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Abreviaturas, simbolos e unidades.

aa aminoacido
bp pares de base
cDNA DNA complementar

DNA acido desoxirribonucleico
kb kilobases

kDa kilodalton

Ug micrograma

ul microlitro

mM milimolar

min minuto

MRNA RNA mensageiro

MYA milhdes de anos

ng nanograma

ORF modulo aberto de leitura
pb pares de base

PCR reacdo de polimerizagdo em cadeia
RNA acido ribonucléico

RT-PCR PCR com transcriptase reversa

S segundos
TE elemento de transposicao
TIR repeticdo terminal invertida

TFBS sitio de ligacao de fator de transcricao
TSD duplicacdo do sitio alvo

U unidade

UTR regido néo traduzida



Resumo

Os elementos de transposicdo (TEs) sdo ubiquos e abundantes, presentes nos mais
diversos genomas analisados até entdo. Neste trabalho foram estudadas duas familias de
elementos (hosimary e hobo) pertencentes a superfamilia hAT de transposons que possui
membros amplamente distribuidos. Descrevemos aqui uma nova familia de TEs denominada
hosimary que surgiu da analise de sequéncias inicialmente descritas por nosso grupo de
pesquisa, e que foram denominadas hosim e hosec. Através de anélise de PCR sequéncias
homologas a hosim e hosec foram buscadas no genoma de 51 espécies de drosofilideos e
foram detectadas apenas em espécies do subgrupo melanogaster de Drosophila e em
Zaprionus indianus. Entre essas espécies 0 nimero de cOpias observadas mostrou-se variavel,
sendo que a maioria das sequéncias mostrou-se potencialmente codificadora. A alta
similaridade entre essas sequéncias de dois géneros distintos, juntamente com inconsisténcias
observadas entre a filogenia da espécie hospedeira e dos TEs, pode ser um indicativo de
transferéncia horizontal desses elementos. Adicionalmente, as sequéncias apresentaram uma
similaridade maior que 90%, e baixa similaridade com outros elementos descritos, 0 que nos
levou a sugerir que essas sequéncias devam constituir uma nova familia, a qual denominamos
hosimary. A outra familia analisada neste trabalho inclui os elementos hobo e hobo“” (ou
hoboV"%), que podem estar envolvidos em um fendmeno de hipermutabilidade observado por
nosso grupo de pesquisa. Através da analise de expressdo transcricional dos elementos foram
detectados transcritos senso e antisenso, sugerindo a atuacdo de um mecanismo de
interferéncia por RNA (iRNA) como controlador da atividade destes elementos. Através de

VAHS revelou

hibridizacéo in situ de embrides inteiros o padrdo de expressédo de hobo e hobo
similaridades com padrbes observados para genes do desenvolvimento. Isso nos levou a
sugerir a existéncia de sequéncias cis-reguladoras nos elementos que podem estar interagindo
com genes do hospedeiro. A presenca destas sequéncias cis-reguladoras em TEsS pode ter

implicagdes evolutivas, uma vez que podem ser geradoras de variabilidade genética.



Abstract

Transposable elements (TEs) are ubiquitous and abundant in several analyzed
genomes. In this work two TE families (hosimary and hobo), belonging to the hAT
superfamily, were studied. Here is described a new family, called hosimary, that was arised of
analyzes of two sequences initially described by our research group (hosim e hosec). By
performing PCR analysis in 50 drosophilidae species, sequences homologous to hosim and
hosec were detected in Drosophila species of the melanogaster subgroup and in Zaprionus
indianus. The number of copies observed among these species showed to be variable and most
sequences presented coding potential. High similarity between these sequences, which belong
to two distinct genera, as well as some inconsistencies among the phylogeny of the host
species and the TEs were observed. This can be an indicative of horizontal transfer of these
elements. Additionally, the sequences presented more than 90% of mutual similarity and no
significant similarity with other already described element. This led us to suggest this new
transposon family, that we called hosimary. The other family analyzed in this work includes
the hobo and hobo"” (or hoboY") elements. These elements may be involved in a
hypermutability phenomenon observed by our research group. Sense and antisense transcripts
were detected by transcriptional expression analysis, which suggests an RNA interference
mechanism (iRNA) controlling the activity of these elements. in situ hybridization of whole

mount embryo analysis showed similarity of the hobo and hobo*""®

expression pattern with
patterns observed in developmental genes. This led us to suggest the existence of
cis-regulatory sequences into the elements that can be interacting with the host genes. The
presence of these cis-regulatory sequences in TEs can be related to evolutionary issues since

they can be responsible for genetic variability.



