) (Figura 111.4.11) As
sondas 46 (Dwil\GK15416) e 62iB foram também mapeadas na linhagem Gd-
H4-1, apontando como seus sitios fisicos a se¢do 50C, com a presenca de
somente um sinal de hibridacdo para ambas as sondas.

Os resultados obtidos acima citados, somados aos resultados da
delimitacdo ponto de quebra distal da inversao lIL-H, sdo esquematizados e
resumidos na Figura I11.4.12. Podemos observar que, com relagdo ao ponto de
quebra distal da inversao IIL-H, as regidbes A e C sao independentes e néo
sofrem interferéncia da inversao IlIL-F. JA o quadro muda totalmente com
relacdo ao ponto de quebra proximal da inversdo lIL-H, uma vez que na
linhagem SG12.00 os resultados apontam que a regido compreendida pela
sonda, denominada 62iB, é utilizada pelo ponto de quebra proximal da inversao

IIL-H, e pelo ponto de quebra distal da inversao IIL-F.

A abordagem pela técnica da PCR néo foi capaz de apontar a quebra na
regido 62iB na linhagem SG12.00, porque esta se encontra duplicada nessa

linhagem.

As sondas 46 (Dwi\GK15416), 62iA, 62iB e 52b (Dwil\GK15418) foram
sequenciadas diretamente dos seus produtos da PCR, em ambas as linhagens
Gd-H4-1 e SG12.00, pela empresa de sequenciamento Macrogen Inc. (Seoul,
Korea). As sequéncias consensos obtidas pela analise dos cromatogramas
foram submetidas & BLASTN nos bancos de dados Flybase (St. Pierre et al.,
2014) e NCBI (Geer et al., 2010), comprovando em 100% dos casos que as

sequéncias tratavam-se das regibes génicas escolhidas para as sondas. As
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sequéncias consensos da sonda 62iB nas linhagens Gd-H4-1 e SG12.00

apresentaram 97% de identidade.

Figura 111.4.11: Mapeamento fisico das sondas intergénicas 62iA e 62iB na
linhagem SG12.00 de Drosophila willistoni. a) Seta apontando o sitio de
hibridacdo da sonda 62iA na secdo 50C. b) Seta apontando os sitios de
hibridacdes da sonda 62iB nas sec¢des 50C e 53A.
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Figura |[11.4.12: Esquematizacdo dos principais resultados obtidos na
caminhada cromossOmica, para a delimitacdo génica dos pontos de quebra da
inversao lIL-H de Drosophila willistoni. No topo da figura: esquematizacdo dos
resultados da caminhada cromossomica por hibridacao in situ das sondas 46
(Dwi\GK15416), 62iA, 62iB, 52b (Dwi\GK15418), 22 (Dwi\GK21048) e 72
(Dwi\GK21115) na linhagem SG12.00. No centro da figura: esquematizacao da
posicdogendémica das sondas 46 (Dwi\GK15416), 62iA, 62iB, 52b
(DWi\GK15418), 22 (Dwi\GK21048) e 72 (Dwi\GK21115) no genoma da
linhagem Gd-H4-1. Na base da figura: esquematizagdo dos resultados da
caminhada cromossdmica por hibridacdo in situ das sondas 46
(Dwi\GK15416), 62iB, 22 (Dwi\GK21048) e 72 (Dwi\GK21115) na linhagem
Gd-H4-1. Ponto de quebra distal da inverséo IIL-H correspondente a regido AB
na linhagem GD-H4-1 e AC na linhagem SG12.00. Ponto de quebra proximal
da inversao IIL-H correspondente a regidao CD no genoma da linhagem Gd-H-1
e B? na linhagem SG12.00. Regido EF correspondente ao ponto de quebra

proximal da inverséo IIL-F no genoma da linhagem Gd-H4-1.
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Perante os resultados obtidos na analise da delimitacdo dos pontos de
quebras distal e proximal da inversédo lIL-H, dois possiveis cenarios globais
envolvendo a origem das inversdes IIL-H e IIL-F na linhagem SG12.00

emergem.

No primeiro cenario, a inversao lIL-H teria ocorrido primeiro, duplicando
a sequéncia da sonda 62iB nesse processo. Posteriormente, essa regidao (que
no presente estudo compreende 1.212 pb, porém pode englobar mais
sequéncias ao seu redor) seria reutilizada pelo ponto de quebra distal da
inversao lIL-F, desta vez levando consigo a sequéncia da sonda 62iB (Figura

[11.4.13a) para o ponto de quebra proximal da inverséo IIL-F.

No segundo cenério teria ocorrido o oposto do primeiro, onde a inversao
IIL-F teria ocorrido anteriormente, duplicando a sequéncia da sonda 62iB.
Posteriormente, essa regiao seria reutilizada pelo ponto de quebra proximal da
inversao lIL-H, e desta vez levando consigo a sequéncia da sonda 62iB (Figura
[11.4.13b).

Um cenario envolvendo a origem de uma das inversées ocorrendo
primeiramente na linhagem Gd-H4-1, ndo explicaria parcimoniosamente a

duplicacdo da sonda 62iB nas secfes 50C e 53A na linhagem SG12.00.

Caso as inversdes lIL-H e IIL-F fossem inversdes independentes em
ambos os pontos de quebra, entdo a sonda 46 (Dwil\GK15416) mapearia
fisicamente na seg¢do 53A da linhagem SG12.00, ao lado da sonda 22
(Dwi\GK21048), delimitando assim o ponto de quebra distal da inverséo IIL-H
nessa linhagem. Por sua vez, caso estas inversdes fossem sobrepostas em um
pequeno segmento, considerando o primeiro cenario proposto acima como
exemplo, uma parte da sequéncia da regido B estaria mapeando no ponto de
guebra proximal da inversao IIL-F na linhagem SG12.00 (Figura 111.4.12), e
vice-versa. Entretanto, o quadro que se encontra é a ocorréncia de uma
duplicacéo da sequéncia da sonda 62iB na linhagem SG12.00. As PCRs dessa
sequéncia em ambas as linhagens renderam uma amplificacdo Unica. Caso
essa sequéncia tivesse sido particionada em uma das duas linhagens, devido a
algum ponto de quebra sobreposto, nesse caso nao ocorreria amplificacéo,

pois a sequéncia estaria corrompida.
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a) b)
Gd-H4-1 Gd-H4-1

a0 B E - B A HEE - B

Inverséo IIL-H Inverséo IIL-F

A A . . E D .
$G12.00 IIL-HF $G12.00 IIL-HF
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Figura 111.4.13: Possiveis cenérios para a origem das inversdes IIL-H e IIL-F na
linhagem SG12.00, de acordo com os resultados obtidos nesse estudo. a)
Primeiro cenario onde a inversdo lIL-H ocorreu anteriormente duplicando a
sequéncia da sonda 62iB. Posteriormente, a inversdo lIL-F reutilizaria esta
sequéncia levando-a para seu ponto de quebra proximal na linhagem SG12.00.
b) Segundo cenario onde a inversdo IIL-F teria ocorrido anteriormente,
duplicando a sequéncia da sonda 62iB, posteriormente esta regido seria
reutilizada para a quebra pelo ponto de quebra proximal da inversdo IIL-H, e
desta vez levando consigo a regido 62iB. Triangulos representam a sequéncia
da sonda 62iB.

Os resultados apresentados na presente analise convergem para 0 mais
provavel reuso, pelas inversoes IIL-H e IIL-F, da sequéncia compreendida pela
sonda 62iB na linhagem SG12.00. Situacdes semelhantes também foram
encontradas por Calvete et al. (2012) na analise dos pontos de quebra das
inversdes 2m e 2n em D. buzzatii, e por Puerma et al. (2014) na analise dos

pontos de quebra das inversdes E; e E; em D. subobscura.

As causas do reuso dos pontos de quebras é muito pouco esclarecida.
Uma de suas principais caracteristicas é estar associado a sequéncias que

sejam propensas a participarem de eventos que originem rearranjos
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cromossdmcos. Dentre estas sequéncias se destacam as duplicagOes
segmentares (Ruiz-Herrera et al., 2006) e sequéncias ricas em AT, as quais se
denominam sitios frageis (Zhang & Freudenreich, 2007). As andlises in silico de
evolucdo cromossémica e reuso baseadas nos genomas das espécies de
Drosophila disponiveis, feita por von Grotthuss et al. (2010), apontaram que 0s
sitios frageis sdo as sequéncias predominantemente envolvidas nos pontos de
guebras de inversdes, e assim, provavelmente 0s maiores responsaveis pela

reorganizagao génica no género.

A sonda 62iB delimitou o ponto de quebra proximal da inverséo IIL-H em
aproximadamente 2.816 pb no genoma de D. willistoni. As buscas no banco de
dados Repbase (Jurka et al., 1996) para a ocorréncia de TEs nessa regiao,
mostrou a presenga de cinco similaridades: 76,60% de similaridade com o
transposon hAT de Crassostrea gigas (ostra do Pacifico, 130 pb) (Bao & Jurka,
2013); 85,11% de similaridade com o TE Helitron-N4B_ALy (Arabidopsis lyrata,
45 pb) (Kojima & Jurka, 2013); 76,19% de similaridade com o retrotransposon
Copia-52_GM-I (Glycine max, 81 pb) (Schmutz et al., 2010); 82,81% de
similaridade com o transposon Kolobok-N2_HM (Hydra magnipapillata, 72 pb)
(Bao, 2015) e 77,36% de similaridade com o retrotransposon Tx1-12 DR
(Danio rerio, 52 pb) (Bao & Jurka, 2014), este ultimo situado na sonda 62iB.
Essa busca também mostrou a ocorréncia de duas repeticbes simples
(TTGCA)n e (TTGTTC)n com 39 e 34 pb respectivamente. De maneira geral,
as regides de ambos os pontos de quebra da inversao IIL-H se apresentam, de
acordo com os dados disponiveis, com poucas sequéncias repetitivas no

genoma de D. willistoni.

A analise da sintenia da regido do ponto de quebra proximal da inverséo
[IL-H no genoma da linhagem Gd-H4-1, com relacdo aos respectivos genes
ortélogos em D. melanogaster, mostrou que assim como no ponto de quebra
distal, a manutencdo da paridade desses genes nesta espécie. Uma inspec¢éo
mais detalhada desta relacdo de sintenia feita manualmente, expandiu esta
comparacao para 200 kb nas regides dos pontos de quebras distal (AB) e
proximal (CD) nos genomas de D. willistoni e D. melanogaster. Esta analise
apontou o seguimento da alta conservacao destas duas regides entre as duas

espécies, com a presenca de provaveis micro-inversbes em alguns casos.
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Entretanto, a regido ortdloga do ponto de quebra distal da inverséo IIL-H se
encontra em uma regido mais proximal no cromossomo 2L dessa espécie. Ja a
regido proximal do ponto de quebra da inverséo IIL-H, em D. melanogaster se

encontra em uma regido distal do seu cromossomo 2L.

As espécies do género Drosophila sdo reconhecidas por terem elevado
grau de reordenacdo do seu conteudo génico nos diferentes Elementos de
Mulller. Sendo assim, a quebra da sintenia entre espécies distintas € devido as
diversas inversGes paracéntricas ocorridas no decorrer da historia evolutiva
destas (Bhutkar et al., 2008). A manutencao da sintenia nas regides dos pontos
de quebra entre D. willistoni e D. melanogaster, se somam aos possiveis
cenarios obtidos para a origem das inversdes IIL-H e lIL-F nessa analise
(Figura 111.4.13), e implicam em uma mais provavel condi¢cdo basal do arranjo
cromossbmico da linhagem Gd-H4-1 com relacdo ao arranjo da linhagem
SG12.00.

A delimitacdo dos pontos de quebras das inversbes 2m e 2n em D.
buzzatti por Calvete et al. (2012), as quais compartilhavam um dos pontos de
quebra citolégicamente, foi primeiramente baseada no mapa fisico de BACs
dessa espécie (Gonzéalez et al. 2005); e no genoma da espécie relacionada D.
mojavensis (Drosophila 12 genomes Consortium, 2007), a qual n&o
apresentava as inversbes. Por meio de caminhada cromossémica por
hibridacao in situ, utilizando como sondas os BACs que delimitavam o ponto de
quebra dessas inversfes, foi possivel estabelecer quais desses clones
continham as regides dos trés pontos de quebra na linhagem invertida (AC, BE,
DF). Estes BACs positivos tiveram suas por¢bes terminais sequenciadas e
estas sequéncias serviram de base para delimitar os pontos de quebra (AB,
CD, EF) no genoma de D. mojavensis. Subsequentemente, sondas baseadas
no genoma de D. mojavensis foram mapeadas fisicamente nos cromossomos
politénicos de D. buzzatii, permitindo assim a delimitacdo génica dos trés

pontos de quebra das inversdes 2m e 2n.

Corbett-Detig et al. (2012) estabeleceram um método in silico que
permite a delimitacdo e a andlise dos pontos de quebra das inversdes
segregantes de D. melanogaster. Esse método se baseia nos genomas
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disponiveis pelo Drosophila Population Genomic Project (http://www.dpgp.org).
Conforme explicado resumidamente pelos autores, leituras de 76 pb terminais,
separadas por 300 pb de diferentes isolinhagens oriundas, nessa analise, de
populacbes da Africa e de uma populacdo da Franca, sdo alinhadas com o
genoma referéncia de D. melanogaster (Adams, 2000). Esses alinhamentos
seguem parametros de eliminacéo para leituras de sequéncias com as mesmas
coordenadas e as que apresentem excesso, ou pouca indentidade entre si,
dentre outros. Esse estudo tinha a intencdo de comprovar que o método €
capaz de estabelecer os pontos de quebra das inversdes em espécies de
Drosophila. Sendo assim, ele foi capaz de delimitar, para ambos os pontos de
quebra, cinco inversdes na espécie D. melanogaster, 0s quais sao
corroborados por estudos anteriores (Andolfatto et al. 1999; Matzkin et al. 2005;
Ranz et al., 2007). Entretanto, os autores ressaltam que este método tem
limitacbes com relacdo as regibes com a presenca de sequéncias repetitivas,
ou TEs; bem como o método requer um genoma de referéncia altamente

caracterizado por mapeamento fisico.

As inversbes E; e E, de D. subobscura também compartilham
citoligamente um dos seus pontos de quebra. Puerma et al. (2014)
estabeleceram a delimitacdo génica destes pontos de quebra em uma
linhagem padréo (sem as inversdes), e em uma linhagem E;i.,, por caminhada
cromossbmica, com base em quatro fagos recombinates que ja haviam sido
mapeados fisicamente préximos a estas regides (Papaceit et al. 2006). Destes
fagos foram feitas subclonagens. Estas subclonagens tiveram suas porgdes
terminais sequenciadas e alinhadas com o genoma da espécie relacionada D.
pseudoobscura (Richards et al., 2005). Esta estratégia serviu como base para a
delimitacdo de outras sondas que foram hibridadas nos cromossomos
politéncos de D. subobscura; estabeleceu os pontos de quebra dessas
inverses na espécie D. pseudoobscura, bem como a delimitacdo génica dos

trés pontos de quebras envolvendo as inversdes E; e Es.

A delimitacdo dos pontos de quebra da inversédo IIL-H de D. willistoni, no
presente estudo, se baseou no estabelecimento de marcadores fisicos no
cromossomo Il dessa espécie (Garcia et al., 2015; Tépico 1.3 e Capitulo V

desta Tese), e no estabelecimento de sondas com base no genoma da
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linhagem Gd-H4-1 (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007) para
caminhada cromossdmica nos cromossomos politénicos da linhagem SG12.00.
Como néo se dispunha de um mapa fisico bem delimitado, ou mesmo o
genoma montado de outra linhagem, esta analise ndo pode se espelhar
totalmente nos mais recentes estudos feitos por Calvete et al. (2012), Corbett-
Detig et al. (2012) e Puerma et al. (2014).

Um fato também constatado na caminhada cromossémica, foi de que as
sondas 50b e 71b apresentaram sinais de hibridacéo in situ no cromossomo i,
implicando possiveis quimerismo na montagem da regidao do ponto de quebra

proximal da inverséo IIL-H.

Finalizando, os resultados encontrados na presente Tese reforcam a
premissa do poder de resolucdo da hibridacdo in situ ndo fluorescente nos
cromossomos politénicos das espécies de Drosophila, uma vez que essa
técnica fornece bases para a melhor montagem de genomas, para delimitar
pontos de quebras de inversbes e demontra a ocorréncia de reuso de
sequéncias nos pontos de quebras de inversdes (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007; Prada et al., 2001).

A inversédo IIL-H no genoma de D. willistoni consiste em
aproximadamente em 5,51 Mb. Devido ao uso da linhagem SG12.00 na
caminhada cromossdmica para a delimitagdo dos pontos de quebra dessa
inversdo, a presente analise também resultou em um mapeamento fisico de

alta resolucéo dessa regido na referida linhagem.

Estando aqui os pontos de quebra da inversédo IlIL-H delimitados no
genoma da linhagem Gd-H4-1, e também citologicamente na linhagem
SG12.00, as analises futuras se dedicardo ao rastreamento na biblioteca
gendmica de fagos A contruida para a linhagem SG12.00, com as sondas 74 e
75 (Tépico 1.7, Capitulo I1). A construcdo da biblioteca gendémica ja foi
realizada pela empresa Rx Biosciences (EUA). As sondas foram estabelecidas
na presente Tese e serdo enviadas para a mesma empresa, que também fara
0 rastreamento.

Este rastreamento sera para isolar os fagos positivos que contenham as

regibes AC e BE dos pontos de quebra da inversdo IIL-H na linhagem
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SG12.00. Esta abordagem permitirhd o sequenciamento destes fagos positivos,
para a analise comparativa da regido desses pontos de quebra entre as duas
linhagens analisadas nesta Tese.

Nosso objetivo final com isto é estabelecer o mecanismo envolvido na
origem da inverséo lIL-H em Drosophila willistoni.
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CAPITULO IV

Conclusdes e Perspectivas

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

- A linhagem sequenciada de Drosophila willistoni, a qual € oriunda da llha
Guadalupe (Caribe), apresenta distinto arranjo cromossémico com relagédo ao
braco IIL do fotomapa aprimorado da espécie.

- Estas distincbes sdo devidas a presenca das inversdes IlIL-A e IIL-F,
ocorrentes na linhagem Gd-H4-1 em homozigose. Como a analise dos pontos
de quebra de inversfes requer um alinhamento entre o padréo citolégico e o
padrdo gendmico das linhagens utilizadas, este estudo passou a considerar a
linhagem sequenciada Gd-H4-1 como a padrdo para o desenvolvimento deste
tipo de andlise na espécie.

- Uma vez que o presente estudo visa delimitar os pontos de quebra da
inversdo IIL-H de Drosophila willistoni, esta andlise requer outra linhagem
dessa espécie, a qual tenha a inverséo IIL-H fixada com relacdo a linhagem
Gd-H4-1. Sendo assim, escolheu-se a linhagem SG12.00 do Uruguai, que
apresentava seu arranjo cromossodmico determinado com relacdo ao fotomapa

da espécie.

- As diferencas de arranjo cromossémico no brago IIL entre a linhagem
sequenciada e a linhagem SG12.00 foram estabelecidas por meio de
cruzamentos reciprocos, e mostrou que estas diferem pela ocorréncia das
inversoes IIL-A, IIL-F e IIL-H fixadas em SG12.00.