CAPITULO 1

| — INTRODUCAO

TRANSPOSONS

Elementos de transposicdo (TEs — do inglés transposable elements) sdo sequéncias de
DNA que possuem a capacidade, intrinseca ou ndo, de mudar sua localizacdo dentro dos
genomas. Eles compartilham as seguintes caracteristicas: causam duplicacdo dos sitios de
insercdo, apresentam polimorfismo de sitios de insercdo e apresentam uma variabilidade no
namero de copias dentro e/ou entre espécies (Capy et al., 1998).

Os TEs possuem uma ampla distribuicdo, representando cerca de 77% do genoma de
Rana esculenta, 60% do genoma de Zea mays e 45% do genoma de humanos. Na bactéria
Escherichia coli cerca de 0,3% do reduzido genoma parece ser composto por elementos de
transposicao (Biémont e Vieira, 2006). Em Drosophila a quantidade de transposons € variavel,
representando cerca de 2,7% dos genomas de D. simulans e D. grimshawi até 25% no genoma
de D. ananassae (Clark et al., 2007).

A presenca dos TES nos mais diversos genomas e suas relacdes com 0s genomas
hospedeiros pode gerar algumas implicagdes evolutivas. Estes elementos sdo apontados como
um mecanismo gerador de variabilidade, provavel sistema gerador de isolamento reprodutivo

e de transmissao horizontal de informacgéo genética entre espécies (Kidwell e Lisch, 2001).

CLASSIFICACAO DOS TES

Na proposta de classificacdo dos TEs sugerida por Wicker et al. (2007) estes sdo
agrupados hierarquicamente em: classes, subclasses, ordens, superfamilias, familias e
subfamilias, de acordo com algumas caracteristicas. Primeiramente os TEs sdo divididos em
duas grandes classes de acordo com o mecanismo pelo qual ocorre a transposic¢ao: por meio de
DNA ou através de um intermediario de RNA. A Classe | contém os elementos que se
transpdem via um intermediario de RNA, sem a clivagem do elemento do sitio doador — sdo 0s

chamados retrotransposons. O intermediario de RNA é transcrito reversamente em DNA pela
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enzima transcriptase reversa. Cada ciclo completo de replicacdo produz uma nova copia. Esta
classe pode ser dividida em cinco ordens, com base em caracteristicas de seu mecanismo,
organizacdo e filogenia da transcriptase reversa. Uma destas ordens é representada pelos
retrotransposons com LTRs (do inglés long terminal repeats), que apresenta como exemplo 0s
elementos gypsy e copia. Outras duas ordens sdo representadas pelos retrotransposons sem
LTRs ou retroposons, que sdo LINEs (do inglés long interspersed nuclear elements) e SINEs
(do inglés short interspersed nuclear elements). E as duas ultimas ordens incluem os
elementos relacionados a DIRS (DIRS-like) e elementos relacionados a Penelope (PLEs -
Penelope-like).