- Dada a escassez de marcadores genéticos disponiveis para Drosophila
willistoni, sugerimos mais uma vez que a montagem do seu genoma deve ser

ainda vista com cautela. Em vista disto, foi feita uma revisdo da ordem e da
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orientacdo dos scaffolds do cromossomo Il de Drosophila willistoni, via o
estabelecimento de 18 novos marcadores fisicos para a linhagem sequenciada
Gd-H4-1. Esta analise mostrou que em realidade os bracos cromossdémicos IIL
e IR de Drosophila willistoni correspondem aos elementos de Muller B e C

respectivamente, ao contrario do que se vinha tradicionalmente inferindo.

- O estabelecimento do ponto de quebra distal da inversao IIL-H deu-se por
meio de caminhada cromossOmica por hibridacao in situ ndo fluorescente, nos
cromossomos politénicos da linhagem SG12.00, e pela técnica da PCR,
delimitando esse ponto de quebra entre os genes Dwi\GK21048 e
Dwil\GK21115.

- JA o estabelecimento do ponto de quebra proximal deu-se por meio de
caminhada cromossémica por hibridacdo in situ ndo fluorescente, nos
cromossomos politénicos da linhagem SG12.00. Esta analise mostrou que uma
sequéncia de aproximadamente 1.212 pb esta duplicada no ponto de quebra
proximal da inverséo IIL-F, e no ponto de quebra distal da inversdo IIL-H. Este

resultado implica em um possivel reuso desta regido por ambas as inversoes.

- Tanto o ponto de quebra distal da inversédo IIL-H, quanto o seu ponto de
guebra proximal, apresentaram no genoma baixa ocorréncia de sequéncias
similares a Elementos de Transposi¢cdo, ou quaisquer outras sequéncias

repetitivas.

- A andlise da sintenia das regides dos pontos de quebra com relacdo aos
genes ortélogos na espécie Drosophila melanogaster, mostrou alta
conservacao entre esta e a linhagem Gd-H4-1; uma situacdo que implica a
possivel condicdo basal do arranjo cromossémico da linhagem sequenciada,

com relacdo ao arranjo da linhagem SG12.00.
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Perspectivas:

- Analisar as regides dos pontos de quebra da inversédo IIL-H na linhagem
SG12.00. Para isto, se mandou construir uma biblioteca genémica de fagos A
na empresa Rx Biosciences (EUA), e se estabeleceram sondas para o
isolamento dos fagos positivos que contenham regidbes A e B do ponto de
quebra distal. A analise comparativa dessas regides em ambas as linhagens
sera determinante para a inferéncia do provavel mecanismo envolvido na
origem desta inversdo. Esta abordagem sera concluida imediatamente apés a

defesa desta Tese.

- Estabelecer os genes que delimitam os pontos de quebra da inversao IIL-F na
linhagem sequenciada Gd-H4-1 e na linhagem SG12.00 de Drosophila
willistoni, para futuramente tentar inferir o provavel mecanismo de origem desta

inversao.

- Analisar o efeito de ambas as inversdes (IIL-H e IIL-F) na expressédo génica e

recombinacdo genética das sequéncias envolvidas.
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ABSTRACT Drosophila willistoni is a geographically widespread Neotropical species. The genome of strain
Gd-H4-1 from Guadeloupe Island (Caribbean) was sequenced in 2007 as part of the 12 Drosophila Ge-
nomes Project. The assembled scaffolds were joined based on conserved linkage and assigned to polytene
chromosomes based on a handful of genetic and physical markers. This paucity of markers was particularly
striking in the metacentric chromosome |l, comprised two similarly sized arms, IIL and IR, traditionally
considered homologous to Muller elements C and B, respectively. In this paper we present the cytological
mapping of 22 new gene markers to increase the number of markers mapped by in situ hybridization and te
test the assignment of scaffolds to the polytene chromosome Il arms. For this purpose, we generated, by
polymerase chain reaction amplification, one or two gene probes from each scaffold assigned to the
chromesome Il arms and mapped these probes to the Gd-H4-1 strain’s pelytene chromosomes by non-
flusrescent in situ hybridization. Our findings show that chromosome arms 1L and IR comespond to Muller
elements B and C, respectively, directly contrasting the current homology assignments in D. willistoni and
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constituting a major reassignment of the scaffolds te chromosome Il arms.

Drosophila willistoni belongs to the willistoni species group of the sub-
genus Sophophora. With a widespread peographic distribution in the
Meotropical region (Val ef al. 1981; Bachli 2015). it is one of the most
polymorphic species for chromosomal inversions in the entire genus
Drosophila (Sperlich and Pfriem 1986; Rohde and Valente 2012) and is
a classic model organism for research in population and evolution-
ary genetics, speciation, ecological genetics, and molecular evolution
(Ehrman and Powell 1982; Krimbas and Powell 1992; Markow and
(’Grady 2007). The karyotype of this species consists of two metacentric
chromosomes (X and 1T} and a rod chromosome (1) (Dobzhansky and
Pavan 1943).
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Muller (1940) proposed that, in Drosophila, the genic content of chro-
have occurred during the evolution of the genus, a notion that has been
supported widely in subsequent studies (Bhutkar ef al 2008) . The current
chromosomal arm homologies for D willistoni are as follows (Schaeffer et al
2008): XL and XE are homologous to [ melamopaster X and 3L (Muller
elements A and D), IIL and IR are homologous to D melanogaster 2B and
2L (Muller dlements C and B), whereas chromosome 111 is homologous to
I melanogaster 3R and 4 (Muller elements E and F).

The genome of D willistoni (strain Gd-H4-1, Guadeloupe Island,
Caribbean) was completely sequenced and assembled in 2007 by the
Drosophila 12 Genomes Consortium. The scaffolds were joined based
on conserved linkage in the orthologous genes located at the scaffold
ends (Schaeffer ef al 2008). Subsequently, scaffolds were anchored to
the palytene chromosomes based on a handful of genetic markers,
mainly enzyme loci and other genes taken from classical studies {(Ayala
et al. 1972; Lakovaara and Saura 1972; Dobzhansky and Powell 1975),
and less than 10 gene markers mapped by in situ hybridization (ISH).
There is scarcity of gene markers occurring in the metacentric chro-
mosome 11, which shows a high level of segregating inversions, mainly
in the IIL arm {Rohde and Valente 2012). This chromosome has two
similarly sized arms named 1L and IR {Dobzhansky 1950), which have
been traditionally considered homologous to Muller dements C and B, re-
spectively (Lakovaara and Saura 1972; review in Sorsa 1988). Eight scaffolds
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I Table 1 Gene markers used for scaffold reassignment to Drosophila willistoni chromosome |l listed from centromere to telomere

o D. melanogaster  Scaffold Scaffold Scaffold Cytological i
D. willistoni Gene  gholog Gene  Mumber Orientation  Position of Gene Position Primers F and & (5"-3)
lIL arm
[Muller B element)
Dwil\GK 18743 DmellLampT 4884 - B78 45210883 514 378 GTCAAGCAGTAGCAGCACCA
GLCACGCGAAGTTGATCGAC
Dwil\GK24519 DmelCGY515 4585 - 282 915.10.284 232 384 ATTCAATTCACAGCACAACC
GGACTCAATGCGGAACTATG
Dwil\GK 18240 Dmel\Yuri 4577 - 1,906 481.0.1,918,823 454 GTGAAGAGCCTACACACAGC
CTTCTGAGATGATCCACGAC
Dwiladh DmehAdh 4577 - 2 980,068.0 2 982 042 444 CATGGAACGTGTTAAGTGCC
AGTTCACAGCAATGGTACGC
Dwil\GK23840 DmelCG17549 4514 - 40423042773 AhA GGAGGATATGCTGGTGGTTA
GTGCTGACTTGCTCCAACTG
Dwil\GK 15054 DmelCG7371 4521 - 7146,9461.0.719,512 474 ATCCTGAGCCTGAGTTOCAC
CGCCAAGAGAATTGTCATCG
Dwil\GK 12721 DmelCG13127 4752 - 52 443054 842 554 GCAGCTCGATGAACTCTATG
TCTCCGAAGACTGTGTACTC
Dwil\GK 18432 Dmelfusl 4945 - 417,844.0.419 442 554 GCATCAGCCTCATATCCATC
GTCAACACTCTCGGCTCCAG
Dwil\GK21099 Dmel\Rab3-GAP 4851 - 226,6120.230,981 55C CTGGAGCAGTCAAGGLGAGA
ATCCAAGCATCCTAAGCGTG
IR arm
[Muller C element)
Dwil\GK23049 Dmelbw 4954 - 2,790,503.0.2,793,354 S4C CAGTAGTAACCACTCCGATG
GLGGACACATTGTCTACCAG
Dwil\GK22144 - 4558 - 73772080277 S8C CATTCRACGATCTCAGCAAL
TCACTTCGGACTACTCCAGC
Dwil\GK22138 Dmel\px 4558 - 211,24010.284 571 598 GLTGCATTAGATCCTCATAG
GGCAGCCAACAGTCCATACA
Dwilwlc Dmelwlc 4382 - 1,240,131.0.1,244,6%4 b28 CAACGOCACTATCTGTGAAG
TCTCATTGCACTCACCTACA
DwilGK17912 Dmel\FLASH 4822 - 150,4635.0.154,598 448 ACGATGATCTGGATGAGTTC
TACAACATACCTAGTTCCGC
Dwil\GK20445 DmelCG2249 4510 - 3,564,941.0.3,573 564 &BC CTGATGGACACCACAGAGTS
ACTCGTACAACATGGCGGAC
Dwil\GK 15808 Dmel\ Iré0a 4514 - 2050200.207 411 1A AACGAGGCAGTCACCGATAC
CATATCGGACGCTCTTGAAC
DwilAdam Dmel\Adam 4513 - 22 848.0.24, 439 7248 GGTGAGGATGACGATGAGGA
TCCGAATOTAAGAGCTCCAC
Dwil\GK 19495 Dmel\Hsf 4512 - 1,798,077.0.1,801,918 77A GGCTACCGTCATAAGATCAG
AGAACATACGTGGACGTCAG

The scaffold number eofrespends to the last four numbers of the scaffelds, which all stan with sef2_110000000. The seaffeld number and scaffeld position of genes
correspond 16 the material avaiable in the FlyBase database (St Pierre et sl 2014). The seaffold anentation s according to Schaefler et al. (2008)

were assigned to each of the two arms of this chromosome in the
Gd-H4-1 strain, based on linkage information for five genctic markers
and the physical mapping of another two markers. Thus, the current
assignation of scaffolds to [ willistoni chromosome 11 arms should be
viewed with cantion and as provisional, as stated by Schaeffer ef al (2008).

To increase the number of markers mapped by ISH and to test the
assignment of scaffolds to chromosome [Lin strain Gd-H4-1, we mapped
18 new markers for chromosome II by using nonfluorescent ISH.
Additionally, three gene markers were physically mapped to chromo-
some X and one gene marker mapped to chromosome 111, constituting a
total of 22 new gene markers.

MATERIALS AND METHODS

Drosophila stock and cytological preparations

The strain of [ willistons used in this study was Gd-H4-1. This strain comes
from Guadeloupe Island in the Caribbean, and it was used for sequencing
the complete genome of this speckes (Drosophila 12 Genomes Consortiom

2 | C. Garcia et al.

naturally present in this species (Rohde and Valente 2012) was virtually
solved by successive inbreeding (Dvosophiila 12 Genomes Consortium
2007). The stock was purchased from the UC San Diego Stock Center
and maintained at 21° in standard cormmeal — agar— yeast culture medium.
rescent [SH were made with salivary glands from larvae in the third stage of
solution and immediately transfermed to a coverslip with a drop of 45% acetic
removed, and a drop of acetic acid-waterlactic acid mixture in 3:2:1 (wv) ratio
was added and rested for 4 min. The material was then placed on a slide,
done on a phase contrast NIKON Optiphot-2- microscope.

Gene probes

Release 1.04 of genome of D willistoni available in FlyBase database
(5t. Pierre et al. 2014), was used to generate 22 gene probes. Two probes
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Figure 1 Gene probes hybridized to the D. willistoni chromosome IIL arm ordered from centromere to telomere (A) Dwil\GK 18743 (scaffold
4884); (B) Dwil\GK24519 (scaffold 4585); (C) Dwil\GK18260 (scaffold 4577); (D) Dwil\GK23840 (scaffold 4516); (E) Dwi\GK 15054 (scaffold
4521); (F) Dwil\GK12721 (scaffold 4752); (G) Dwil\GK 18432 (scaffold 4945); and (H) Dwi\GK21099 (scaffold 4851). The black arrows indicate
hybridization signals. lIL-T, lIL arm telomere; IIL-C, IIL arm centromere; C, chromocenter.
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Figure 2 Gene probes hybridized to D. willistoni lIR arm ordered from centromere to telomere (A) Dwi\GK23049 (scaffold 4954); (8) Dwil\
GK22144 (scaffold 4558); (C) Dwil\GK22138 (scaffold 4558); (D) Dwil\vic (scaffold 4382); (E) Dwil\GK 17912 (scaffold 4822); (F) Dwil\GK20645
(scaffold 4510); (G) Dwi\GK 15808 (scaffold 4514); (H) Dwil\Adam (scaffold 4513); and (l) Dwi\GK19495 (scaffold 4512). The black arrows
indicate hybridization signals. IIR-T, IIR arm telomere; C, chromocenter.

were designed on scaffolds 4577 (IIL) and 4558 (IIR); for the rest of the
chromosome 11 scaffolds, only one gene was chosen (Table 1). Addi-
tionally, three probes were designed for chromosome X and one for
chromosome III (supporting information, Table S1). All the polymer-
ase chain reaction (PCR) primers were designed with Primer Designer
v.1.01 (Scientific and Educational Software).

PCR amplifications were performed with Tag DNA Polymerase,
recombinant (Invitrogen) following the manufacturer’s instructions.
PCR products were purified with Exonuclease I (USB) and Shrimp
Alkaline Phosphatase (USB) and sequenced by Macrogen INC (Seoul,
Korea). All sequences confirmed by BLASTN in the FlyBase database
(St. Pierre et al. 2014).

Probes were labeled with a Biotin PCR Labding Core Kit (Jena
Bioscience) per the manufacturer instructions, with minor adjustments.
The labeled products were purified with a NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL).

ISH and mapping
Nonfluorescent ISHs were carried out at 37° using 100—150 ng of
biotin-labeled probe on each chromosomal slide, following the protocol
of Biémont et al (2004) with minor modifications: 1) The slides were
washed in 70% ethanol before the later washing with 95% ethanol in the
pre-hybridization step; 2) two washes with 2x saline sodium citrate at
37° for 10 min and one wash for a few seconds in 2x saline sodium
citrate at room temperature after the hybridization step; 3) one wash
with 1x phosphate-buffered saline (PBS) just after the washes with 0.1%
Triton in 1x PBS after the detection step; 4) one wash with 0.1% Triton
in 1x PBS before the wash with 1x PBS after the revelation step.

4 | C. Garcia et al.
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Hybridization signals were detected and revealed using a Vectastain
ABC KIT (Vector Laboratories) and DAB Substrate (Roche), respec-
tively. Then, the slides were stained with Giemsa solution (5%) for 5 min
and made permanent with EUKITT (Panreac). Finally, the positives
hybridization signals were mapped in the polytene chromosome of the
sequenced strain Gd-H4-1 and recorded with a Moticam Package
(Moticam3 with 3.0 MP and Motic Images Plus 2.0). Their physical
locations were determined according to current photomap of the species
(Schaeffer et al. 2008) and the chromosomal analysis of this strain by
Rohde and Valente (2012).

Data availability

All cytological materials are available for viewing at Drosophila Labo-
ratory of Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. More
detailed data are available upon request.

RESULTS AND DISCUSSION

With a stringency of approximately 77% (Schwarzacher and Heslop-
Harrison 2000) and considering the use of homologous probes, each gene
probe mapped in this study showed a single hybridization signal in the
polytene chromosomes of D. willistoni. Remarkably, all probes designed
for scaffolds previously assigned to the [IL chromosome arm hybridized to
the IIR chromosome arm. In tum, all probes designed for scaffolds pre-
viously assigned to the IIR chromosome arm hybridized to the IIL chro-
mosome arm. In both arms, the scaffolds are currently ordered from
centromere (scaffold 1) to telomere (scaffold 8) (Schaeffer ef al 2008).
In the IIL arm, our results indicate that the same order of scaffolds from
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Figure 2 Continued.

centromere to telomere holds (Table 1 and Figure 1). In contrast, in the [IR
arm, our results show that the order is reversed, with scaffold 8 located
near the centromere and scaffold 1 located near the telomere (Table 1 and
Figure 2). Our analysis corroborated these orientations in the two cases
where two gene probes were mapped for the same scaffold (scaffold 4577
in the [IL arm and scaffold 4558 in the IR arm; see Table 1).

In the case of the IIR arm, Schacffer et al. (2008) inferred that
scaffold 4558 has a negative orientation. According to their study, the

FAGI Ganss | Garames | Genetcs
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cytological position of the GK22138 gene would appear before that of
the other hybridized gene, GK22144. As scen in Figure 2, Band Cand in
Table 1, our hybridizations resulted in the GK22144 gene being posi-
tioned before the GK22138 gene. A comparison of our results with the
previous observations used for anchoring scaffolds (Schacffer et al
2008) seems appropriate. One caveat should be pointed out from the
beginning: the variability of gene arrangements within D. willistoni
makes linkage mapping an arduous task. Mutants have been often
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Figure 3 In situ hybridization of the gene probe of Adh (scaffold 4577)
in Drosophila willistoni. In the present study, this gene hybridized to
section 44A in chromosome arm IIL, in contrast to what was reported in
previous studies (Lakovaara and Saura 1972; Rohde et al. 1995). The
image shows chromosome |l with the two arms IIL and IIR intact for
analysis. The black arrow indicates the site of the single hybridization
signal. IIL-T, lIL arm telomere; IIR-T, IR am telomere; C, chromocenter.

isolated or generated from different strains and crossings to
map those mutants may involve inversions hindering or reducing
recombination. Additionally, chromosomal differences between
populations may lead to different results when using different
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strains. Spassky and Dozhansky (1950) mapped six mutants to
chromosome Il of D. willistoni (bw, abb, px, hk, pw, Sv, and S).
Most of these mutants were obtained from a strain from Belem
(Para, Brazil), but some (e.g., bw and hk) were generated in
X-rayed cultures from strains of a different origin. The eye-color
mutant brown (bw) was located at one end of the chromosome and
was considered the starting point of the genetic map. However,
Spassky and Dozhansky (1950) gave no indication as to the cor-
respondence between chromosome II arms and Muller elements.
An addition to this map was made later by Lakovaara and Saura
(1972), who determined the linkage map location of four chromo-
some Il enzyme loci (Est-5, Gpdh, Mdh-2, and Adh). Most of the
D. willistoni stocks used by them originated in the Leeward Islands
(West Indies). They were the first to report that Est-5, Gpdh,
Mdh-2, and Adh are located in the right arm of D. willistoni
chromosome Il and that this arm corresponds to D. melanogaster
arm 2L (Muller element B).