A Classe Il compreende os elementos que se transpdem diretamente de DNA a DNA,
sdo os transposons de DNA propriamente ditos. Estes elementos utilizam uma enzima
denominada transposase para se mobilizarem e sdo divididos em duas subclasses, de acordo
com o numero de fitas de DNA que sdo clivadas no processo de transposicdo. Os elementos da
Subclasse 1 clivam ambas as fitas de DNA durante a transposi¢cdo por um mecanismo
denominado “corta-e-cola” (do inglés cut-and-paste). Esta subclasse é composta pela ordem
TIRs (do inglés Terminal Inverted Repeats, ou seja, que possuem repetiches terminais
invertidas) representada por superfamilias como P, hAT, Transib e piggyBac; e pela ordem
Crypton (que ndo possui TIRs). Ja a Subclasse 2 compreende os TEs que se transpdem
clivando apenas uma das fitas de DNA, e inclui a Ordem dos Helitrons, que aparentemente
replicam-se pelo mecanismo de “circulo-rolante”, e a Ordem dos Mavericks, que sao
elementos longos (até 20 kb) e ndo possuem mecanismo de transposicdo completamente

elucidado.

DINAMICA DOS TES

Os elementos de transposicdo podem ter duas possiveis origens. Eles podem ser
derivados de cOpias presentes em uma espécie ancestral por transmissao vertical, ou podem ser
oriundos de outra espécie distante evolutivamente, através de transferéncia horizontal (HT —

do inglés Horizontal Transfer). Alternativamente, elementos mdveis podem se originar de
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novo por eventos de mutacdo e de recombinacdo, que alteram ou reorganizam sequéncias ja
presentes no genoma (Capy et al., 1998).

O “ciclo de vida” de um TE pode ser considerado como uma sucessao de trés fases:
replicacdo dindmica, inativacdo/adaptacdo e degradacgéo (revisdo em Kidwell e Lisch, 1997;
Almeida e Carareto, 2005a). O primeiro passo na introducdo de um TE em um genoma é 0
estabelecimento de uma fase invasora. A partir do momento que uma sequéncia se insere em
um novo genoma (seja por origem de novo ou transferéncia horizontal), o nimero de copias
tende a aumentar, sendo o numero final dependente de algumas caracteristicas do genoma
hospedeiro. A interagdo estabelecida entre elemento e genoma hospedeiro define a
sobrevivéncia de ambos. A segunda “fase da vida” de um TE é caracterizada por sua
inativacdo, e depende, em grande parte, do impacto do elemento sobre o valor adaptativo do
hospedeiro. Finalmente, ocorre um estagio de senescéncia que pode se estender possivelmente
por milhGes de anos. Neste estagio todos os elementos autbnomos séo perdidos, ndo ocorre
aumento do numero de copias, e as sequéncias ndo-autbnomas séo perdidas, deletadas ou
divergem (Pinsker et al., 2001; Brookfield, 2005).

Neste cenario, varios autores tém sugerido o mecanismo de transferéncia horizontal
como um meio dos transposons escaparem da fase de degradacdo, que pode levar a completa
extin¢ao do transposon.

Transferéncia horizontal pode ser definida como a transferéncia de material genético
entre espécies isoladas reprodutivamente (Capy et al., 1998). Diversos casos de HT vém sendo
reportados no género Drosophila para elementos de transposi¢do como: mariner (Maruyama e
Hartl, 1991; Brunet et al., 1999), Minos (Arca e Savakis, 2000; Almeida e Carareto, 2005b),
hobo (Daniels et al., 1990; Simmons, 1992), gypsy (De Frutos et al., 1992; Herédia et al.,
2004; Ludwig et al., 2008), e gtwin (Kotnova et al., 2005; Ludwig e Loreto, 2007) — revisdo
em Loreto et al. (2008).

Quando os TEs sdo transmitidos verticalmente espera-se que suas historias
filogenéticas retratem, ao menos em parte, aquelas de seus hospedeiros (Silva et al., 2004).
Assim, além de sobreposicdo geografica, ecoldgica e temporal entre as espécies possivelmente
envolvidas, trés tipos de evidéncias sdo normalmente usadas para inferir eventos de HT de

TEs: 1) a deteccdo de elementos de transposicdo com alto grau de similaridade de sequéncia
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entre espécies distantes evolutivamente; 2) a observacdo de diferengas topologicas entre as
filogenias dos TEs e de suas espécies hospedeiras; e 3) a distribuicdo descontinua de um TE
entre espécies proximas evolutivamente (Silva et al., 2004; Loreto et al., 2008).