To anchor the scaffolds to D. willistoni chromosome 11, Schaeffer
et al (2008) used linkage information from five genctic markers (bw,
px, hk, Gpdh, and Adh) and ISH information from two other markers
(Adh and CI). The five genetic markers were chosen to maximize re-
liability but were taken from two different studies. The locations of the
five markers in the combined linkage map are as follows: bw (0 cM) -
px (28 cM) - hk (31 cM) - Gpdh (59 cM) — Adh (66 cM). The first two
markers were assigned to chromosome arm IIL, whereas the latter three
were assigned to chromosome arm [IR. However, in addition to the fact
that the strains used by Lakovaara and Saura (1972) were different from
those used by Spassky and Dobzhansky (1950), they were different
from the D. willistoni sequenced strain from Guadeloupe Island.

We have hybridized PCR probes for the three genes considered by
Schaeffer et al. (2008): brown (bw), plexus (px), and Alcohol dehydro-
genase (Adh). In D. willistoni, the orthologous genes for D. mela-
nogaster bw and px are named Dwil\GK23049 and Dwil\GK22138,
respectively, in the FlyBase database (St. Pierre et al. 2014). Our ISH
analysis mapped Dwi\GK23049 and Dwil\GK22138 to sections 56C
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Figure 4 Reassignments of the sequence scaffolds and gene markers in chromosome Il of Drosophila willistoni (Schaeffer et al. 2008) according to
this study (Table 1). Numbers 1—8 in chromosome arm IIL correspond to scaffolds 4884, 4585, 4577, 4516, 4521, 4752, 4945, and 4851 in Table
1. Numbers 1—8 in chromosome arm |IR correspond to scaffolds 4512, 4513, 4514, 4510, 4822, 4382, 4558, and 4954 in Table 1. The position of
the genes on the scaffolds matches closest position possible in the scale of genome.
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and 598 of the D. willistomi chromosome [TR arm (Table 1, Figure 2, A
and C). Thus, bw and pxare located in the sequenced I willistoni strain
in arm IIR near the centromere and not in the tip of arm 111 as assumed
by Schaeffer et al. (2008). Because these two genes also served as a basis
for the orientations of the scaffolds, these findings reinforce the idea
that scaffolds of IIR arm are in the opposite orientation to the one first
proposed by Schaeffer et al (2008).

Furthermore, we mapped the Adh gene unequivocally to section
444 in arm IIL (Figure 3), far away from the positions in arm IIR
suggested by both the linkage map and the physical localization.
Because this was one of the few genes physically localized before
D willistoni genome sequencing, it played a key role in the anchoring
of scaffolds to [ willistoni chromosomes and thus deserves further
comment. As stated previously, Adh was first assigned to IIR arm by
Lakovaara and Saura (1972) by linkage mapping. Rohde ef al. (1995) in
turn mapped the Adh gene using ISH to the IIR arm in seven species of
the willistoni species group, including D. willistoni. This analysis was
done with a cloned segment of DNA from D melanogaster, probe SAC-
PAT (Moses 1986). Because this probe presented multiple hybridiza-
tion signals on the chr of [ willistont, the inference of the
main physical location was made by guantification. Hence, of 28 chro-
mosome [IR arms analyzed in that study for this species, ~18% in-
dicated hybridization of the Adh gene probe consistently in section
67 of this chromosomal arm. Given the previous observation by
Lakovaara and Saura (1972), these findings were interpreted as fur-
ther evidence that the IIL and IIR arms of [ willistoni would be
equivalent to the 2R and 2L arms of It melanogaster, respectively
(V. L. 5. Valente, personal communication). Given the importance of
this gene for scaffold assignment in D). willistoni, we must emphasize
that our technique with a specific gene probe, high stringency, and the
presence of a single positive hybridization signal in the chromosomes
resulted in a reliable determination of its physical location (Figure 3).

Owr results change the assignment of It williston chromosome 11
arms to Muller elements, such that the [IL chromosomal arm is homaol-
ogous to [ melanogaster 2L (Muller element B) and the IR chromo-
somal arm is homologous to D melanogaster 2R (Muller element C)
(Figure 4). This result is contrary to what is traditionally accepted. The
paucity of genetic markers and the ambignous interpretation from the
classic studies with crossings of those highly polymorphic spedies have
certainly been the determinants for maintaining this mistake for so long.

In addition to aforementioned, the gene markers of D, willistoni were
established in different populations of its wide overall geographical
distribution. Because of the high degree of paracentric inversions pre-
sent in this species, the order of the genetic and physical markers
already established in many cases differs from that occurring in the
Gd-H4-1 lineage (Schaeffer ef al. 2008), which emphasizes the impor-
tance of establishing physical markers in the sequenced lineage and
correctly aligning their genomic and cytological maps.

In view of this, to bricfly examine the assignment of scaffolds to the
other chromosomes, we performed additional [SHs of three genes of the
X chromosome (one probe in the XL arm and two in the XR arm) and
one gene on chromosome [ of DU wallistoni.

In chromosomal arm XL, a probe was designed for the gene Dwil
\GK 16707, This gene is orthologous to Dwmellunc in D melanogaster
and was chosen because it is located in the most telomeric scaffold
(4963) of this arm in D, willistoni. In this study, its physical position
was in section 1C (Figure 51), the most centromeric section in the XL
arm. This indicates a disagreement with the position of this gene estab-
lished in the initial assembly of the scaffold Note that the Dmel\unc
gene in [ melanogaster maps in the region 19F1 of the X chromosome,
also next to the centromere.
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As reported by Schaeffer et al. (2008), scaffold 4822 of the [IR
arm (Table 1 and Table 51) had an assembly error, and a small part
of it exhibited homology with Muller element D and thus belonging
to chromosomal arm XR. We designed a probe for gene Dwily
GKI17758 that is located in this small part of scaffold 4822; that
probe hybridized in section 27C of arm XR as expected (Table 51
and Figure 52). The other gene physically mapped in this arm was
Dwil\GK 16749 This gene is located in the most telomeric scaffold of
this arm (4511) and was mapped to section 34B (Figure 53). Thus,
our results for the chromosome XR arm are fully congroent with the
scaffold assignments that Schaeffer ef al (2008) established on the
basis of linkage information for six genetic markers and ISH in-
formation for another five gemes (EF4, EF5, Sod, HspS3, and
Hsp27), a relatively high number of markers in comparison to chro-
mosome arm XL and chromosome 11

A dot ch is absent in [0 willistoni, and chromosome I11
was hypothesized by Sturtevant and Novitski (1941) to have originated
from the fusion of Muller elements E and F. Years later, Papaceit and
Juan (1%98) mapped three genes in D. willistoni by ISH, cubifus
interrupitus (ci), ankyrin (Ank), and eyeless (ey), which are located
in the D). melanogaster dot chromosome (Muller element F). They
located the three genes in the centromeric region of D. willistomi
chromosome III, corroborating with molecular technigues, the fu-
sion of Muller elements E and F. This event has already been con-
firmed for all willistoni subgroup species (Powell et al. 2011; Pita
et al. 2014) with a timing of occurrence estimated at 15 Mya. In view
of the good determination of the physical markers for the base of this
chromosome we carried out an ISH with the gene Dwil\GE22422 lo-
cated in scaffold 4921 (Table 51), the most telomernic region. This gene
was mapped to section 99D (Figure 54) confirming the localization of
this gene in this scaffold.

In general, the physical markers used in this study for chromosomes
X and III of D. williston suggest an assignment of scaffolds in these
chromosomes without major relocations of genomic content compared
with those observed in the case of the Muller elements B and C. How-
ever, the sequenced (Gd-H4-1 strain still needs better resolution for
these chromosomes by establishing physical markers from ISH as pre-
sented here for chromosome [1

This study contributes to a more accurate characterization of the
genome of DY willistori, providing a better basis for further genetic
studies associated with it. As D willistoni is an intriguing model for
chromosomal and evolutionary studies, in particular, the results de-
scribed here will help in analyses of interspecific chromosome evo-
lution and genome evolution (as in Ruiz ef al. 1997; Ranz ef al. 2001;
Papaceit et al 2006 with other species) and also in the characterization
of chromosomal inversion breakpoints (as in Delprat ef al 2009).
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Table S1 Gene markers used for chromosomes X and Il of Drosophila willistoni. The scaffold number corresponds to the last four numbers of the scaffolds, which all start with

scf2_110000000. The scaffold number and scaffold position of genes corresponds to the material available in the FlyBase database (St. Pierre et al. 2014).

D. melanogaster Scaffold Cytological .

D. willistoni Gene Ortholog Gene number Scaffold position of gene position/chromasome Primers F and R (5'-3)
Dwil\GK16707 Dmel\unc 4963 432,088..435,746 1C/¥L arm ACTCAGTCTTCGACGGAAGC
AGTTGTATCGGATTCTACCA
GCTGCATTAGATCCTCATAG
Dwil\GK17758 Dmel\ida 4822 3,033,141..3,041,719 27C/XR arm GGCAGCCAACAGTCCATACA
GCTATCAGTCACCGTGTAGA
Dwil\GK16749 Dmel\CG13313 4511 7,841,949..7,843,999 34B/XR arm GGCAGTTGCTCCACCATCAC
. GAGTCAATGCGTCCATACCA
Dwil\GK22422 Dmel\CG31204 4921 3,260,674..3,262,239 99D/chromosome Il GGATAATCCTCACGAGACTG
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FIGURE S1 In situ hybridization of the Dwil\GK16707 gene (scaffold 4963) to the D. willistoni chromosome XL arm.
The black arrow indicates the hybridization signal site in section 1C. XL-T: XL arm telomere. XL-C: XL arm

centromere.
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FIGURE S2 In situ hybridization of the Dwil\GK17758 gene to the D. willistoni chromosome XR arm. This gene is
located in the chimeric scaffold 4822, which was split into two Muller elements: a large portion in the IIR arm (see
Table 1) and a smaller portion, containing the Dwil\GK17758 gene, in the XR arm. The black arrow indicate
hybridization signal site in section 27C. XR-T: XR arm telomere.
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FIGURE S3 In situ hybridization of the Dwil\GK16749 gene (scaffold 4511). This scaffold is the most telomeric in this
chromosome arm. The black arrow indicates the hybridization signal in section 34B. XR-T: XR arm telomere. XR-C:
XR arm centromere.
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FIGURE $4 In situ hybridization of the Dwil\GK22422 gene (scaffold 4921) to chromosome IlIl. The black arrow
indicates the hybridization signal in section 94D of this chromosome. This gene is located in the most telomeric
scaffold (4921) and its cytological localization confirms its position in the scaffold. llI-T: chromosome Ill telomere.
I-C: chromosome Ill centromere.
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Anexo |

Rearranjos cromossOmicos estruturais em organismos diploides:

Consequéncias meiodticas e mecanismos de origem.

Os cromossomos eucariéticos sdo estruturas que se encontram no nucleo das
células em uma méaxima taxa de condensacdo, compostos por &acido
desoxirribonucleico e proteinas associadas. Esta organizacdo abriga o codigo da

vida: os genes.

Os rearranjos cromossOmicos  estruturais (também  denominados
AlteracOes/Aberracbes cromossdmicas estruturais) compreendem as modificacdes
em larga escala da composicdo estrutural cromossdmica, visiveis
microscoscopicamente e oriundas de quebras seguidas da reconstituicdo do
cromossomo em uma composi¢cao anormal. Essas alteragBes sdo estaveis quando
sdo capazes de serem transmitidas, de maneira inalterada, por meio de varias

divisdes celulares.

Os diferentes rearranjos estruturais classificam-se em  rearranjos
intracromossOmicos, nos quais as alteracdes envolvem somente um Cromossomo;
ou rearranjos intercromossémicos, envolvendo dois ou mais cromossomos
simultaneamente. Compreendem os tipos (Revisdes em Macgregor, 1993; Gupta,
2007; Griffiths et al. 2008; Auger & Sheridan, 2011) (Figura 1):

o DelecOes: Perda de um segmento do cromossomo podendo esta ser
terminal, resultante de uma quebra e acarretando a perda da porcao terminal de
um cromossomo; ou intersticial resultante de duas quebras. Quando da ocorréncia
de delecbes terminais em ambas as extremidades teloméricas de um cromossomo,
estas extremidades rompidas podem se fusionar dando origem a uma estrutura
circular denominada cromossomo em anel. Por sua vez, as dele¢des que afetam o
centromero séo perdidas, uma vez que sem 0 centrdmero 0 Cromossomo nao é
habil de se mover durante o ciclo celular. O efeito da delecdo é diretamente
relacionado ao tamanho do fragmento perdido, sendo que algumas delecdes sé&o

vidveis pela combinagdo com seu respectivo alelo normal; bem como delecdes de
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alelos selvagens acabam por dar oportunidade de expresséao fenotipica para alelos
recessivos deletérios, o que se denomina Pseudodominancia, fenémeno
comprovado principalmente pelos estudos de mutacdes induzidas (Chikushi, et al.
1971). Este rearranjo pode ocorrer no estado homozigoto ou heterozigoto, neste
ultimo caso resultando na formacdo de uma alca para o pareamento dos
cromossomos homologos na meiose de uma delecado intersticial. Estas regides
apresentam taxas bastante diminuidas de recombinacao na meiose, uma vez que
0Ss gametas portando grandes dele¢des sao letais, assim como as delecdes em

estado homozigoto na prole.

Rearranjos intracromossomicos Rearranjos inter-cromossomicos
=] I N ~ 5
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Figura 1. Representacdo esquematica dos principais tipos de rearranjos

cromossOmicos estruturais. Retirado e modificado de Algallaf et al. (2013).

o Inser¢cdes: Envolve a transposicdo de um segmento de um dado
Cromossomo para outra posicdo do mesmo cromossomo, ou de um Cromossomo
distinto (inser¢cdo ndo homologa). Se a insergcédo ndo acarretar em ganho ou perda
de material genético, sera estavel. Entretanto, a insercdo de um segmento pode
nao resultar na delecdo do fragmento em seu sitio original, resultando na
duplicacdo deste, estando assim fortemente relacionada aos eventos de
duplicacdo. Como as dele¢bes, em estado heterozigoto, grandes insercdes formam

uma alca para o pareamento na meiose.
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o Duplicacdes: Repeticdo de um segmento cromossomico que pode estar ou
Nno mesmo cromossomo da sequencia original, ou inserida em outro cromossomo,
geralmente sendo mais bem aceitas nos diferentes organismos do que as
delecdes. As duplicacbes podem ser inseridas: (i) de maneira contigua na mesma
ordem e no mesmo braco cromossdmico (duplicacdes in tandem), tendo como
exemplo classico a mutacdo dominante Bar no cromossomo X de Drosophila
melanogaster (Sturtevant, 1925); (i) de maneira contigua no mesmo braco
cromossbmico, mas com a ordem invertida (duplicacbes reversas, as quais
envolvem uma inversao); (iii) no mesmo braco cromossémico, porém em sitios
afastados; (iv) em diferentes bracos cromossémicos, do mesmo cromossomo; (V)
em diferentes cromossomos. Na meiose, as duplicacbes podem assumir diferentes

configuracdes, em divisdes distintas (Figura 2).

(a) Tandem
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Figura 2: Representacdo esquemaética das diferentes configuracdes meidticas de
duplicagbes cromossémicas heterozigotas. a) duplicagfes in tandem com mesma
ordem. b) Duplica¢des in tandem com ordem reversa. Retirado de Griffiths et al.
(2008).

Apesar dos efeitos deletérios que as duplicacbes podem acarretar, este
rearranjo tem sido considerado um escape da poderosa pressao da selecao natural
a manutencdo dos genes com funcdes vitais. Isto porque as cépias oriundas de
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duplicacdes nédo sofrem tamanha presséo, podendo com isto se diferenciar a tal
ponto de originar novos genes com novas funcbes, ou funcdes mais
especializadas; e assim, desempenhando um importante papel na evolugdo dos
seres vivos (Ohno, 1970), sendo esta caracteristica melhor visualizada em

categorias taxonémicas superiores, tais como filo e ordem.

o Inversdes: é o rearranjo cromossdmico resultante de duas quebras e o
posterior giro de 180° da sequencia envolvida, sendo assim reconstituidas com a
ordem invertida. Podem ser de dois tipos: paracéntricas (as quais ndo envolvem o
centrébmero na formacéo da inversédo, ocorrendo no mesmo brago cromossémico),
e pericéntricas (as quais envolvem o centrdbmero e mais de um brago
cromossOmico). Na meiose podem ser visualizadas no estado homizigoto ou no
estado heterozigoto. Neste ultimo estado ocorre a formacdo de uma alca de
inversdo para o pareamento dos cromossomos homodlogos. A ocorréncia de
recombinacdo meiotica, dentro da alca de uma inversdo heterozigota paracéntrica,
leva a formacédo na meiose | de um cromossomo dicéntrico (presenca de dois
centrbmeros) e um fragmento acéntrico (auséncia do centrbmero), 0s quais
resultam em gametas com delecdes e duplicacfes. Ja a recombinacdo envolvendo
inversbes pericéntricas da origem a gametas portando delecdes e duplicacbes
(Figura 1.2, Capitulo ). A proporcdo de producdo de gametas inviaveis vai
depender da taxa de recombinacdo meibtica ocorrente. Este rearranjo em si ndo
implica em ganho ou perda de material genético, sendo assim mais viaveis que as
demais alteragbes. Entretanto, o caso de inversdes ocorrentes em genes com

funcdes essenciais acarretara em mutacdes génicas letais ou em efeito de posicéo.

o Isocromossomos: Formam-se, em geral, quando a divisdo dos
centrbmeros da-se transversalmente, quando deveria ocorrer longitudinalmente.
Forma-se entdo uma cromatide somente com bragos curtos, e outra somente com
bracos longos. O cromossomo que perdeu um de seus bragos o substitui com uma
copia exata do seu outro brago. O portador terd& monossomia de um dos bracgos e

trissomia parcial do outro bragco cromossémico.

o Translocacdes: De dois tipos principais: (i) Translocacéo reciproca, a mais
comum, onde ocorre a troca mutua de segmentos cromossémicos entre

cromossomos ndo homologos. Podem alterar de maneira drastica a morfologia dos
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cromossomos; (ii) Translocacao robertsoniana, um tipo especial de translocacéo,
ocorre somente Nnos Cromossomos acrocéntricos. As quebras que ocorrem
proximas aos centrdmeros destes cromossomos sdo sucedidas pela fusdo dos
bracos longos originando um cromossomo metacéntrico ou submetacéntrico. Na
meiose, 0S cromossomos portadores de translocacdes reciprocas costumam
parear-se em configuracdo quadrivalente (em cruz) (Figura 3). Desta maneira, trés
padrbes de segregacdo cromossdmica, sem ocorréncia de recombinacdo meiotica,
podem ocorrer: segregacao alternada (AB+DC ou AD+BC, Figura 3C), segregacgao
adjacente | (AB+BC ou AD+DC) e segregacéo adjacente Il (BC+CD ou BA+AD). Os
gametas resultantes das segregacfes adjacente-1 e adjacente-2 ndo sao viaveis
devido as delecBes e duplicacbes presentes nestes, e que acarretam em um

desequilibrio do contetdo génico.
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Figura 3: Representacdo esquematica do pareamento meiético de cromossomos
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ndo homologos com translocacgdo reciproca (profase 1) (a), possiveis orientacdes
dos centrémeros (setas) obtidas na metafase | (b) e gametas formados ao final da
meiose Il a partir das diferentes segregacdes cromossémicas (Modificado de
Guerra, 1988).
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A compreensao da origem dos diferentes tipos de rearranjos cromossémicos

estruturais necessita levar em consideracdo alguns pontos chaves (Griffiths et
al.,2008):

1) Cada cromossomo € uma unica molécula de DNA de fita dupla.