Eventos de HT com forte sustentacdo sdo aqueles em que todas estas evidéncias sdo
observadas. No entanto, hipoteses alternativas devem ser consideradas, como polimorfismo
ancestral, taxas evolutivas diferentes entre espécies, pressdes seletivas fortes em por¢des do
elemento ancestral, perdas estocasticas ou mesmo introgressdo (Capy et al., 1998).

Diferentes vetores tém sido sugeridos para os casos de HT em Drosophila (revisdo em
Loreto et al., 2008), sendo que alguns desses vetores também podem ser funcionais para
outros organismos. Alguns TEs, como os retrotransposons com LTRs, tém a capacidade de
produzir particulas virais (VLPs), as quais podem funcionar como um vetor na transmissao de
material genético. Outros provaveis vetores incluem os virus de DNA, parasitas ou
parasitoides de Drosophila, como acaros e vespas, além de bactérias endossimbiontes como
Wolbachia.

IMPLICACOES EVOLUTIVAS DOS TES NOS GENOMAS

O mecanismo de transposicdo utilizado pelos TEs é uma reacao de recombinacédo que
intermedia 0 movimento desses segmentos de DNA entre sitios ndo homélogos. Assim, uma
vez que sao elementos mdveis, os TEs tém a capacidade de mudar informagfes genéticas do
hospedeiro, alterando a estrutura dos cromossomos ou a organizagdo dos genes (Craig et al.,
2002). De uma maneira geral, os TEs podem influenciar a trajetoria evolutiva de seus
hospedeiros de trés distintos modos: (1) alterando a funcdo de um gene através de sua
insercdo, (2) através de rearranjos cromossémicos, e (3) como uma fonte de material
codificante ou ndo que permite a emergéncia de novidades genéticas como novos genes e
sequéncias regulatorias (Feschotte e Pritham, 2007).

A insercdo de um TE na regido codificadora de determinado gene pode levar a
alteracdo da sequéncia, inibindo a geracdo de produtos génicos viaveis. Ja insercGes em
regibes promotoras, introns, ou regides ndo codificadoras de um gene, podem gerar 0s mais

diversos fendtipos, desde alteracdes regulatdrias até a perda completa da funcdo génica. A
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excisdo de um transposon pode levar, algumas vezes, a reversdo de fendtipos mutantes, além
de delecdes (Kidwell e Lisch, 2001).

Fendtipos mutantes em Drosophila sdo frequentemente causados pela insercdo de TEs.
Por exemplo: uma série de mutac6es nulas no loco white levou a descoberta do elemento P
como agente causal da disgenesia gonadal P-M (Rubin et al., 1982). J& a insercdo do
retroelemento gypsy na regido regulatoria 5° do gene yellow causou a perda de expressao deste
gene em tecidos especificos (Corces e Geyer, 1991).

Em decorréncia do seu mecanismo de transposi¢do, o qual pode envolver multiplas
quebras da dupla-fita de DNA e eventos de reparo, 0s TEs estdo envolvidos na indugdo em
larga escala de rearranjos cromossémicos. Multiplas copias de um elemento podem também
atuar como substrato para recombinacdo homdloga, o que pode levar a alteragdes na estrutura
do genoma (Craig et al., 2002).

Apesar dos efeitos as vezes deletérios, a presenca de TES nos genomas hospedeiros
constitui uma fonte de variabilidade genética. Assim, os TES podem atuar como geradores de
novos alelos e novas redes regulatérias, que constituem as maiores forcas que dirigem a
diversificagdo das espécies (Feschotte e Pritham, 2007). Exemplos de TEs com aparente
funcdo adaptativa nos genomas hospedeiros vém sendo descritos. Feschotte (2008), em um
trabalho de revisdo, lista uma série de fatores de transcricdo e proteinas de ligacdo ao DNA
que sdo derivados de transposases. Um exemplo é o fator de transcricdo BEAF-32 em
Drosophila que parece ser derivado de transposases da superfamilia hAT. Bundock e
Hooykaas (2005) também descrevem o gene Daysleeper, com fungfes essenciais para o
crescimento e desenvolvimento de Arabidopsis, como derivado de transposases da
superfamilia hAT. Jordan et al. (2003), em um estudo sobre o genoma humano, reportam que
aproximadamente 25% das regides promotoras contém sequéncias derivadas de TEs, incluindo
elementos cis-reguladores