2) O primeiro evento que vai culminar na origem de um rearranjo

3)

4)

cromossOmico estrutural € a geracdo de duas ou mais quebras nos
cromossomos de uma célula. Estas quebras podem ser simples, ocorrendo
em uma das fitas do DNA (em inglés: Single Strand Break, SSB); ou pode
ser uma quebra dupla, ocorrendo em ambas as fitas do DNA (em inglés:
Double Strand Break, DSB).

Estas quebras sao potencialmente letais, a menos que sejam reparadas.

As células possuem sistemas de reparo que corrigem estas quebras,

reunindo novamente as pontas quebradas.

5) Se o mecanismo de reparo reune as duas pontas da mesma quebra, a

6) Os diferentes rearranjos cromossOmicos estruturais para sobreviverem a

ordem original do DNA é restaurada. Entretanto, se o reparo reune as
pontas de duas quebras distintas, isto acarreta na origem de um rearranjo

cromossOmico estrutural.

b

meiose devem ter um Unico centrbmero e dois teldmeros. Caso estas
caracteristicas ndo ocorram, o rearranjo estrutural vai se perder no ciclo
celular. Cabe ressaltar que a ocorréncia de cromossomos com centrémeros

difusos, denominado cromossomo holocéntrico, € relatada para muitas

espécies (Mandrioli & Manicardi, 2012).

7) Caso estas alteracbes ocasionem a duplicacdo ou a delecdo de algum

segmento do cromossomo, acarretara no desequilibrio do balanco génico,
sendo este desequilibrio diretamente relacionado ao tamanho da alteracéo

estrutural.

De acordo com a premissa de que 0s rearranjos cromossOmicos estruturais se

originam da quebra cromossémica, e reorganizacdo deste de uma maneira

diferente da inicial, surge a intrigante questao: quais 0s mecanismos que originam

estes rearranjos? No que concerne a origem das quebras, tradicionalmente vem
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sendo classificada entre induzida ou espontanea. As alteracbes com quebras
cromossOmicas induzidas seriam decorrentes de algum fator externo que causasse
dano ao material genético dos diferentes organismos, tais como substancias
guimicas e radiacdes ionizantes. Por sua vez as alteragbes cromossémicas
espontaneas se originam devido as quebras ocorrentes no material genético nos
diferentes processos biologicos que este passa no interior das células (Darlington &
Koller, 1947).

Na categoria das alteracdes induzidas, os diferentes tipos de rearranjos
cromossOmicos estruturais acima citados podem ser originados via a exposi¢cao as
radiacbes ionizantes raios-y e raios-X. Estas radiacdes ionizantes, devido a
emissao de seus elétrons, alcancam energia suficiente para ionizar, ou seja,
arrancar elétrons; de diferentes atomos, dentre estes os atomos da molécula de
DNA nos cromossomos. Isto resulta na formacdo do par ion negativo (elétron
arrancado) e ion positivo (atomo que perdeu um elétron). Este elétron arrancado
pela ionizac@o origina uma desestruturacdo da molécula afetada, rompendo suas
ligagbes quimicas, causando assim, no caso da molécula de DNA, mutacBes
genéticas, morte celular, efeitos bioquimicos e fisioldgicos (alteracdes morfologicas
e funcionais dos 6rgaos) (Okuno, 2013). Muito do conhecimento inicial acerca dos
tipos e efeitos dos rearranjos cromossOmicos estruturais sdo devidos aos estudos
gue utilizaram este recurso. Os estudos que envolviam a andlise citogenética das
diferentes alteracfes estruturais foram muito explorados em diferentes organismos

modelos da citogenética, destacando-se entre estes a Drosophila melanogaster.

Com a descricdo das alteragdes cromossOmicas estruturais induzidas nos
cromossomos politénicos de Drosophila melanogaster por Bridges (1923), uma vez
gue os rearranjos ocorrentes de forma espontdneas eram muito raros,
corroboraram as descobertas pioneiras de Muller (1927), de que os Raios-X
acarretavam em alteracdes cromossémicas estruturais, as quais eram visiveis nas
descendéncias de machos da espécie D. melanogaster que foram submetidos a
deferentes intensidades de radiacdo. Herman Joseph Muller, que desenvolvia seus
estudos acerca da recombinacdo meidtica (crossing over), mostrou que com esta
técnica, em poucas semanas, era possivel obter uma gama de mutantes em nivel
cromossOmico e fenotipico, resultando na principal forma de analise até o advento

das técnicas moleculares entre 1960/1970. Com isto deu-se a experimentacdo em
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larga escala de muitos problemas genéticos, e o0s estudos dos rearranjos
cromossOmicos estruturais originados por agentes quimicos e fisicos
proporcionaram a ciéncia, um largo alcance de conhecimento acerca do
comportamento meidtico e mitético destes rearranjos ocorrentes nos mais diversos
seres vivos na natureza (Schulz-Schaeffer, 1980). Atualmente, sabe-se que o0s
mecanismos subsequentes as quebras cromossdmicas induzidas sdo 0s mesmos
gue d&o origem aos rearranjos espontaneos. O avanc¢o no conhecimento acerca da
biologia celular e molecular veio elucidar a origem destas quebras cromossomicas

espontaneas, e 0s mecanismos que originam as alteracdes (Haber, 2000).

As guebras de fita dupla é uma caracteristica integrante de varios processos
gue ocorrem no ambito biolégico da célula entre eles: quebras causadas por
subprodutos metabodlicos da respiracdo celular, Recombinacdo V(D)J, estresse
fisico durante o fuso mei6tico ou mitético, e a quebras durante o ciclo meiético que
objetivam eventos de recombinacdo entre os cromossomos homologos. Estas
guebras podem resultar na morte celular, ou na origem de varias alteracbes

genéticas (Shrivastav et al., 2008).

As quebras de fita dupla durante a meiose ocorrem na Profase |, por meio da
clivagem inicial da enzima conservada tipo-topoisomerase Il Spoll, uma para cada
fita. ApGs os cortes e a dissociacdo de Spoll, as pontas 5 sdo processadas e
sofrem uma diminuicdo nucleotidica (perda de uma pequena porcao terminal),
expondo a ponta 3’ de cada fita de DNA, um processo que envolve pelo menos
uma dezena de proteinas (Lam & Keeney, 2014). Com isto, ocorre uma disputa
entre 0s principais mecanismos de reparo de quebras de fita dupla: recombinacéo
homdloga (do inglés Homologous recombination, HR), Recombina¢cdo homologa
nao alélica (do inglés “Nonallelic homologous recombination” NAHR) e Unido das
extremidades ndo homologas (do inglés, non-homologous end-joining, NHEJ), com
0 uso de sofisticadas maquinarias proteicas para cada via de reparo (Shrivastav et
al., 2008).

7

Recombinacdo homologa: é considerada uma via de reparo livre de erro.
Ocorre preferencialmente durante a fase S e inicio da fase G2, apés a replicagédo
do material genético. Em Saccharomyces cerevisiae (e extremamente conservado

entre 0os demais eucariotos), subsequente a criacao das quebras de fita dupla, uma
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das fitas simples com extremidade 3’ livre e diminuida pode invadir a cromatide
irma, sendo que na meiose a preferencia € a invasdo do cromossomo homélogo.
Esta invasédo requer a participacdo da proteina Rad51p, a qual atua na permuta
entre as fitas de DNA, junto a outras proteinas associadas, tais como Rad52p,
Rad54p, Tidlp e Dmclp. Com as sequéncias complementares alinhadas, ocorre a
sintese de DNA a partir da extremidade 3’ livre, utilizando o DNA da cromatide
irm&, ou cromossomo homologo ndo danificado como molde. O reparo por
recombinacdo homologa pode levar ao evento de recombinagdo meidtica (crossing
over) entre os cromossomos homdlogos. A enzima Spoll desencadeia multiplas
guebras de fita dupla ao longo de todos os cromossomos, entretanto, poucos
reparos por recombinacdo homoéloga vao culminar em recombinacdo meiética.
Somente aqueles casos onde a fita simples invasora encontra em processo de
sintese a subsequente extremidade 3’ livre, dando origem as Jung¢des de Holliday
(Figura 4).

A recombinacdo meidtica tem sido implicada com a auséncia da proteina
Rad51p, bem como com a existéncia de sitios preferenciais para a sua ocorréncia
(pontos guentes de recombinacédo) (Haber 2000; Neale & Keeney, 2006; Wolf-
Dietrich et al., 2010). No fungo S. cerevisiae 10 pontos quentes de recombinacéao ja
foram caracterizados em alta resolugdo molecular, e associa¢des significativas
foram estabelecidas com regides intergénicas com hipersensibilidade as acdes das
nucleases, e regibes com alto conteutdo G + C somadas a modificacdo da

cromatina (Petes, 2001).

Recombinagiao homdloga nao alélica (do inglés “nonallelic homologous
recombination” NAHR): também denominada Recombinacdo ectopica, é um
mecanismo de reparo que utiliza a maquinaria enzimética da recombinacdo
homodloga (HR) entre cromossomos homologos e entre cromatides irmés. Para a
ocorréncia de NAHR deve haver segmentos compartilhando alta similaridade, tais
como os segmentos de DNA em baixo numero de copias (como as duplicacdes
segmentares em humanos), ou regides altamente repetitivas (tais como o0s
elementos de transposicdo e DNAs satélites). Estes segmentos repetitivos
encontram-se ou in tandem, ou dispersos pelo genoma e a recombinagao ocorre
entre copias ndo alélicas, podendo estas estar localizadas em regides

intercromossdmicas, intracromossdmicas e intracromatides.
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Figura 4: Representacdo esquematica dos eventos da recombinacdo homdloga. a-
c: formacéo das quebras de dupla fita e diminuicdo de extremidades 5’ (pontas em
seta). d-f: recombinacdo meibtica com reparo e permuta. h-i: recombinacao

meibtica com reparo e sem permuta. Modificado de Lam & Keeney (2015).

Estas recombinacdes ectopicas potencialmente implicam na origem de
diferentes rearranjos cromossémicos. A identidade minima entre duas sequéncias
necessarias para uma recombinagdo ectépica é chamada de MEPS (do inglés
Minimal effective processing segment). Modelagem in silico infere que uma MEPS
eficiente para NAHR é de aproximadamente 250 pb. No entanto, in vivo este
parametro ainda nao € efetivamente elucidado. Os diferentes rearranjos
cromossOmicos estruturais sdo dependentes da posicdo gendmica das copias, bem
como da orientagédo destas (Figura 5) (Stankiewicz & Lupski, 2002; Hoang et al.,

2010).



204

Intercromossoémica Intracromossomica Intracromatide

(a) (d) (9)
!b [Qd
%
a b s
= c

O Om\/>
0-><nc'm
a >

O OWw 0T ®

O Ow
Q0L
Q>

UOmOU’m

Direta
——
a
X

(b) (e) (h)

Invertida
d A a a_d
By . A A g
B — B b —> C B a
(3 b B c e b c c
a
D><a Dd D D b
d
(c) () (i)
Complexa

o
o

FEGE)
oOw o
omw oo
oo

&
e —
—:Lz—
[ demey ]

a
—

A A

dcb d
B
C
DE

D

Figura 5: Representacdo esquematica dos rearranjos cromossémicos estruturais

TRENDS in Genetics

originados por eventos de recombinacdo homologa ndo alélica. Repeticdes sao
representadas por setas dentro dos cromossomos. a, d, f) delecdes e duplicacdes;
b, h, i) inversao; c, e) Inversdo e duplicacdo; g) Delecdo e fragmento acéntrico.
Retirado de Stankiewicz & Lupski (2002).

O mecanismo de recombinacdo ectdpica tem sido implicado na origem de
rearranjos cromossdmicos estruturais entre individuos néo relacionados. Inclusive,
podendo ndo ser dependente de homologia para a recombinacdo. A recorrente
translocacao reciproca constitucional t(11; 22) em seres humanos tem sua origem
via recombinacédo ndo homologa utilizando sequéncias palindrémicas ricas em AT
nos cromossomos 11q e 22q, formando uma estrutura secundaria em forma de

grampo (hairpin) (Edelmann et al., 2001).

Unido das extremidades ndo homologas (do inglés, non-homologous end-

joining, NHEJ): o mecanismo de reparo pela unido de extremidades nao
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homologas atua em todos os tipos de células, desde as bactérias até o homem, e
esta envolvido em muitos processos diferentes, tais como a reparacdo do DNA, a
manutencao dos teldmeros, e o reparo das quebras do sistema de recombinagéo
V(D)J. Este mecanismo € primariamente acionado durante a fase G1 do ciclo
celular, sendo que apoOs esta fase, HR preferencialmente atua no reparo das
guebras de fita dupla (Pastwa & Btasiak, 2003).

A via classica (cNHEJ), de leveduras a mamiferos, requer o mesmo conjunto
basico de proteinas: as proteinas de ligacdo as porcdes terminais de DNA Ku70/80,
bem como a DNA-ligase IV e a sua proteina associada XRCC4. Células de
vertebrados também requerem DNA-PKcs, as quais ndo tém homdlogos em
levedura. Em contrapartida, em levedura existe também uma exigéncia para
Rad50, Mrell e XRS2, trés proteinas com atividades de endo e de exonuclease, e
a proteina Artemis. A ligacdo precoce das proteinas Ku70/80 impede que as
extremidades 5 e 3’ sofram acdo de exonucleases, sendo um ponto decisivo na
escolha de cNHEJ para o reparo pela maquinaria celular. Nao necessita de
homologias para fazer a juncdo entre as pontas das fitas duplas de DNA (ligacao
de terminais cegos), caracteristica garantida pela XRCC4:ligase IV; porém,
geralmente delecbes e insercbes de nucleotideos sdo observadas nas juncdes
reparadas. O mecanismo de reparo cNHEJ evoluiu para reparar DSBs que
necessitam serem unidas diretamente. Em organismos haploides em fase
estacionaria, ndo existe qualquer doador de homologia, e RH ndo é uma opcao.
Evolutivamente, assumindo que muitos organismos foram e séo haploides, cNHEJ
provavelmente representa umas das primeiras estratégias evolutivas para o reparo
do DNA (Figura 6).

Esta via de reparo esta fortemente relacionada ao ciclo de quebra, fusdo e
ponte (do inglés breakage-fusion-bridge cycle - BFB) (McClintock, 1941). Neste
ciclo, quebras de fita dupla originam a quebra da porcdo terminal de um
cromossomo (telomero), deixando este com sua porcdo terminal desprotegida.
Apés a duplicacdo na meoise |, via 0 mecanismo de reparo cNHEJ, estas pontas
terminais quebradas das cromarides irmas séo fusionadas, dando origem a um
cromossomo dicéntrico formando uma ponte, na qual cada centrdmero € puxado
em direcdo aos polos distintos de uma s6 vez durante a anafase Il. Isto resulta na

guebra deste cromossomo dicéntrico, e as extremidades quebradas permanecem
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adesivas, fusionando-se subsequentemente a duplicagcdo na profase mitdtica das

células filhas.

7

O resultado é o surgimento recorrentes cromossomos dicéntricos, dando
continuidade ao ciclo, com os cromossomos quebrando novamente a cada mitose.
Uma vez que a cada ciclo, a quebra provavelmente ocorre em um local diferente do
gue nos anteriores, acarretara em um reagrupamento dos locos genéticos com
delecbes e duplicacbes génicas. Os rearranjos cromossomicos estruturais
resultantes deste ciclo tém sido encontrados em uma gama de tumores malignos

analisados em humanos (Gisselsson et al., 2000; Bunting & Nussenzweig, 2013).
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Figura 6: Representacdo esquematica das vias classica e alternativa do
mecanismo de reparo de quebras de fita dupla (DSB) Unido de extremidades néo
homodlogas. Modificada de Deriano & Roth, 2013.
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A via alternativa (aNHEJ) foi descoberta em leveduras e mamiferos
aproximadamente ao mesmo tempo, como uma forma de sistema capaz de reparar
quebras de fita dupla em células com deficiéncias para um, ou varios fatores
criticos para cNHEJ. Entretanto a descoberta deste mecanismo em células
eficientes também para cNHEJ indicou que este mecanismo ndo se trata somente
de uma via alternativa utilizadas por células que tenham deficiéncia em cNHEJ,
mas sim, que provavelmente se trata de um mecanismo sofisticado e com suas

caracteristicas inerentes (Figura 6).

De acordo com Decottignies (2013) a via alternativa do mecanismo NHEJ
divide-se em duas categorias: MMEJ (do inglés microhomology-mediated end-
joining). Esta via repara juncbes que exibam tanto pequenas delecbes e micro
homologias de 3 a 16 pb que se sobreponham (Figura 6). E o tipo Alt-NHEJ,
mecanismo que nao requer homologias pré-existentes. Dada a habilidade de ligar
de maneira inapropriada sequéncias ndo contiguas, a origem de rearranjos
cromossémicos tais como dele¢bes, duplicacbes e translocacdes € fortemente
relacionada aos mecanismos de aNHEJ, principalmente em células com a via

cNHEJ defectiva. (Kasparek & Humphrey, 2011; Bunting & Nussenzweig, 2013).

Transposicdo aberrante: Elementos de Transposicao (do ingles Transposable
elements — TES) s@o sequéncias consitutintes da fracdo repetitiva do genoma, em
praticamente todos 0s organismos eucariotos até entdo estudados.
Intrinsicamente, eles possuem maquinaria enzimatica para se mobilizarem de um
sitio a outro dentro do genoma hospedeiro, de acordo com caracteristicas inerentes
(Feschotte & Pritham, 2007; Wicker et al., 2007). As excisdes, insercbes ou
duplicagbes dos TES originam quebras das fitas de DNA, que de acordo com o ja
exposto acima, podem desencadear a origem de diferentes rearranjos
cromossOémicos estruturais por meio de mecanismos de reparo. No entanto, o
mecanismo de transposicdo diretamente responsavel pelas quebras e juncdo do
fragmento transposto surge como uma alternativa para mediar rearranjos
cromossbmicos. Sendo assim, de alguma forma, os TEs reorganizariam o0s
genomas por si mesmos, como um subproduto da sua funcédo normal (Weil, 2009).
Este mecanismo tem sido denominado Transposicdo Alternativa/Transposicéao
Aberrante, e tem sido descrito para os TEs de classe Il (transposons), 0s quais

utilizam um intermediario de DNA para se transpor (Gray, 2000).
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Transposigéo alternativa envolve as porgdes terminais 5 de um TE e 3’ de
outro TE, formando um elemento hibrido. Estes podem estar na mesma crométide,
ou na cromatide irm&, ou no cromossomo homdlogo parcialmente ou totalmente
replicados. No entanto, em tais casos, o que € " excisado " e " reinserido " ndo é
um tipico transposon apenas, mas sim, uma regido de DNA cromossémica.
Dependendo do que esta sendo inserido, sua orientagcdo e local no genoma,
rearranjos tais como duplicacdes, delecdes, inversdes e translocagbes podem ser
originados (Figura 7) (Zhang & Peterson, 2004; Weil, 2009).

O mecanismo de transposicdo alternativa tem sido inferido particularmente
por meio da associacdo dos elementos Activator (Ac)/Dissociation (Ds), e sua
consequente origem de rearranjos cromossémicos estruturais ja foram descritos
em milho (Zhang & Peterson, 2004; Zhang et al., 2009;), Arabidopsis
(Krishnaswamy et al., 2008) e arroz (Yu et al., 2012; Xuan et al., 2015).

Mecanismos na replicacdo: Quebras de fita dupla também podem ser criadas por
diversos problemas ocorrentes durante o mecanismo de replicacdo do DNA,
podendo vir a desencadear a utilizacdo de sistemas de reparo por recombinacgéao.
Entretanto, devido a presenca de varios pontos de quebras envolvidos, e
frequentemente a grande distancia entre eles, a origem dos diferentes rearranjos
cromossOmicos observados ndo podem simplesmente serem devidas a eventos de
recombinacdo, tais como NAHR ou NHEJ. Atualmente, processos alternativos
baseados nos erros da replicacdo de DNA, tém sido propostos (Liu et al., 2012).
Dentre estes, se destaca o chamado “Fork Stalling and Template Switching”

(FoSTeS) (Lee et al., 2007).

No modelo FoSTeS, uma das fitas da forquilha de replicacdo de DNA
desengata a partir do modelo original, em principio devido ao encontro de um dano
fisico, estrutura secundaria, ou DNA polimerase defectiva. Posteriormente,
emparelha com outra forquilha de replicagdo em proximidade fisica, mas podendo
efetivamente ser distante ou em outro cromossomo, em virtude de micro-homologia
na porc¢ao terminal 3’ (a qual pode ser fornecida pelas sequéncias repetitivas de
DNA); reiniciando, ou comec¢ando uma nova sintese de DNA (Stankiewicz & Lupski,
2010).
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Figura 7: Representacdo esquematica da origem de rearranjos cromossémicos
estruturais via 0 mecanismo de transposicao alternativa (néo representada todas as
possibilidades). A) TEs localizados na mesma cromatide irm&/ou cromossomo
homologo, resultando em uma inversdo (CB) flanqueada pelos dois TEs. B) TEs
em sitios distintos nos cromossomos homologos resultando em uma inverséo (CB)
e uma delecdo (D). C) Mesma corformacdo que em B, entretanto com o
envolvimento das outras regides terminais dos distintos TEs, resultando emu ma
inversdo (CB) e uma duplicacéo (D). D) TEs na mesma cromatide resultando em
uma inversdo (CB) e uma delecdo (D). Duplicacdo do sitio alvo representada por
ciculos e quadrados. Sitio de insercdo do elemento representada por triangulo.
Retirado de Delprat et al. (2009).

Esta fita posteriormente realinha com sua fita modelo original, resultando em
uma alca de replicagdo com toda sequéncia ndo homologa obtida por meio das
invasdes. Esta alca pode escapar dos mecanismos de reparo, € em um ciclo de
replicacdo posterior ter seu contetdo duplicado. Esse mecanismo pode dar origem

a duplicacdes, ou até mesmo triplicagbes de genes individuais, com delecbes e
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inversbes associadas (Zhang et al., 2009). Esse processo esta implicado com a
origem de rearranjos cromossOmicos nao recorrentes em uma populacdo, e sua
descricao foi inferida para a duplicacdo do gene da proteina proteolipida PLP1 no
cromossomo X em humanos, o qual causa a doenca Pelizaeus-Merzbacher

caracterizada pela hipomielinizagao do sistema nervoso central. (Lee et al., 2007).

Rearranjos  cromossOmicos  estruturais, enquanto  anormalidades
cromossbmicas adquiridas referem-se aqueles que surgem durante o
desenvolvimento, ou durante a vida do organismo. Suas implicagdes se restringem
somente ao individuo afetado. Por sua vez, 0s rearranjos cromossodmicos
estruturais constitucionais referem-se aqueles que sdo herdados de um dos
parentais portador, ou ocorrerem via mecanismo “de novo” nos gametas que

resultam no zigoto, sendo assim passados para as futuras geracoes.

Implicacdes evolutivas dos Rearranjos cromossdmicos estruturais.

Os Rearranjos cromossdmicos desempenham um importante papel na
evolucdo de todos os seres vivos, fornecendo variabilidade para a acéo da selecéo
natural. Os rearranjos podem alterar a posicdo dos genes com relacdo a seus
respectivos elementos reguladores, excluir varios genes ou parte de um Unico gene
(Eichler & Sankoff, 2003).

As taxas de ocorréncia sao variadas entre as diferentes espécies, e entre 0s
Cromossomos sexuais e autossémicos. Para vertebrados estima-se taxas entre 0,2
até 1-2 rearranjos por milhées de anos. Ja para invertebrados essa taxa € estimada
entre 7 a 50 rearranjos por milhdes de anos, uma discrepancia altamente
influenciada pelo tempo de geracéo, estratégias de reproducdo e historia evolutiva
das espécies (Eichler & Sankoff, 2003; Coghlan et al., 2005).

A contribuicdo dos rearranjos cromossémicos estruturais para a especiagéo
dos seres vivos tem sido alvo de debate ha mais de cinco décadas. Ha uma gama
de modelos propondo que rearranjos cromossOmicos aceleram a diferenciacéo

genética entre populagfes e, deste modo, facilitam a especiagédo (Ayala & Coluzzi,
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2005). Dentre estes, dois modelos de especiacdo cromossémica tém se destacado:

0 modelo classico dos hibridos estéreis, e 0 modelo recombinacao-supressao.

No modelo de esterilidade do hibrido, individuos heterozigotos para um
rearranjo cromossdmico sdo parcialmente ou totalmente inférteis devido a
problemas na segregacdo dos seus gametas, ou a producdo de gametas
desbalanceados oriundos de eventos de recombinacdo envolvendo as regides
cromossémicas rearranjadas. Sendo assim, por diminuirem o valor adaptativo dos
seus portadores, 0s rearranjos cromossomicos seriam desvantajosos e a fixagao
destes em uma populacao estaria submetida a efeito fundador ou deriva genética
em uma populacdo pequena e isolada. Caso ocorra a fixacdo do rearranjo, a
selecéo natural agiria favorecendo mutacdes que reduzam a probabilidade de fluxo
génico entre populagdes portando diferentes rearranjos cromossémicos, podendo

acarretar em isolamento reprodutivo completo.

Ja o modelo da recombinacdo-supresséo, de maneira geral, propde que 0s
rearranjos cromossomicos reduzem o valor adaptativo dos seus portadores devido
a supressdo da recombinacdo nas regiées cromossdmicas reorganizadas. Neste
caso, 0S gametas recombinantes, por serem portadores de rearranjos
cromossOmicos deletérios, sdo eliminados e ndo passados adiante na prole. Com
isto, somente 0s gametas parentais que ndo sofreram recombinagdo seriam
fecundados. Assim, as diferentes combinacdes alélicas envolvidas no rearranjo
cromossbmico sdo mantidas, resultando em diferencas genéticas entre as
populacdes, desfavorecendo com o tempo o fluxo génico e acarretando em
isolamento reprodutivo entre estas (Faria & Navarro, 2010; Brown & O’Neill, 2010,
Feder et al., 2011).

A divergéncia genética associada as diferencas cariotipicas foram
analisadas em 41 pares de espécies irmas (que possuem um ancestral comum
muito recente em termos evolutivos) das familias Cricetidae e Muridae de roedores
(Castiglia, 2014). Este estudo mostrou uma prevaléncia de maiores diferencas
cariotipicas entre as espécies irmas vivendo em simpatria, do que as espécies
vivendo em alopatria; entretanto sem maior correlacdo estatistica com a

divergéncia genética. O autor conclui que, na ocorréncia de um contato secundario,
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espécies que divergem cariotipicamente tém uma maior chance de permanecerem

distintas do que as espécies que divergem somente geneticamente.

A reducéo da recombinacéo associada as inversdes foi inferida por Farré et
al. (2013). Neste estudo os autores analisaram as taxas de recombinacdo nos
cromossomos lineares e rearranjados entre humanos e chimpanzés. As taxas de
recombinacdo eram estatisticamente reduzidas nos cromossomos rearranjados, ao
quais eram fixados nas linhagens de humanos e fixados nas linhagens de
chimpanzés, garantindo diferencas inerentes de cada espécie.

Entretanto, estabelecer um modelo fixo da atuac&o dos diferentes rearranjos
cromossbmicos na especiacdo das diferentes espécies, parece uma tarefa
extremamente rigida frente a grande diversidade em todos os fatores que a histéria
da vida oferece. Jackson (2011) ressalta que as analises futuras devem tomar em
conta a falta de exclusividade de um modelo, mas sim a interacdo dos diferentes
mecanismos destes. Outra questdo € agregar os fatores historicos biogeograficos
em que se passam a origem dos rearranjos cromossOmicos e a especiacdo. Dentre
estes fatores, destacam-se as zonas de hibridizacdo, e sua influéncia no fluxo
génico e diferenciacdo das espécies (Barton, 2013). A disponibilidade de genomas
completos de diferentes organismos traz aos dias atuais, uma mais ampla
possibilidade de inferéncias acerca dos rearranjos cromossOmicos estruturais

relacionados a especiagao.
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Anexo |l

Tabela Anexo Il: Sumario historico dos estudos sobre cromossomos e polimorfismo cromossémico de Drosophila

willistoni, e demais espécies cripticas do subgrupo willistoni de Drosophila.

Assunto Referéncia
Descri¢do do complemento cromossdmico da D. willistoni Metz (1916)
Homologagao dos cromossomos de D.willistoni com os de D. melanogaster Lancefield & Metz (1921)
Analise de cromossomos metafasicos e salivares de vérias espécies, incluindo D. Wharton (1943)
willistoni
Referéncias ao cariétipo de D. willistoni Sturtevant & Novitski (1941)

Sturtevant (1942)
Dobzhansky & Pavan (1943)
Patterson & Mainland (1944)
Patterson & Stone (1952)
Descri¢cédo detalhada dos cromossomos de D. willistoni: primeiro mapa de referéncia Dobzhansky (1950)
Polimorfismo Cromossdmico no grupo criptico da D. willistoni Dobzhansky et al. (1950)

Comparacao do polimorfismo cromossdmico de espécies cripticas de D. willistoni Dobzhansky et al. (1950)



Tabela Anexo Il: continuagéo

Adaptabilidade do polimorfismo cromossémico de D. willistoni
Genética (polimorfismo e carga genética) de popula¢des marginais de D. willistoni
Inversdes nos cromossomos X de D. willistoni e D. paulistorum
Polimorfismo cromossémico e variabilidade ambiental em D. willistoni
Revisao sobre polimorfismo cromossémico em Diptera, com D. willistoni e suas cripticas
Polimorfismo cromoss6mico e fatores ecoldgicos em D. willistoni
Crossing over em D. willistoni
Adaptacéo de portadores de diferentes inversées em D. willistoni a diferentes ambientes
Viabilidade diferencial de heterozigotos para inversdes em D. willistoni
Diferencas na variabilidade cromossémica de populaces experimentais de D. willistoni a diferentes levedos
Variabilidade cromossdmica em populacées D. willistoni de ilhas e continente na América Central e indias Orientais
Os cromossomos de Drosophila insularis
Heterose e eliminagdo de homozigotos “fracos” em populagdes naturais de D. willistoni
Consideragdes sobre o polimorfismo cromossémico de D. willistoni e D.paulistorum
Polimorfismo cromossémico de populagBes de D. willistoni das llhas do Caribe

Alteragdo experimental do equilibrio do polimorfismo cromossdmico de populagdes naturais de D. willistoni do sul do
Brasil por hibridizagdo com populac¢des do norte do Brasil
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Da Cunha et al. (1950)
Townsend (1952)
Da Cunha (1953)

Da Cunha & Dobzhansky (1954)
Da Cunha (1955)
Battaglia & Birch (1956a)
Battaglia & Birch (1956b)

Da Cunha (1956a)

Da Cunha (1956b)

Da Cunha (1957)
Dobzhansky (1957)
Dobzhansky et al. (1957)
Pavan et al. (1957)
Dobzhansky & Pavlovsky (1958)

Townsend (1958)

Cordeiro et al. (1958)
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Dados suplementares sobre polimorfismo cromossdmico da D. willistoni em relacéo a variabilidade ambiental
Hibridizag&o interracial em populacdes naturais de D. willistoni, usando o polimorfismo cromossémico como marcador
Decréscimo no polimorfismo cromossémico da D. willistoni devido a radiagdo gama em populagées naturais
Os cromossomos de Drosophila pavlovskiana
Cromossomos de hibridos interespecificos do grupo criptico da D. willistoni
Polimorfismo cromossémico no complexo de espécies incipientes da D. paulistorum
Estudo comparativo dos cromossomos das espécies incipientes do complexo da D. paulistorum
Comparagéo dos cromossomos de D. pavlovskiana e D. insularis
Recombinagdo em machos de D. willistoni
Cromossomos de hibridos interespecificos no grupo criptico da D. willistoni

Polimorfismos cromossémico e enzimatico em populacdes de ilhas e continente de D. willistoni

Resposta diferencial de populagées de D. willistoni monomorficas e polimorficas para inversées a uma situacéo de estresse

Descri¢éo de novas invers8es de populagfes do sul do Brasil
Adaptabilidade de portadores de diferentes inversdes de D. willistoni & escolha de breeding e feeding sites

Variagdo temporal de polimorfismo cromossémico de popula¢g8es naturais de D. willistoni

Da Cunha et al. (1959)
Cordeiro et al. (1960)
Cordeiro (1961)
Dobzhansky & Pavlovsky (1962)
Cordeiro & Winge (1964)
Kastritsis (1966)
Kastritsis (1967)
Kastritsis & Dobzhansky (1967)
Franca et al. (1968)
Cordeiro (1968)

Ayala et al. (1971)
Tabachnik & Powell (1977)
Valente & Morales (1985)
Valente & Araujo (1985)

Valente & Araujo (1986)
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Mapeamento in situ do gene de estresse hsp70 e puffs de estresse em espécies do subgrupo willistoni

Cromossomos de hibridos interespecificos no grupo da D. willistoni
Primeiro fotomapa e associacdo de pontos de quebras de inversdes e elementos P
Mapeamento in situ dos genes Cu/Zn e Sod
Mapeamento in situ dos gene Adh
Fusé&o dos elementos de Muller E e F em D. willistoni

Polimorfismo cromossémico em populagdes uruguaias de D. willistoni

Cromossomos meiéticos em D. willistoni
Deteccéo citolégica de recombinacdo em machos
Cromossomos meidticos de fémeas
Inversdo pericéntrica em D. willistoni
Evolugéo cromossémica no grupo willistoni. Cromossomo IIR
Polimorfismo de D. willistoni em popula¢cdes mexicanas
Genoma de Drosophila willistoni

Primeiro posicionamento dos scaffolds ao mapa cromossdmico. Fotomapa aprimorado de D. willistoni

Bonorino et al. (1993a)
Bonorino et al. (1993b)
Cordeiro & Winge (1995)
Regner et al. (1996)
Rohde et al. (1994)
Rohde et al. (1995)
Papaceit & Juan (1998)
Valente et al. (2001)
Valente et al. (2003)
Colares et al. (2003)
Colares et al. (2004a)
Colares et al. (2004b)
Rohde et al.(2005)
Rohde et al. (2006)

Salceda (2006)
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Drosophila 12 Genomes Consortium (2007)

Schaeffer et al. (2008)
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Polimorfismo de D. willistoni em popula¢des mexicanas
Mapa de referéncia aprimorado e de 50 inversdes em D. willistoni
Elemento de Muller F em D. insularis
Elemento de Muller F no grupo willistoni de Drosophila

Redefini¢do da posicéo e orientacdo dos scaffolds do cromossomo Il de D. willistoni — Presente Tese

Salceda (2010)
Rohde & Valente (2012)
Powell et al. (2011)
Pita et al. (2014)

Garcia et al. (2015)
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1. INTRODUCAO

Uma das caracteristicas marcantes dos cariotipos de eucariotos € a ocorréncia
de grande quantidade de rearranjos cromossomicos. A existéncia de
polimorfismos intraespecificos e a adaptabilidade diferencial de portadores de
diferentes rearranjos cromossomicos tém sido registradas em organismos t&ao
diversos como invertebrados e vertebrados. Inicialmente atribuidos
exclusivamente a quebras ao acaso e/ou em resposta a mutagénicos fisicos e
quimicos, com 0s avangos das técnicas moleculares e 0 sequenciamento dos
genomas de diferentes espécies foram obtidas evidéncias diretas do
envolvimento dos elementos de transposicdo na reorganizacao fisica dos
cromossomos. O presente capitulo abordar4d, de maneira sucinta, o
envolvimento dos elementos de transposicdo na génese de diferentes
rearranjos cromossémicos no organismo modelo Drosophila, em primatas e em
plantas.

2. REARRANJOS CROMOSSOMICOS

Os rearranjos cromossOmicos resultam de quebras cromossomicas, as
quais podem ocorrer em um Unico Cromossomo € ou em um conjunto de
cromossomos, e da subsequente reunido da(s) regido(6es) envolvida(s) de
maneira reordenada. De acordo com revisdes de Lacadena (1996) e de
Griffiths et al. (2008), essas reordenacgdes, resumidamente, envolvem:

a) Delecdo: Também denominada Deficiéncia, envolve perda de um
segmento cromossdmico e, consequentemente, a informacéo genética incluida
nele. Origina-se por quebras aleatorias ou induzidas por agentes fisicos e
quimicos; por meio de recombinacao desigual entre cromossomos homologos,
entre regides homologas repetidas ao longo do cromossomo (figura 1) e da
recombinacdo entre cromossomos, portando ou inversdao ou uma translocacéo.
Classificam-se em Delecé&o terminal, que envolve apenas uma quebra e perda
da porcao terminal de um cromossomo; e Delecao intersticial, que ocorre em
qualquer regido entre as duas extremidades do cromossomo. Alelos recessivos
deletérios ou até mesmo letais, os quais sdo compensados por alelos
selvagens, encontram uma oportunidade de se expressarem fenotipicamente
pela acdo da delecdo, sendo esse fendbmeno denominado Pseudodominancia.

Junto com a Pseudodominancia, a delecdo pode afetar genes essenciais aos
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organismos. Isso a torna um rearranjo muito deletério, principalmente para os
organismos diploides, sendo tanto mais nociva quanto maior for a porcéo
perdida.

b) Duplicacdo: Repeticdo de um determinado segmento cromossomico.
Esse rearranjo compreende desde a duplicacdo de um segmento génico até a
duplicacdo de cromossomos completos (polissomias) e de todo o genoma
(polipolidia). Podem ser encontradas in tandem (uma ao lado da outra no
mesmo cromossomo) ou deslocadas (em diferentes regibes em um mesmo
cromossomo ou em cromossomos distintos). A duplicacdo de um segmento
cromossOmico origina-se, como a delecdo, por meio da recombinacdo desigual
entre cromossomos homélogos ou entre regiées homologas repetidas ao longo
do cromossomo (figura 1) e da recombinacdo entre cromossomos portando ou
inversao ou translocacdo. Recombinacgao desigual envolvendo uma duplicacdo
fornece matéria-prima para a geracdo de outras duplicacbes de maior
magnitude.