Outras evidéncias de que os TEs podem adquirir funcBes regulatorias nos genomas
vém da observacdo de que esses elementos tendem a se agrupar ao redor de genes envolvidos
no desenvolvimento e regulacdo transcricional (Lowe et al., 2007). Eles também sdo super
representados dentro de sitios preditos como regibes cis-reguladoras (Gentles et al., 2007).
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Assim, parece que a acumulacdo de transposons nos genomas pode funcionar como
matéria-prima para a geracdo de novos elementos regulatorios, novos genes, podendo levar a

emergéncia de novas redes regulatorias.

SILENCIAMENTO DE TRANSPOSONS

Algumas vezes os TEs podem produzir muitas mutacdes letais, podendo causar a sua
extingdo, bem como a de seu hospedeiro. Sequéncias moveis podem sobreviver em um
genoma somente se houver um equilibrio no qual ambos adquiram alguma vantagem genética
(Capy et al., 1998). Assim, devido aos seus efeitos deletérios e a grande quantidade de TEs
existentes nos mais diversos genomas, a manutencgéo da integridade dos genomas hospedeiros
exige regulacdo da transposi¢do ou mesmo o silenciamento dos TEs.

Mecanismos gerais de silenciamento dos TEs incluem a metilacdo, inibicdo por
maultiplas copias, formacdo de complexos oligoméricos, sintese de repressores e outros
mecanismos globais de repressdo como o mecanismo de interferéncia por RNA (iRNA).

O silenciamento de TEs mediado por RNA tem sido sugerido como um mecanismo
chave para regular a atividade de expresséo e transposicdo de TEs em Drosophila. De uma
maneira geral, o silenciamento por RNA se refere a uma série de mecanismos mediados por
pequenos RNAs que controlam uma variedade de processos bioldgicos, tais como:
desenvolvimento, estabilidade do genoma, dispersdo de viroses e elementos de transposicéo
(Girard e Hannon, 2008; Chambeyron et al., 2008).

Trés maiores classes de pequenos RNAs tém sido definidas em plantas e animais
(Birchler e Kavi, 2008; Girard e Hannon, 2008):

- miRNAs (microRNAs) sdo codificados pelo genoma e processados em produtos de 22 pb
que interagem com mRNAs homologos, modulando sua traducdo e afetando processos do
desenvolvimento. Em alguns organismos miRNAs podem guiar a clivagem de mRNA
complementares (Bartel, 2004).

- siRNAs (do inglés small interfering RNAs) possuem 21 pb e sdo gerados a partir de RNAs

dupla fita precursores, como de viroses e transposons endogenos (Ghildiyal et al., 2008).
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- piRNAs (do inglés Piwi-interacting RNAs) possuem aproximadamente 25 pb de tamanho e
apresentam homologia com elementos de transposicdo e outras sequéncias. Eles também
podem ser denominados rasiRNAs (do inglés repeat-associated siRNAs) (Brennecke et al.,
2007).

As principais enzimas envolvidas no processamento destes pequenos RNAs e na
clivagem dos mRNA alvos incluem Dicer e Argonauta. Dicer é uma endonuclease da familia
da RNaselll, especifica para RNA dupla fita. J& Argonauta é uma familia de proteinas com
papel essencial no mecanismo de silenciamento. Proteinas Argonauta possuem dois dominios
de reconhecimento: o dominio PAZ, o qual liga extremidades 3’ de pequenos RNAS, e 0
dominio Piwi que confere a atividade catalitica de clivagem a proteina. A figura 1 representa a

acao dessas enzimas em dirigir a degradacdo de RNAs alvo.