A duplicagéo génica tem sido implicada como uma das principais fontes
de atuacado da evolucdo na modulacdo dos genomas. A cépia duplicada muitas
vezes nao sofre pressdo seletiva, e assim sofre mutacbes de maneira mais
rapida do que as demais regides essenciais do genoma. Isto pode resultar em
novas funcdes génicas, as quais sao consideradas um dos resultados mais
importantes dos eventos de duplicacdo (Ohno, 1970).

c) Inversdo: Essa variante origina-se de duas quebras e um posterior
giro de 180° da regido cromossdmica envolvida. Essas quebras podem ser
aleatdrias ou induzidas por diferentes agentes quimicos ou fisicos, bem como
ser oriunda de recombinacdo entre regides homélogas repetidas ao longo do
cromossomo (Figura 1). Ao contrario da delecdo e da duplicagéo, a inversao
geralmente ndo altera a quantidade geral do material genético. Portanto, a
inversao tende a ser menos deletéria (a ndo ser que ocorra dentro de um gene
com funcdo essencial ou que acarrete também dele¢cbes ou duplicacbes a ela
associadas) e a ndo apresentar anomalia fenotipica. Ela pode ser visualizada
em estado heterozigoto (quando somente um dos cromossomos homologos
abriga a inversado, gerando uma alca para propiciar 0 paramento correto na

meiose) ou homozigoto (quando ambos os cromossomos homélogos portam a
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inversdo, pareando normalmente). As inversdes podem ser de dois tipos:
paracéntrica (ndo envolve o centrémero na sua formacao, ocorrendo no mesmo
braco cromossémico) e pericéntrica (a qual envolve o centrdmero e mais de um

braco cromossOmico).

C B Perda
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Figura 1. Origem dos diferentes rearranjos cromossémicos através de
recombinacado entre regiées homélogas repetidas ao longo de um cromossomo,
ou cromossomos distintos.

Fonte. Modificado de Griffithis et al. (2008).
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A ocorréncia de recombinacdo dentro da alca de uma inverséo
heterozigota paracéntrica leva a formacdo de um cromossomo dicéntrico
(presengca de dois centromeros) e um fragmento acéntrico (auséncia do
centrdmero), 0s quais sao caracterizados por delecdes e duplicacdes. Ja a
ocorréncia de recombinacdo em inversdes pericéntricas da origem a delecdes
e duplicacdes. Em decorréncia disto, a inversdo é considerada uma das
alteracbes cromossOmicas estruturais com maior poder para restringir
recombinacdo (juntamente com a translocacdo) e, assim, pode manter grupos
de ligacdo génica e combinac¢des alélicas por muitas geracoes.

d) Translocacédo (fusbes e fissdes): Compreende a troca de fragmentos
entre dois cromossomos, podendo ser simples (insercdo de um segmento
cromossémico em outro distinto), reciproca (troca matua de fragmentos entre
dois cromossomos) e ‘robertsoniana” (fusdo entre os bracos longos de
cromossomos acrocéntricos). Origina-se das quebras aleatorias ou induzidas,
bem como da recombinacdo entre regides homélogas repetidas ao longo de
cromossomos ndo homoélogos (figura 1). Podem acarretar o estabelecimento de
novos grupos de ligacdo génica e mudancas drasticas na morfologia dos

cromossomaos.

3. ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E REARRANJOS CROMOSSOMICOS

Estudos classicos desde a década de 1940 utilizavam termos como
genes instaveis, elementos controladores, variegacdo, mosaicismo, locos
hipermutaveis e efeito de posicdo para designar o que atualmente sabe-se
serem algumas das consequéncias do envolvimento dos elementos de
transposicdo (do Inglés, TEs) para os genomas hospedeiros. Nao foi diferente
com o entendimento da génese de diferentes rearranjos cromossodmicos.
Sendo assim, esses fendbmenos foram sendo revelados por diferentes estudos,
antes mesmo da descricAdo molecular dos TEs. Os estudos iniciais,
destacando-se os de Barbara McClintock com milho, por meio de cruzamentos
programados e anadlises citolégicas, forneceram a base para o conhecimento

da existéncia de sequéncias especificas que favorecem as quebras
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cromossOmicas e assim promovem variabilidade gendmica (Veja Capitulo | e
Topico 7 deste capitulo).

O crescente conhecimento molecular acerca de diferentes TEs aponta
dois possiveis mecanismos pelos quais rearranjos cromossémicos associados
a esses podem originar-se. De acordo com as analises em Gray et al. (1996) e
Gray (2000), um desses mecanismos ocorre por via indireta de acdo do TE, por
meio de recombina¢do homadloga néo alélica (do Inglés, Nonallelic Homologous
Recombination — NAHR), também denominada recombinacdo ectdpica. Esse
mecanismo promove rearranjos cromossdmicos devido a presenca no genoma
de mudltiplas copias muito semelhantes de um TE, se ndo idénticas, entre as
quais podem ocorrer recombinacdes. A recombinacéo ectdpica entre diferentes
cOpias de TEs também origina diferentes alteragcdes cromossémicas devido a
reparacao defeituosa das quebras em fitas duplas formadas durante a excisdo
do TE, que utiliza sequéncias molde do proprio cromossomo homadlogo para a
reparacgao.

Ja& o0 outro mecanismo origina rearranjos cromossdmicos por via direta
de acdo, em decorréncia da transposi¢do do TE, muitas vezes acarretada por
agentes fisicos e quimicos. Trata-se de um mecanismo no qual as regides
erminais dos TEs envolvidos sdo provenientes de elementos distintos (dando
origem a um elemento hibrido), ao invés de pertencerem a mesma copia de um
elemento, como na transposicdo tradicional. Esse mecanismo também
ébconhecido como transposicdo aberrante, ndo convencional ou alternativa, e
até agora tem sido descrito para os elementos de Classe Il (os quais utilizam
um mecanismo corta-e-cola para se transpor, como abordado no capitulo 1
deste livro). Quando os elementos envolvidos se encontram em cromatides
irmas ou em cromossomos homologos, 0 mecanismo denomina-se Inser¢édo do
Elemento Hibrido (do Inglés, Hybrid Element Insertion — HEI), nos estudos em
Drosophila; e Transposicdo entre Cromatides-Irmas (do Inglés, Sister-
Shromatid Transposition — SCT) nos estudos com milho; ja quando o
mecanismo envolve elementos que se encontram na mesma cromatide,
denomina-se Transposicdo dos Terminais Invertidos (do Inglés, Reversed-Ends
Transposition — RET) (Gray et al.,1996; Gray, 2000; Delprat et al., 2009).
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Sendo assim, dois TEs podem participar de um evento de transposicao
alternativa, onde as regides terminais de TEs separados sinapsam devido a
sua complementaridade. O elemento hibrido formado (figura 2) pode se
transpor para um novo sitio cromossémico, o qual pode estar até mesmo
dentro de outro TE. Os tipos de rearranjos resultantes desse processo
dependem do tipo de molécula de DNA envolvida (circular ou linear), da
localizacdo do sitio-alvo e da orienta¢éo dos TEs envolvidos nos cromossomos
parentais. A visualizagdo do resultado do evento de transposicdo alternativa
depende da viabilidade do organismo examinado e de sua capacidade de
suportar alteracbes cromossémicas estruturais (para melhor visualizacdo e
compreensao, o estudo de Gray et al. (1996) envolvendo HEI do elemento P
em Drosopila melanogaster fornece uma ampla explicacdo sobre esse

mecanismo e 0S possiveis rearranjos cromossdmicos resultantes).

A) B) C)
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Figura 2. Pareamento da porc¢éo terminal de dois TEs distintos, originando um
elemento hibrido; a) Cromossomos homologos duplicados pareados em
mitose, antes da definicdo das células germinativas; b) Sinapse da porcéo
terminal de TEs separados, nesse caso presentes nosS Cromossomos
homélogos; ¢) Quebra das fitas duplas. A partir dai a transposicao alternativa
para outro sitio-alvo pode suceder, dando origem a diferentes rearranjos
cromossOmicos. Setas ao final dos cromossomos indicam regiao 3’ terminal.
Fonte. Modificado de Gray et al. (1996).
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4. ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E ORIGEM DAS INVERSOES EM
DROSOPHILA

O estudo dos diferentes tipos de altera¢cdes cromossdmicas € bastante
consolidado no género Drosophila, em grande parte devido a facilidade de
analise oferecida pelos cromossomos politénicos. Esses cromossomos estédo
presentes nos nucleos interfasicos das glandulas salivares das larvas, nas
células nutridoras (do Inglés, nurse cells) dos oécitos e nos Tubos de Malphigi.
Eles sdo o resultado de um evento de endopoliploidia em cromossomos
interfasicos, no qual dois cromossomos homodlogos de cada parental
permanecem unidos como na meiose e 0 material genético sofre sucessivos
ciclos de replicagdo sem que ocorra a divisdo celular. Isso resulta em uma
grande estrutura com bandamento natural (o qual é espécie especifico, como
um codigo de barras), formado pela sinapse precisa dos cromdémeros paralelos
entre cada croméatide irma.

A estrutura fisica dos cromossomos politénicos permite a andlise precisa
das diferentes alteracdes cromossOmicas em Drosophila, consagrando suas
espécies como organismos modelos para estudos populacionais e evolutivos
para os diferentes tipos de rearranjos. A variante cromossdomica mais
extensivamente estudada nesse género € a inversdo. Mais da metade das
espécies de Drosophila estudadas em detalhe sdo naturalmente polimoérficas
para inversdes paracéntricas em um ou mais bracos cromossémicos (Powell,
1997).

A hipdtese de Dobzhansky (1970) para explicar o alto polimorfismo
cromossOdmico encontrado no género Drosophila aborda o maior efeito da
heterozigosidade nos genomas, que é o fato de a recombinacdo ser
efetivamente suprimida nos cromossomos heterozigotos para uma inversao.
Desse modo, complexos de genes ligados em uma inversao nos diferentes
tipos cromossoémicos sao herdados como blocos e raramente sdo corrompidos
por crossing over; dando base para a selecao natural agir de modo a preservar
os complexos de alelos de genes favoraveis de acordo com as necessidades
impostas. A adaptabilidade das inversées no género Drosophila é altamente
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estudada e documentada para diversos fatores como: clima, altitude, nicho
(Powell, 1997).

A associacdo dos TEs com diferentes rearranjos cromossOmicos no
género Drosophila teve seu inicio principalmente em estudos feitos em
linhagens que apresentavam disgenesia hibrida, sindrome na qual ocorrem
altasfrequéncias de prole inviavel, recombinacdo em machos, mutacodes,
alteracdes cromossomicas e distor¢cao da razdo sexual. A causa da disgenesia
hibrida tem sido reportada a ativacdo de diversas familias de TEs, incluindo
lementos P, | e hobo em Drosophila melanogaster e Penelope, Ulysses,
Helena, Paris e Telemac em Drosophila virilis (revisdo em Kidwell, 2005).

Um estudo classico envolvendo mobilizacdo de TE em uma linhagem
disgénica foi o de Engels e Preston (1984). Neste, a analise citoldgica e por
hibridacdo in situ de 746 rearranjos gerados no cromossomo X, obtidos por
cruzamentos entre linhagens 1 de D. melanogaster, demonstrou que o
processo de formagéo de rearranjos envolve em diferentes casos o ganho, a
perda ou a conservacao dos elementos P nos pontos de quebra.

Ja o envolvimento do TE hobo com pontos de quebra para inversées foi
estudado por Lim (1988) e por Lyttle e Haymer (1992). No primeiro estudo, o
autor encontrou o elemento hobo em 29 pontos de quebra de 16 diferentes
alteracdes detectadas no cromossomo X designado Uc de D. melanogaster.
Esse cromossomo apresenta instabilidades sitio-especificas peculiares e
também a capacidade de formar rearranjos idénticos de maneira recorrente. O
autor inferiu que todos os rearranjos podem ser explicados por pareamento
intracromossOmico e posterior recombinacdo entre as copias do elemento hobo.
Também que as coépias preexistentes do elemento em orientacdo direta
mediam delec¢des, enquanto que as copias em orientacdo invertida mediam
inversoes.

O segundo trabalho analisou quatro inversdes paracéntricas endémicas
de D. melanogaster das ilhas Hawai e Oahu. Nas inversdes In(2R)Df891,
INn(2R)Df892 e In(2R)K0o877, o elemento hobo estava presente nos, ou muito
proximos aos, pontos de quebra. Ja a inversdo SDKon871 apresentou sitio de
insercdo de hobo em apenas um de seus pontos de quebra. Eventuais

inversdes cosmopolitas também presentes nas linhagens dessas ilhas néao
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apresentaram associacdo entre o elemento hobo e seus pontos de quebra.
Esse trabalho foi de grande importancia, pois foi o primeiro a buscar
associacao de TEs com pontos de quebra de inversdes ocorrendo na natureza.

Nesse contexto, o trabalho de Regner et al. (1996) foi também pioneiro
nas analises de populacdes naturais. Nesse estudo, os autores analisaram a
coincidéncia dos sitios de insercdo do elemento P com pontos de quebra de
inversdes em Drosophila willistoni (uma das espécies mais polimorficas do
género), encontrando associacéo desse elemento com 10 pontos de quebra de
inversdes paracéntricas segregantes na espécie.

Estudos com as espécies do grupo da D. virilis (Evgen’ev et al., 2000)
mostraram que a associacdo dos elementos Penelope e Ulysses com os
pontos de quebra ocorrentes nas espécies do grupo era estatisticamente
significativa, com varios sitios preferenciais (do Inglés, hotspots) para a
insercdo desses elementos. Também foram analisados cruzamentos com
linhagens disgénicas de D. virilis e dos 32 pontos de quebra originados por
esse processo, 10 estavam associados ao elemento Penelope e quatro ao
elemento Ulysses.

Apesar das crescentes evidéncias do envolvimento dos TEsS com pontos
de quebra de inversdes no género Drosophila, o verdadeiro papel que esses
elementos exercem na geracdo desses polimorfismos permanece ainda por
esclarecer, sendo o conhecimento na area baseado em evidéncias indiretas.
Esse quadro comecou a mudar apGs os trabalhos de Céceres et al. (1999),
Casals et al. (2003) e Delprat et al. (2009), os quais mostraram que a origem
de diferentes inversdes em Drosophila buzzatii foi mediada por um TE isolado
nessa espécie, pertencente a superfamilia P de transposons de Classe I
(Marzo et al., 2008), cuja estrutura apresenta repeticdes terminais invertidas
(do Inglés, Terminal Inverted Repeats — TIRs muito longas). Esse TE foi

denominado Galileo pelos autores (Caceres et al., 1999).
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5. TRANSPOSON GALILEO: AGENTE MEDIADOR DE REARRANJOS
CROMOSSOMICOS EM DROSOPHILA

O trabalho de Caceres et al. (1999) apresentou uma prova sem
precedentes sobre a geracdo de uma inversao devido a mediacdo de um TE
em D. buzzatii. Dois arranjos cromossémicos foram molecularmente analisados
nessa espeécie: o arranjo padrao 2st (standard), e o arranjo 2j, que se originou
de 2st pela inversédo 2j. O sequenciamento dos pontos de quebra, tanto na
linhagem 2st (denominados AB — pontos de quebra proximal e CD — pontos de
quebra distal) quanto na linhagem com a inversdo 2j (denominados AC e BD —
proximal e distal, respectivamente), evidenciou a presenca de sequéncias
(insercbes) em ambos os pontos de quebra da inversdo 2j que nao estéo
presentes em cromossomos com arranjo 2st. Os autores concluiram que essas
sequéncias apresentavam uma regido com homologia da ordem de 274 pb,
sendo essa regido a responsavel pela ocorréncia de recombinacao ectdpica
entre elas, dando origem a quebra e posterior rearranjo 2] .

As sequéncias que estavam presentes nos pontos de quebra da
inversao 2j apresentavam uma duplicacédo de 7 pb flanqueando cada insercéo,
bem como a presenca de TIRs e um padrdao de hibridacdo in situ
moderadamente repetitivo. Esses achados levaram os autores a propor que se
tratava de um TE de Classe Il, denominando-o Galileo.

Outro exemplo do TE Galileo como agente promotor de rearranjos
cromossdmicos em D. buzzatii foi registrado por Casals et al. (2003). Nesse
estudo, os autores analisaram os pontos de quebra da inversdo 2q, a qual é
oriunda de um arranjo 2j. O sequenciamento dos pontos de quebra tanto da
linhagem 2j (sem a inversdo) quanto da linhagem com a inversdo 2q’ fixada
(linhagem jq’-4) apontou a presenca de grandes insercées nos pontos de
quebra AC (proximal) e BD (distal) do cromossomo 2q’. Essas grandes
insergbes novamente propiciaram um evento de recombinagéo ectopica entre
as copias do transposon Galileo presentes nessas regioes.

A implicacdo do TE Galileo na origem de inversées cromossdmicas em
populacdes naturais de D. buzzatti foi mostrada mais uma vez no estudo de
Delprat et al. (2009), no qual os autores isolaram e caracterizaram os pontos de
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quebra de outra inversao polimorfica na espécie, 2z3. Essa inversado originou-
se de um cromossomo portando a inverséo 2j, dando origem ao arranjo 2z. O
segmento 2z° abrange cerca de um terco do cromossomo 2 (11 Mpb) e se
sobrepbe a inversdo 2j de modo que as duas inversdes ndo podem ser
separadas por recombinacdo. Seguindo as analises anteriores de pontos de
quebra de inversdes feitas pelo grupo (Céceres et al., 1999; Casals et al.,
2003), os pontos de quebra distal e proximal foram denominados AB e CD em
cromossomos nao invertidos e AC e BD em cromossomos invertidos. Essa
analise apontou a presenca de insercdes relativamente grandes em AC (2.870
pb) e BD (4.786 pb) que ndo estavam presentes nas juncdes AB e CD dos
cromossomos nao invertidos. Novamente, por meio de uma analise elegante, a
recombinacdo entre duas coOpias homodlogas nas regides centrais do TE
GalileoN [neste trabalho TEs Galileo foram classificados como uma familia com
trés subfamilias de TEs em D. buzzatti: GalileoG (Galileo), GalileoN (Newton) e
GalileoK (Kepler)] presentes em ambos os pontos de quebra AC e BD da
inversao cromossOmica 2jz3 foi apontada como a geradora da inversao.

Marzo et al. (2008) realizaram buscas in silico de sequéncias similares
ao TE Galileo no genoma das 12 espécies de Drosophila disponiveis
(Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007) a época e encontraram um padrao
bastante amplo de distribuicdo no género. A andlise da distribuicdo dos
elementos Galileo nos genomas sequenciados de Drosophila constatou a
presenca de sequéncias similares ao TE Galileo também em D. ananassae, D.
pseudoobscura, D. persimilis, D. willistoni, D. virilis e D. mojavensis.

O envolvimento de elementos Galileo na génese de trés inversdes
polimorficas em D. buzzatii forneceu, pois, novas perspectivas para o estudo
das origens de inversbes em Drosophila e, por extensdo, em outros
organismos. A detecgdo de copias quiméricas, conforme encontrado por Marzo
et al. (2008), no genoma de D. mojavensis, D. pseudoobscura e D. willistoni
indica que o elemento Galileo também pode estar envolvido na origem de
inversdes em outras espécies do género Drosophila.