dsRNA

Dicer processando em
duplex de siRNA

Il
|@<— |@<—§I®<—T<—
@

Incorporacéo em Argonauta e
degradacéo de uma das fitas

Perfeito pareamento
com RNA alvo

Clivagem do alvo

T

Figura 1. Padrdo de silenciamento mediado por siRNA quimicamente caracterizado (adaptado de Girard &
Hannon, 2008). O processo € iniciado pela deteccdo de dsRNA (RNA dupla fita — do inglés double strand RNA)
através do mecanismo de iRNA. Esses dsRNAs sdo entdo processados pela enzima Dicer em siRNA (small
RNA). Esses siRNA sdo incorporados a um complexo RISC (do inglés RNA-induced silencing complex)
contendo a proteina Argonauta. Ap6s a incorporacdo uma das fitas é clivada pelo sitio catalitico da proteina
Argonauta e degradada. O pareamento perfeito entre a fita restante @ moléculas de RNA do genoma hospedeiro

dirigem a clivagem deste RNA alvo.
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Em D. melanogaster a enzima Dicer-1 cliva miRNAs dupla fita precursores, e 0s
produtos resultantes ligam-se a proteina Argonautal (Agol). siRNAs séo gerados pela enzima
Dicer-2 a partir de RNA dupla fita precursor e ligam-se a Argonauta2 (Ago2), clivando RNAs
homdlogos. piRNAs sdo gerados por um mecanismo independente de Dicer, sendo a funcéo
de clivagem realizada pelo conjunto de proteinas Argonauta, formado por Piwi, Aubergine, e
Argonauta3. Estas proteinas usam transcritos antisenso (complementares a0 MRNA)
codificados no genoma por clusters piRNA que abrigam fragmentos de elementos de
transposicado e direcionam a destrui¢do de transcritos senso do transposon (Aravin et al., 2007,
Brennecke et al., 2007).

Tem sido demonstrado que piRNASs antisense sdo produzidos por loci heterocromaticos
que transcrevem um cluster de elementos de transposicdo defectivos na orientacdo antisenso
(Brennecke et al., 2007; Mevel-Ninio et al., 2007). Adicionalmente, os piRNAs antisenso
associados a Piwi e Aub podem gerar piRNAs senso por marcar como alvo os transcritos de
elementos funcionais presentes na eucromatina. piRNAs senso podem ser usados novamente
para produzir piRNAs antisenso adicionais, direcionando a clivagem de transcritos antisenso
sintetizados a partir do cluster heterocromatico (Brennecke et al., 2007). Esse ciclo de
amplificagdo, denominado “ping-pong”, parece ser um dos principais mecanismos que
regulam a atividade de transposons.

Estudos em Drosophila tém demonstrado o importante papel de pelo menos dois loci
piRNA como principais reguladores do silenciamento de transposons. O primeiro é o locus
flamenco (Brennecke et al., 2007), o qual parece ser requerido para a repressao de diversas
familias de transposons, como gypsy, idefix e Zam. flamenco foi originalmente identificado
como um locus controlador da atividade de gypsy (Pelisson et al., 1994). O outro locus piRNA
geneticamente caracterizado é o locus X-TAS, localizado na regido pericentromérica do
cromossomo X. X-TAS esta envolvido na repressdo do elemento P através da interagdo com
Aubergine (Stuart et al., 2002; Reiss et al., 2004).

Adicionalmente, pequenos RNAs e proteinas Argonauta parecem ter um papel no
silenciamento de TEs através de modificacdes na cromatina, por metilacdo do DNA e/ou
modificacdo de histonas (Slotkin e Martienssen, 2007; Girard e Hannon, 2008).
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A SUPERFAMILIA hAT

A superfamilia hAT de transposons é composta por elementos presentes nos mais
diversos organismos. Transposons desta superfamilia sdo conhecidos em fungos, nematddeos,
peixes, insetos, plantas e até mesmo no homem (Kempken e Windhofer, 2001). O nome da
superfamilia hAT é devido a trés elementos que a compdem: hobo, descrito originalmente em
Drosophila melanogaster (Calvi et al., 1991), Activator (Ac) de Zea mays (McClintock, 1947)
e Tam3 de Antirrhinum majus (Hehl et al., 1991). Elementos de insetos e plantas foram
classificados em uma mesma superfamilia por apresentarem caracteristicas estruturais e
funcionais comuns.