A disponibilizacdo do genoma sequenciado de diferentes espécies de
Drosophila (Drosophila 12 Genomes, 2007) tem favorecido os estudos dos

pontos de quebra de inversdes, tanto fixadas quanto polimorficas; intra e
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interespecificas. Atualmente, tem-se conhecimento do envolvimento dos TEs
na origem das inversbes através de recombinacdo ectOpica para outras
espécies do género, como visto no estudo dos pontos de quebra da inversao
In(4)a em D. americana. Presente no cromossomo 4 dessa espécie, que por
mecanismo de fusdo com o cromossomo X originou um braco neo-X, essa
inversdo tem sua origem na recombinagdo entre um elemento do tipo MITE
denominado DAIBAM (Evans et al., 2007). Esse mesmo elemento também esta
envolvido na génese da inversao polimérfica In(5)a em D. americana, e
também na da inverséo fixada In(X)a que diferencia o cromossomo X entre D.
americana e D. virillis (Fonseca et al., 2012.

Outro caso envolve o elemento do tipo MITE BuT5, o qual esta implicado
na origem da inversao fixada 2s em D. mojavensis. Através de analises in
silico, os autores constataram que a inversao e o TE podem estar relacionados
ao aumento do nivel de expressdao do gene Dmoj\CG10375, um inferido
membro da familia Hsp40, oferecendo maior termotolerancia a essa espécie
habitante do deserto de Sonora, localizado na fronteira entre os Estados

Unidos e o México (Guillén e Ruiz, 2012).

6. RETROELEMENTOS LINES, SINES E SVA NA ORIGEM DE
REARRANJOS CROMOSSOMICOS EM PRIMATAS

Diversos estudos de comparacdes gendmicas in silico entre humanos e
chimpanzés tém demonstrado uma forte relacdo entre rearranjos
cromossOmicos e DNA repetitivo, esses variando desde aglomerados de genes
de RNAr e RNAt até diversos TEs.

Os retroelementos L1 (do tipo LINEs — do Inglés, Long Interspersed
Nuclear Elements, com aproximadamente 6 kpb) e Alu (do tipo SINE — do
Inglés, Short Interspersed Nuclear Element, com aproximadamente 300 pb) sdo
anteriores a radiacdo humano-chimpanzé (entre 4 a 8 milhdes de anos), ja
existindo no genoma de mamiferos desde aproximadamente 100 milhdes de
anos (Batzer e Deininger, 2002).

Retrolementos L1 constituem aproximadamente 17% do genoma

humano. Embora muitos L1 sejam inativos devido ao acumulo de mutacdes,
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alguns elementos completos permanecem ativos nas células germinativas, e no
decorrer do tempo evolutivo esse TE ndo somente garantiu a sua propagacao
nos genomas, mas também a de outros elementos ndo autbnomos, tais como
Alu e SVA (Lee et al., 2012).

Um caso bastante peculiar envolvendo o TE L1 [analisado por Schwartz
et al. (1998) antes mesmo da disponibilidade do genoma humano] € o do bloco
gendmico no cromossomo X denominado Xg21, o qual é homologo com o
brago cromossdmico Yp. Esse bloco encontra-se na regido estritamente ligada
ao sexo, a qual ndo sofre recombinacdo na meiose, e se originou por meio da
transposicdo de sequéncias do cromossomo X para o0 Y, apés a radiacao
chimpanzé-humano, porém anteriormente ao surgimento do Homo sapiens.
Entretanto, enquanto as sequéncias Xqg21 homdélogas ao cromossomo Y
formam um Unico bloco continuo, as sequéncias correspondentes em Yp sao
divididas em dois segmentos, sendo um intervalo distal com aproximadamente
4 kpb (denominado blocol-2-3) e um proximal com varias centenas de kpb
(denominado intervalo 4A), as quais sdo separadas por varios megabases de
DNA especificos do cromossomo Y. Uma questdo-chave nessa andlise, além
da reparticdo desse segmento no cromossomo Y, € a grande diferenca na
ordem de segmentos homologos. Em Yp, a ordem do segmento (proximal para
distal) é de 4A-3-21, enquanto que em Xqg21 a ordem do segmento homélogo
(proximal para distal) é 4A-1-2-3, um rearranjo explicado por um Unico evento
de transposicdo do segmento homadlogo via X-Y, seguida de uma inversao que
tenha separado o segmento 4A do bloco 1-2-3.

Analises de reldgio molecular de 27 STSs (do Inglés, Sequence-Tagged
Sites) inferiram niveis similares de divergéncia entre as sequéncias de Xg21 e
Yp, 0 que corrobora um Unico evento de transposi¢do. J4, o sequenciamento
da juncao entre a regido 1 do bloco 1-2-3 e da juncdo do bloco 4A em Y, bem
como os limites do bloco homologo em X e a comparagcao do mapa de restricdo
dessas sequéncias permitiram a determinacdo dos pontos de quebra da
inversdo no cromossomo Y. O alinhamento dessas trés sequéncias
prontamente apontou o compartiihamento de uma repeticio de 9 pb
(CATTATTCT). A regiao 5’ da repeticdo (CATTATTCT) era quase idéntica entre
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0S cromossomos X e Y, e 0 mesmo para a regiao 3'. Essas repeticdes
correspondem a segmentos do TE L1.

As andlises mostraram que a inversdo em Yp foi mediada pela
recombinacdo ectOpica entre codpias idénticas ou muito similares dessas
repeticbes presentes nos limites distal e proximal em Yp (Schwartz et al.,
1998).

No que concerne ao genoma humano, sabe-se que os elementos Alu
perfazem mais de 10% dele. Esses consistem de um monOGmero esquerdo e
um mondémero direito, 0s quais supostamente evoluiram do 7SL-RNA de
maneira independente, fusionando-se subsequentemente em um dimero na
linhagem que originou o0s primatas. Esses TEs proporcionam muitas
oportunidades para recombinacdo homdloga, tanto intracromossdmica,
resultando na supressdo ou duplicacdo de éxons em um gene, guanto
intercromossOmica, causando anormalidades cromossdmicas mais complexas.
Por ndo possuirem a capacidade de se transpor (com a excecdo de algumas
subfamilias), dependemda maquinaria enzimatica de elementos auténomos,
geralmente da familia de retrotransposons L1 (Chisholm et al., 2012).

O genoma humano contém numerosos blocos de sequéncias
homologas denominadas duplicacbes segmentares (do Inglés, Segmental
Duplications — SDs). Essas proporcionam substrato para recombinacdo e
recorrente formacdo de rearranjos cromossémicos. Devido a isso, esses
segmentos tém sido implicados ndo apenas na reorganizacdo do genoma
humano, mas também dos genomas de outros primatas (Stankiewicz et al.,
2012).

Andlises in silico dos pontos de quebra das SDs no genoma humano
total disponivel evidenciaram um enriquecimento estatisticamente significante
do retrotransposon Alu préximo ou entre essas quebras. Esses resultados séo
consistentes com a recombinacdo homologa Alu -Alu envolvida na origem e
aumento das SDs intra e intercromossOmicas, embora outros dados apontem
que o aumento do numero de coOpias de SDs por meio desse mecanismo
ocorre somente em 8% dos casos (Kehrer-Sawatzki e Cooper, 2008).

Eventos de recombinacdes ectdpicas L1-L1 e Alu-Alu que originam
inversdes (do Inglés, Retrotransposon Recombination-Mediated Inversion —
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RRMI) tém sido implicados na origem de 49 inversdes entre cromossomos
humanos e de chimpanzés (sendo 27 inversdes especificas de humanos e 22
de chimpanzés), de um total de 252 inversdes claramente caracterizadas entre
esses organismos. Dessas 49, 28 estavam relacionadas com a presenga do TE
Alu em ambos os pontos de quebra da inversdao, e 21 com o TE L1.
Interessantemente, em 63 das inversdes analisadas ocorria a presenca de Alu
(22) e de L1 (41) em somente um dos pontos de quebra do rearranjo, sendo
que a recombinacdo pode ter ocorrido com outra sequéncia muito similar do
préprio genoma e ndo com outra copia de TE. Junto com esses resultados foi
encontrado que 26 dessas inversdes ocorriam em regifes génicas e 23 em
regides intergénicas, destacando-se a mediacdo dos TEs na origem da
variacao e na evolucdo dos genomas (Lee et al., 2008).

Os mesmos retroelementos L1 e Alu originam dele¢cdes no genoma de
seus hospedeiros por meio dos seus mecanismos de transposicdo e também
via recombinacgéo ectopica intra e intercromossémica. Delecdes desse tipo sdo
denominadas L1RAD (do Inglés, L1 Recombination-Associated Deletion) e
ARMD (do Inglés, Alu Recombination-Mediated Deletion), respectivamente.
DelecBes oriundas desses mecanismos séo bastante frequentes em diversos
tipos de canceres e desordens genéticas. Entretanto, analises comparativas in
silico entre os genomas de humanos e chimpanzés apontam a contribuicdo
dessas dele¢des também para a diferenciacdo dos genomas desses primatas
(Han et al., 2005).

O envolvimento de eventos L1RAD na geragcdo de rearranjos
cromossOmicos em humanos foi analisado em 73 casos obtidos pela
comparacao in silico dos genomas de humanos e chimpanzés. Desses 73
eventos de L1RAD, 55 se originaram por recombinacdo ectépica L1-L1. Os
demais eventos de L1RAD originaram-se por NHEJ (do Inglés, Nonhomologous
End Joining), o qual consiste de um mecanismo de reparo da quebra da fita
dupla que utiliza micro-homologias nas regides flanqueadoras da quebra para
uni-las e reparar o dano. Essas micro-homologias foram geradas pelos
elementos L1 nessas regides, implicando na atuacdo desse TE na manutencéo
do genoma. A porcado do genoma deletada em humanos por L1RAD desde a

sua divergéncia do chimpanzé foi de aproximadamente 447.567 pb. As
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delecdes tiveram uma meédia de 6.132 pb e uma mediana de 3.239 pb,
caracterizando-se como dele¢Oes grandes. Dentre os elementos L1 envolvidos
nos eventos de L1RAD, somente 22 correspondiam a cOpias completas dele,
com o restante sendo defectivas. Eventos L1RAD, de uma maneira geral,
caracterizaram-se por ocorrerem em regides pobres de conteudo génico em
humanos (Han et al., 2005).

Além das dele¢Bes no genoma de primatas ocasionadas por intermédio
de L1RADs, elementos L1 também estdo implicados na origem deste rearranjo
cromossémico por meio do préprio evento de transposicdo, um mecanismo
denominado L1IMD (do Inglés, L1 Insertion-Mediated Deletions). Por meio
desse mecanismo estima-se que aproximadamente 17.671 pb foram deletados
do genoma humano e aproximadamente 14.921 pb do genoma do chimpanzé
desde a sua divergéncia (Han et al., 2005).

A analise de 492 eventos de ARMD que se sucederam apoés a radiacao
chimpanzé-humano estimou a delecdo de aproximadamente 396.420 pb no
genoma humano por esse processo. A maioria dos casos envolveu
recombinagcdo Alu-Alu com elementos na mesma orientacdo e em
cromossomos homologos. A média das ARMDs foi 806 pb, mas houve um
desvio (75% das delecdes) para eventos envolvendo ARMDs com a mediana
de 468 pb sendo a melhor representante do tamanho das dele¢bes. Cerca de
45% dos eventos de ARMD estavam localizados em regides génicas, de
acordo com a base de dados de genes humanos RefSeq, e 15% em regides
intergénicas, deletando aproximadamente 229.205 pb de sequéncias intrénicas
do genoma humano. Essa peculiaridade levou a analise das sequéncias pré-
ARMD presentes no genoma de chimpanzés, nas quais se verificou em trés
casos a delecdo de um éxon inteiro dos genes LOC471177 e LOC452742 de
chimpanzés, os quais séo ortologos dos genes CHRNA9, LOC440141 e estao
relacionados, em humanos, a audicdo e a proteina MRPS31 (do Inglés,
Mitochondrial Ribosomal Protein S31), respectivamente, e LOC471116, uma
proteina hipotética em chimpanzés. O estabelecimento de uma sequéncia
consenso dos elementos Alu envolvidos em ARMD permitiu tracar a
distribuicAo da frequéncia dos pontos de quebra originados por esse

mecanismo em diferentes posi¢coes ao longo da sequéncia consenso, 0 que
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revelou a presenca de um hotspot para recombinacdo na porcao de 21 a 48 (27
pb) do elemento (Sen et al., 2006).

Da mesma forma, no genoma de chimpanzés comparado ao de
humanos, 663 eventos de delecao foram atribuidos a ARMD. Isso acarretou a
perda de aproximadamente 771.497 pb do genoma, porém considerando a
média de divergéncia por dele¢Bes/insercbes (indels) entre chimpanzés e
humanos, a quantidade precisa de DNA deletado por meio do mecanismo
ARMD no genoma de chimpanzés seria entre 733 e 811 kpb. O tamanho médio
das delecdes € de 1.164 pb, maior que a média das delecbes no genoma
humano e, como nesse, também foi encontrado um desvio para dele¢ces com
menos de 1 kpb (68% dos casos). Um achado notorio foi o de que 10 eventos
de ARMDs especificos de chimpanzés deletaram cada um mais de 7,3 kpb,
sendo que o maior evento envolveu a delecdo de 31.861 pb. Através da analise
dos genes ortélogos pode-se verificar que em 46% dos casos de ARMD as
delecdes ocorreram em genes (supostos ou conhecidos, de acordo com a base
RefSeq) e cinco eventos geraram 13 delecdes exbnicas em seis genes
possivelmente funcionais no genoma humano (Han et al., 2007).

Dentre os 663 eventos detectados no estudo anterior, foram encontrados
quatro tipos de recombinacdo Alu-Alu. O primeiro tipo consiste na
recombinacdo entre 0 mesmo monémero de dois elementos Alu separados. O
segundo tipo envolve dois elementos Alu, sendo que um elemento inseriu-se
previamente no meio do outro elemento. O terceiro tipo consiste da
recombinacdo entre um mondémero esquerdo e um mondmero direito de
elementos Alu diferentes. J& o Ultimo tipo consiste na recombinacdo entre
elementos Alu em orientacdo oposta. A analise dos dois primeiros tipos
permitiu a inferéncia de uma sequéncia consenso de 22 pb (5-
TGTAATCCCAGCACTTTGGGAGG-3’), a qual seria um hotspot para o evento
de recombinacgdo Alu-Alu e subsequente quebra cromossémica. Esse hotspot
se apresentou como a regido mais conservada entre os elementos Alu
envolvidos em ARMDs no genoma de chimpanzés (Han et al., 2007).

Com relacdo ao mecanismo ARD (do Inglés, Alu Retrotransposition-
Mediated Deletion), o qual origina dele¢des resultantes do proprio evento de
transposicdo, o estudo feito por Callinan et al. (2005) estimou através de uma



248

ampla abordagem computacional e molecular do genomas de chimpanzés e
humanos a ocorréncia de aproximadamente 3 mil eventos ARD ao longo da
evolucdo entre esses primatas, resultando na delecdo de aproximadamente
900 kpb.

O numero de copias de retroelementos Alu & maior do que o niumero de
retroelementos L1. Sendo assim, a distancia média entre cada retroelemento
Alu é menor (uma insercédo a cada aproximadamente 3 kpb) do que entre cada
retroelemento L1 (uma insercdo a cada 6 kpb). Isso se reflete na maior
prevaléncia de eventos ARMDs no genoma humano, associado ao fato de que
retroelementos Alu sdo dimeros, o que resulta numa gama maior de
recombinacdes possiveis. Apesar de os eventos ARMDs serem prevalentes no
genoma humano, eventos L1RAD sdo responsaveis pela delecdo de uma
parcela gendmica maior (aproximadamente 450 kpb) do que os demais eventos
L1IMD, ARMDs e ARD juntos (aproximadamente 427 kpb). Com isto, o quadro
gue emerge da andlise destes genomas € que eventos L1RAD abrangem
por¢coes extensas do genoma, 0 que resulta em menos eventos de
recombinacdo e maiores delecdes quando elas ocorrem (Callinan et al., 2005;
Han et al., 2005; 2007; Sen et al., 2006).

De maneira geral, o que se verificou nas trés analises acima € que as
fracbes deletadas do genoma sao, principalmente, sequéncias repetitivas.
Sendo assim, retroelementos L1 e Alu estariam envolvidos na expansdo dos
genomas, bem como na manutencao do seu tamanho e do préprio nimero de
copias.

Por sua vez, elementos SVA sdo atualmente ativos, porém, assim como
os elementos Alu, também dependem da maquinaria enzimatica dos elementos
L1 para a transposicdo. Esse retrotransposon € composto por sequéncias
SINE-R (um proposto retrotransposon derivado do retrovirus endogeno
humano HERV-K10), VNTR (do Inglés, Variable Number Tandem Repeat) e
Alu (sequéncia Alu-like). Comparado aos retroelementos L1 e Alu, SVA ocorre
em menor quantidade no genoma humano, sendo caracterizado como a mais
nova familia de retroelementos entre primatas (20 milhdes de anos) com a
ocorréncia de eventos recentes de retrotransposicdo no genoma humano

(Wang et al., 2005). Com base nessas caracteristicas, anélises de eventos
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SRADs (do Inglés, SVA Recombination-Associated Deletions) e SIMDs (do
Inglés, SVA Insertion-Mediated Deletions) foram feitas a fim de se verificar o
quanto esse elemento tem contribuido para a reestruturacdo do genoma
humano. Com isso foram inferidos 13 eventos de SRADs e 13 eventos de
SIMDs, acarretando a delecdo de aproximadamente 46.537 pb no genoma
humano desde a divergéncia com chimpanzé. Dentre os eventos de SRADs,
somente um foi devido a recombinacdo entre a cauda poli-A de elementos
SVA, os demais envolveram NHEJ (Lee et al.,, 2012). Esse resultado foi
atribuido a maior divergéncia entre as copias de elementos SVA do genoma,
bem como a sua baixa densidade, o que implica copias mais distantes umas
das outras para recombinarem-se. Interessantemente, um evento de SIMD
estava envolvido na delecdo de dois éxons do gene tMDC Il em humanos,
tornando-os ndo funcionais em comparacdo ao seu oOrtologo em chimpanzés.
Essa alteracdo resultou em modificagdes quanto a fertilidade em humanos,
uma vez que esse gene esta envolvido na interacdo do espermatozoide com o

ovulo antes da fecundacéo ocorrer (Lee et al., 2012).

7. REARRANJOS CROMOSSOMICOS EM MILHO (ZEA MAYS) INDUZIDOS
PELO SISTEMA AC/DS

Os estudos dos locos Ac/Ds na década de 1940 por Barbara McClintock
foram de uma importancia imensuravel para a ciéncia da vida, pois foi a partir
deles que os TEs e sua capacidade de se mover no genoma foram
descobertos (veja capitulo 1).

Uma das primeiras inferéncias de McClintock para a origem da
variegacdo da cor do grdo no milho envolvia a quebra cromossémica que
ocorria repetidas vezes em um loco no bragco curto do cromossomo 9,
eventualmente se translocando para outro sitio do genoma. Esse loco foi
denominado Ds (do Inglés, Dissociation), o qual se encontrava no local da
quebra; entretanto ele necessitava da presenca de outro elemento genético
nao ligado, denominado Ac (do Inglés, Activator) o qual “ativava” o elemento Ds
para quebrar a dupla fita (capitulo 1; revisdo em Kass e Chomet, 2009).