De acordo com a classificacdo de TEs sugerida por Wicker et al. (2007) os elementos
que fazem parte da superfamilia hAT sdo pertencentes a Classe IlI, como sugerido por
Finnegan (1989), por se moverem diretamente através do DNA, sem a necessidade de um
intermediario de RNA para a transposicdo. Eles sdo chamados de transposons propriamente
ditos. Dentro da Classe Il os membros da superfamilia hAT fazem parte da Subclasse 1,
caracterizada por elementos que utilizam o mecanismo classico de cut-and-paste para sua
transposicdo. Na superfamilia hAT os elementos que a compdem compartilham algumas
caracteristicas como: (1) duplicacdo do sitio alvo (TSD) de 8 pb, (2) repeticdes terminais
invertidas (TIRs) relativamente curtas (entre 5 e 27 pb), e (3) geralmente possuem menos de 4
kb de tamanho. Uma excecdo é o elemento gulliver de Chlamydomonas reinhardtii (Ferris,
1989), que possui até 12 kb de tamanho. Outra caracteristica comum entre os membros desta
superfamilia € a similaridade na sequéncia de aminoacidos da transposase (Calvi et al., 1991),
que é limitada a trés motivos de sequéncia de aminoécidos (Kempken e Windhofer, 2001).

Membros da superfamilia hAT podem ainda ser agrupados em familias que sdo
definidas pelo grau de similaridade em suas sequéncias de DNA. Dentro de cada familia,
podem existir as subfamilias, definidas com base em dados filogenéticos, que podem servir

para distinguir entre elementos autdbnomos e ndo-autonomos.
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O ELEMENTO TRANSPONIVEL hobo

O elemento transponivel hobo foi originalmente descrito por McGinnis et al. (1983)
como uma insercdo no gene Sgs-4 de Drosophila melanogaster proximo da regido TATA box.
Essa insercao de 1273 pb de tamanho provocou a reducdo na expressao do gene Sgs-4 e levou
a identificacdo de uma familia de sequéncias de DNA de tamanho e padrdo de restricdo ndo
conservados em linhagens de Drosophila melanogaster.

O elemento hobo canbnico (HFL1) possui 2959 pb de tamanho, com TIRs de 12 pb, e
contem uma ORF que codifica a transposase. Os sitios de inser¢do de hobo sdo tipicamente
flanqueados por uma duplicacdo de 8 pb na sequéncia hospedeira, 0 que é uma caracteristica
de membros da superfamilia hAT (Calvi et al., 1991). Outra caracteristica importante da
estrutura do elemento can6nico é a presenca de dois sitios de clivagem para Xhol, que geram
um fragmento de 2,6 Kb presente na maioria dos elementos hobo analisados até agora. Além
disso, a sequéncia completa inclui sitios TATA e CAAT (Streck et al., 1986), potenciais
promotores basais da atividade transcricional.

Dentro da familia hobo podem ser encontrados elementos de diferentes formas, como
demonstrado na Figura 2. A primeira forma é de elementos com sequéncias completas, como o
elemento hobo canénico, com potencial para codificar a transposase. A segunda forma é
descrita como elementos hobo defectivos, que sdo menores, de tamanho variavel e parecem
derivar de elementos completos a partir de delegdes internas (Streck et al., 1986). Os
elementos defectivos tem sido descritos como sequéncias ndo funcionais e, portanto, incapazes
de codificar sua prépria transposase (Simmons et al., 1998; Galindo et al., 2001). A terceira
forma é descrita como hobo “reliquia” (relic), ou sequéncias relacionadas a hobo (hRs — do
inglés hobo-related sequences). Essas hRs apresentam alta similaridade com o elemento hobo
candnico, multiplos rearranjos na regido interna e sdo potencialmente inativas (Simmons et al.,
1998).
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Figura 2. Trés possiveis formas do elemento hobo. O elemento hobo canénico (HFL1), copias internamente
deletadas como hdelsim de D. simulans, e uma sequéncia relacionada a hobo de D. melanogaster. S&do
demonstradas as TIRs observadas em todos o0s elementos, a ORF1 no elemento completo, e os sitios de clivagem
para Xhol que podem estar ausentes nas hRs. A identidade entre hRS e Hfl1 é indicada acima da sequéncia, e

inser¢des sdo representadas por boxes pretos. Adaptado de Torres et al. (2006).