Subsequente a quebra ocorria o ciclo de quebra-fusdo-ponte (do Inglés,
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Breakage-Fusion-Bridge Cycle). Esse ciclo se origina com um cromossomo
dicéntrico formando uma ponte, na qual cada centrébmero é puxado em direcéo
aos poélos distintos de uma s6 vez durante a anafase. Isso resulta na quebra
desse cromossomo dicéntrico, e as extremidades quebradas permanecem
adesivas, fusionando-se subsequentemente a duplicacdo na préfase mitética
das células filhas. O resultado € o surgimento de outro cromossomo dicéntrico
na anafase, dando continuidade ao ciclo, com os cromossomos quebrando
novamente a cada mitose. Uma vez que a cada ciclo a quebra provavelmente
ocorre em um local diferente da quebra anterior, acarretara em um
reagrupamento dos locos genéticos com delecdes e duplicacdes génicas
(McClintock, 1941).

Eventos de transposicdo do loco Ds estavam associados
intrinsicamente a geracdo de rearranjos cromossdmicos (de acordo com
McClintock, gross chromosomal rearrangements). Foi sO a partir da década de
1980 que as bases moleculares dos TEs Ac/Ds e do mecanismo de
transposicdo envolvido na origem desses rearranjos Ccromossomicos
comecaram a ser elucidados.

O elemento Ac pertence a familia de transposons de DNA hAT (hobo, Ac
e Tam3) e compreende 4,6 kpb, com uma TIR de 11 pb imperfeita e TSD de 8
pb. Este TE de Classe Il gera um unico mRNA de 3,5 kpb que codifica uma
transposase de 102 kD (Zhang et al., 2011).

Ja elementos Ds apresentam alta heterogeneidade na sua estrutura,
sendo que na maior parte dos casos constituem elementos derivados de
delegbes internas de Ac; porém, em outros casos sua sequéncia pode ser
virtualmentenao correlacionada comAc , exceto pela presenca de TIRs de 11
pb conservadas, as quais sdo comuns a todos os elementos Ds. Outra
caracteristica comum aos elementos Ac e Ds € a presenca de multiplas copias
de motivos de 6 pb (AAACGG ou similares) localizados na regido de 250 pb
terminal do elemento (Zhang et al., 2011; Lazarow et al., 2013).

Nem todos os elementos Ds, 0s quais necessitam da maquinaria de Ac
para transpor, sdo agentes causadores de quebras cromossomicas. Diversos
estudos tém identificado que o0s elementos Ds que originam quebra
cromossOmica sao do tipo duplo Ds, isto é, o elemento é constituido por duas
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cOpias idénticas de um elemento Ds com 2.041 pb (gerado por uma delecéo
interna do elemento Ac). Uma dessas cOpias € inserida, em orientacdo
invertida, dentro da outra copia. O duplo Ds tem quatro repeticdes das TIRS,
em duplas com orientagdo direta e invertida. Todas as demais sequéncias do
elemento ocorrem duas vezes em orientacdo invertida uma em relacdo a outra.
Duplo Ds sédo também denominados Ds de Classe |, enquanto que elementos
nao duplo Ds séo de Classe Il (Zhang et al., 2011).

Dentre os locos analisados por McClintock, o alelo sh-m5933 foi
abordado molecularmente. Esse alelo € um tipo recessivo instavel do gene Sh
(do Inglés, Shrunken) envolvido na origem da enzima sucrose synthase,
localizado no braco curto do cromossomo 9, o qual apresenta uma estrutura
complexa. Mutagcbes nesse gene conferem o desenvolvimento de um
endosperma defeituoso e o grédo apresenta um aspecto enrugado e pequeno.
Analises comparativas dos alelos mutantes sh-m5933 e dos alelos com a
mutacdo revertida apontaram que o alelo mutante sh-m5933 contém uma
insercdo de 30 kpb que interrompe a regido codificante do gene Sh. Essa
insercdo consiste de uma duplicacdo invertida e apresenta suas porcdes
terminais semelhantes em uma regiao de 8 kpb, a qual foi inferida como TIRs
imperfeitas. Além disso, ocorre uma duplicagdo que abrange sequéncias da
insercdo e da regido 5 do proéprio loco no mesmo cromossomo (Courage-
Tebbe et al., 1983). A insercdo contém, adjacente a regidao 3’ do gene Sh, um
elemento duplo Ds, e adjacente a regido 5 do gene Sh, um elemento Ds
defectivo, sem a metade de um dos seus elementos Ds constituintes. Ja o loco
Sh nas linhagens com a mutacdo revertida se apresentava estruturalmente
normal, sem a presenca da insercdo, porém mantinha a duplicagdo, com um
Ds defectivo (Fedoroff, 1989).

A origem da duplicacdo invertida do alelo sh-m5933 foi inferida por
Fedoroff (1989) como devida a fusdo das cromatides irmas, durante a
replicacdo. Esse evento envolveu a sinapse das porcdes terminais dos
elementos Ds, 0s quais estavam na mesma orientacdo em cada cromatide
irm&, seguida da transposicao alternativa e HEI (Peterson e Zhang, 2013; figura
2).
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Diversos estudos tém mostrado o envolvimento do sistema Ac/Ds na
origem dos diferentes rearranjos cromossdmicos e o0s efeitos fenotipicos
resultantes. Dentre esses, destacam-se 0s que envolvem o gene pl (do Inglés,
pericarp color 1). Esse gene codifica um fator de transcricdo Myb e regula a
sintese de pigmentos flavonoides vermelhos em diversos orgaos florais do
milho, incluindo o sabugo e o pericarpo. Distintos alelos mutantes desse gene
tém sido caracterizados, dentre eles os alelos P1-rr (pericarpo e sabugo
vermelhos), P1-wr (pericarpo branco e sabugo vermelho), P1-ww (pericarpo e
sabugo brancos), Pl-ovov (pericarpo e sabugo laranja variegado), P1-00
(pericarco e sabugo laranja) e pl-vv (pericarpo e sabugo variegados) (Yu et al.,
2011).

O isolamento de diferentes alelos oriundos de P1-rrll resultou na
obtencdo de 10 novos alelos P1lww e dois novos alelos plvv, 0s quais s&o
fenotipicamente instaveis. O alelo P1-rrll caracteriza-se pela presenca de um
elemento Ac completo, estando a aproximadamente 9 kpb antes da regido
transcrita do gene e de um elemento Ac terminalmente defectivo (do Inglés,
fractured Ac - fAc), o qual € um elemento Ds, no intron Il do gene pl,
separados por um segmento de 13 kpb (do Inglés, Intertransposon Segment —
ITS) e em orientacdo invertida. As analises por meio de enzimas de restricao
desses 12 novos alelos obtidos mostraram que em 10 alelos Plww a
sequéncia de 13 kpb entre os elementos Ac estava deletada, ja os dois novos
alelos plvv apresentavam bandas de tamanho alterado. A andlise molecular
resultou na caracterizacao de trés alelos distintos genotipicamente com relacao
a P1l-rrll:pl-ww21 com o fragmento de 13 kpb deletado; pl-vw22 com
inversdes e permutacao da sequéncia em ITS; e pl1-vv30 com permutacdo das
sequéncias em ITS distintas de pl-ww21. Posteriormente, uma nova categoria
de rearranjo foi elucidada, a qual envolvia permutas, inversdes e delecdes
ocorrentes na regido ITS, denominadas rearranjos ITS. O modelo proposto
para a origem dos rearranjos comentados acima foi a transposi¢ao alternativa
envolvendo as porgdes terminais 5’ de Ac e 3’ de fAc, que estdo na mesma
crométide, o que resulta em delecbes (com a possivel geracdo de um
cromossomo em anel ou permanéncia como um fragmento acéntrico) ou

rearranjo da regido promotora, éxon 1 e éxon 2 do gene pl , dependendo da
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orientacdo da insercédo das porcdes terminais dos TEs e, com isso, originando
setores sem coloracdo. Uma caracteristica que reforca esse mecanismo na
origem desses rearranjos é a presenca de TSDs nos pontos de quebra dos
rearranjos formados (Yu et al., 2011).

O gene p2, um paralogo do gene p1l, esta localizado, aproximadamente,
60 kpb mais proximalmente que pl, o qual ndo é expresso em ceélulas do
pericarpo e assim nédo contribui para a sua coloragdo. Analises moleculares de
quatro alelos com pericarpo e sabugo laranja isolados da linhagem P1-rr11 (P-
0032, P-001062, P-001067 e P-001068) mostraram que a origem desse
fendtipo deve-se a eventos de transposicao alternativa envolvendo as porcdes
terminais de Ac e fAc no gene pl. A insercdo do elemento hibrido no intron 2
do gene p2 resulta na juncdo das regides promotoras éxon 1 e éxon 2 do gene
p2 com o éxon 3 do gene pl . Como resultado ocorre a delecédo dos éxons 3 do
gene p2 e 1 e 2 do gene pl. A partir desse rearranjo cromossomico, 0 padrao
de expressao de ambos 0s genes € alterado, resultando em um novo fenétipo
para a pigmentacao do pericarpo. Um ponto muito instigante dessa analise é
gque o evento exposto acima, o qual envolve a transposicdo alternativa de
elementos na mesma croméatide, € analogo ao rearranjo somatico V(D)J que
ocorre nos genes da imunoglobulina em vertebrados, uma vez que ocorre 0
“‘embaralhamento” de sequéncias génicas intracromossémicas, dando origem a
novas configuracdes e fenotipos (Zhang et al., 2006).

Transposicado alternativa envolvendo a porgcédo terminal de elementos
qgue se encontram na mesma cromatide fornecem explicacdes para a origem de
delecdes e inversdes e também translocacdes reciprocas, que sédo passadas
para as proximas geracdes, como inferido por Zhang et al. (2011). Nesse caso
por¢cado 5 de Ac fusiona-se com a porcao distal do sitio-alvo e a regido 5 de
fAc, com a porgao proximal do sitio-alvo, gerando uma translocagéo reciproca.
Elementos Ac/Ds apresentam um viés para inser¢cdes em regides génicas e em
regides proximas ao sitio doador, dando origem a aglomerados desses
elementos. Essa configuragdo em si ja favorece a ocorréncia de transposi¢ao
alternativa e a reorganizacdo de sequéncias codificantes e regulatérias, que
muito podem contribuir para a plasticidade e para a evolucdo dos genomas
(Dooner et al., 1994).
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Embora os rearranjos cromossbmicos possam ser mediados por
diferentes fatores, a descoberta do envolvimento direto dos Elementos de
Transposicado em sjuas origens proporcionou uma nova visao do seu papel na
evolugdo dos genomas. De simples “DNA lixo” até a condicdo de agente da

reorganizacao dos cariotipos, sem duvida, foi um grande salto.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ANEXO lIl

Batzer MA, Deininger PL (2002) Alu repeats and human genomic
diversity Nat Rev Genet 3: 370-379.

Caceres M, Ranz JM, Barbadilla A, Long M, Ruiz A (1999) Generation of
a widespread Drosophila inversion by a transposable element. Science 285:
415-418.

Callinan PA, Wang J, Herke SW, Garber RK, Liang P, Batzer MA (2005)
Alu retrotransposition-mediated deletion. J Mol Biol 348:791-800.

Casals F, Caceres M, Ruiz A (2003) The Foldback-like transposon
Galileo is involved in the generation of two different natural chromosomal
inversions of Drosophila buzzatii. Mol Biol Evol 20: 674-685.

Chisholm KM, Aubert SD, Freese KP, Zakian VA, King MC, Welcsh PL
(2012) A genomewide screen for suppressors of Alu -mediated rearrangements
reveals a role for PIF1 . PLoS One 7:€30748.

Courage-Tebbe U, Doéring HP, Fedoroff N, Starlinger P (1983) The
controlling element Ds at the Shrunken locus in Zea mays: structure of the
unstable sh-m5933 allele and several revertants. Cell 34: 383-93.

Delprat A, Negre B, Puig M, Ruiz A (2009) The transposon Galileo
generates natural chromosomal inversions in Drosophila by ectopic
recombination. PLoS One 18;4: e7883.

Dobzhansky T (1970) Balancing Selection and Chromosomal
Polymorphism. In Dobzhansky T (ed) Genetics of the Evolutionary Process.
Columbia University, New York, pp 433-484.

Dooner HK, Belachew A, Burgess D, Harding S, Ralston M, Ralston E
(1994) Distribution of unlinked receptor sites for transposed Ac elements from
the bz-m2(Ac) allele in maize. Genetics 136:261-279.



255

Drosophila 12 Genomes Consortium. (2007) Evolution of genes and
genomes on the Drosophila phylogeny. Nature 480: 2003-218.

Engels WR, Preston CR (1984) Formation of chromosome
rearrangements by P factors in Drosophila. Genetics 107: 657-678.

Evans AL, Mena PA, McAllister BF (2007) Positive selection near an
inversion breakpoint on the neo-X chromosome of Drosophila americana.
Genetics 177(3): 1303-19.

Evgen’ev M, Zelentsova H, Mnjoian L, Poluectova H, Kidwell MG (2000)
Invasion of Drosophila virilis by the Penelope transposable element.
Chromosoma 109:350-357.

Fedoroff NV (1989) Maize TE. In: Berg DE and Howe MM (eds) Mobile
DNA. American Society for Microbiology, USA, pp 375- 412.

Fonseca NA, Vieira CP, Schlotterer C, Vieira J (2012) The DAIBAM
MITE element is involved in the origin of one fixed and two polymorphic
Drosophila virilis phylad inversions. Fly (Austin) 6(2): 71-4.

Gray YH, Tanaka MM, Sved JA (1996) P-element-induced recombination
in Drosophila melanogaster: hybrid element insertion. Genetics 144:1601-10.

Gray YH (2000) It takes two transposons to tango: transposable-element-
mediated chromosomal rearrangements. Trends Genet 16: 461-468.

Griffiths AJF, Wessler SR, Lewontin RC, Carroll SB (2008) Mudanca na
Estrutura dos cromossomos. In: Griffiths AJF (ed) Introducdo a Genética 9th
edition. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, pp 490-503.

Guillén Y, Ruiz A (2012) Gene alterations at Drosophila inversion
breakpoints provide prima facie evidence for natural selection as an explanation
for rapid chromosomal evolution. BMC Genomics 1: 13-53.

Han K, Sen SK, Wang J, Callinan PA, Lee J, Cordaux R, Liang P, Batzer
MA (2005) Genomic rearrangements by LINE -1 insertion-mediated deletion in
the human and chimpanzee lineages. Nucleic Acids Res 33: 4040-4052.

Han K, Lee J, Meyer TJ, Wang J, Sen SK, Srikanta D, Liang P, Batzer
MA. (2007) Alu recombination-mediated structural deletions in the chimpanzee
genome. PLoS One Genetics 3:1939-1949.



256

Kass LB, Chomet P (2009) Barbara McClintock. In Bennetzen JL and
Hake S (eds). Handbook of Maize: Genetics and Genomics. Springer New
York, New York, pp 17-52.

Kehrer-Sawatzki H, Cooper DN (2008) Molecular mechanisms of
chromosomal rearrangement during primate evolution. Chromosome Res 16:
41-56.

Kidwell MG (2005) TE and the Evolution of Dipterian Genomes. In
Yeates DK and Wiegmann BM (eds). The Evolutionary Biology of the Flies.
Columbia University Press, New York, pp 145-172.

Lacadena RJ (1996) Variaciones cromosomicas estructurales I
Deleciones y Duplicaciones; II: Inversiones, y IlI: Translocaciones. In Lacadena
RJ (ed) Citogenética. Complutense, Madrid, pp 511-570.

Lazarow K, Doll ML, Kunze R (2013) Molecular biology of maize Ac/Ds
elements: an overview. Methods Mol Biol 1057: 59-82.

Lee J, Han K, Meyer TJ, Kim HS, Batzer MA (2008) Chromosomal
inversions between human and chimpanzee Ilineages caused by
retrotransposons. PLoS One 3: e4047.

Lee J, Ha J, Son SY, Han K (2012) Human Genomic Deletions
Generated by SVA-Associated Events. Comp Funct Genomics: ID807270.

Lim JK (1988) Intrachromosomal rearrangements mediated by hobo
transposons in Drosophila melanogaster. Proc Natl Acad Sci USA 85: 9153-
9157.

Lyttle TW, Haymer DS (1992) The role of the transposable element hobo
in the origin of endemic inversions in wild populations of Drosophila
melanogaster. Genetica 86: 113-126.

Marzo M, Puig M, Ruiz, A (2008) The Foldback-like element Galileo
belongs to the P superfamily of DNA transposons and is widespread within the
Drosophila genus. Proc Natl Acad Sci USA 105: 2957-2962.

McClintock B (1941) The Stability of Broken Ends of Chromosomes in
Zea Mays. Genetics 26(2): 234-82.

Ohno S (1970) Evolution by gene duplication. Springer, New York, 160p.



257

Peterson T, Zhang J (2013) The Mechanism of Ac/Ds Transposition. In
Fedoroff NV (ed.). Plant Transposons and Genome Dynamics in Evolution.
Wiley- Blackwell, USA, pp 41-56.

Powell JR (1997) Population Genetics: Inversions. In: Powell JR (ed)
Progress and prospects in evolutionary biology: the Drosophila model. Oxford
University, New York, pp: 48-80.

Regner LP, Pereira MSO, Alonso CEV, Abdelhay E, Valente VL (1996)
Genomic distribution of P elements in Drosophila willistoni and a search for their
relationship with chromosomal inversions. J Hered 87: 191-198.

Schwartz A, Chan DC, Brown LG, Alagappan R, Pettay D, Disteche C,
McGillivray B, de la Chapelle A, Page DC (1998) Reconstructing hominid Y
evolution: X-homologous block, created by X-Y transposition, was disrupted by
Yp inversion through LINE-LINE recombination. Hum Mol Genet 7: 1-11.

Sen SK, Han K, Wang J, Lee J, Wang H, Callinan PA, Dyer M, Cordaux
R, Liang P, Batzer MA (2006) Human genomic deletions mediated by
recombination between Alu elements. Am J Hum Genet 79: 41-53.

Stankiewicz P, Kulkarni S, Dharmadhikari AV, Sampath S, Bhatt SS,
Shaikh TH, Xia Z, Pursley AN, Cooper ML, Shinawi M et al. (2012) Recurrent
deletions and reciprocal duplications of 10q11.21911.23 including CHAT and
SLC18A3 are likely mediated by complex low-copy repeats. Hum Mutat 33:
165-79.

Wang H, Xing J, Grover D, Hedges DJ, Han K, Walker JA, Batzer MA
(2005) SVA elements: a hominid-specific retroposon family. J Mol Biol 354: 994-
1007.

Yu C, Zhang J, Peterson T (2011) Genome rearrangements in maize
induced by alternative transposition of reversed Ac/Ds termini. Genetics 188:59-
67.

Zhang J, Zhang F, Peterson T (2006) Transposition of reversed Ac
element ends generates novel chimeric genes in maize. PLoS Genetics
6;2(10):e164.

Zhang J, Yu C, Krishnaswamy L, Peterson T (2011) TE as Catalysts for
Chromosome Rearrangements. Methods Mol Biol 701:315-26.