Em Drosophila o padréo de distribuicdo de elementos hobo parece ser restrito.
Através de Southern blot, Daniels et al. (1990) analisaram 134 espécies e demonstraram que
no género Drosophila somente as espécies do subgrupo melanogaster e montium contém
elementos hobo suficientemente conservados que permitem sua deteccdo. Dentre estes
subgrupos somente D. melanogaster, D. simulans e D. mauritiana parecem conter cépias
potencialmente completas. Simmons (1992) demonstrou que muitos dos elementos hobo
completos de D. melanogaster sdo praticamente idénticos, em sequéncia de DNA, aos
elementos canodnicos encontrados em D. simulans e D. mauritiana. Fora do género Drosophila
elementos similares a hobo (hobo-like) tém sido encontrados em algumas espécies de Diptera,
como Musca domestica (Atkinson et al., 1993) e diferentes tefritideos (Handler e Gomez,
1996; Torti et al., 2005) e também em algumas espécies de lepiddptera (DeVault e Narang,
1994; Borsati et al., 2003).

O nUmero de copias de elementos hobo nos genomas é variavel e, além disso, a
posicdo de insercdo dessas cOpias também varia entre linhagens (Blackman et al., 1989).
Elementos hobo deletados representam a forma predominante no genoma de D. melanogaster

(cerca de 30 a 75 cdpias por genoma), enquanto elementos completos parecem estar presentes
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em menor nimero de copias (de duas a dez copias) (Streck et al., 1986; Blackman et al.,
1989).

Em relacdo ao padrdo temporal e geografico de distribuicdo do elemento hobo,
analises das linhagens mais antigas de D. melanogaster, coletadas antes de 1950, sugerem que
elementos hobo completos eram ausentes nessas linhagens, mas que eles foram recentemente
introduzidos nesta espécie por transferéncia horizontal (Daniels et al., 1990; Simmons, 1992;
Periquet et al., 1994). Considerando a variabilidade de elementos hobo observada nos
genomas, dois eventos independentes de introdugdo de hobo s&o sugeridos: um inicial antes da
separacdo dos subgrupos montium e melanogaster, e outro mais recente para o progenitor do
complexo melanogaster (Periquet et al., 1994).

As linhagens de Drosophila podem ser divididas em linhagens H, que contém
elementos hobo, e linhagens E (do inglés empty) que ndo possuem elementos hobo em seu
genoma. Linhagens H apresentam elementos hobo completos e deletados. Contudo, tanto
linhagens E quanto H demonstram sequéncias relacionadas a hobo. Essas hRs sdo observadas
como uma fraca hibridizacdo por Southern Blot utilizando o elemento candnico como sonda
(Periquet et al., 1994; Galindo et al., 2001).

O sistema hobo parece ser o agente causal de instabilidades genéticas como
hipermutabilidade, aberragdes cromossémicas e disgenesia gonadal (Blackman et al., 1987;
Yannopoulos et al., 1987; Lim, 1988). Essa instabilidade genética parece ser devida a

mobilizac¢do de elementos hobo na linhagem germinativa (Galindo et al., 1995).

O ELEMENTO HoBOVA

O elemento hoboV” foi caracterizado como uma insercdo no locus white de D.
simulans, a qual levou a geracdo de novo de um mutante white. A analise da sequéncia deste
elemento mostrou tratar-se de uma sequéncia relacionada a hobo (hRS). hobo“” apresenta
81,2% de similaridade com a sequéncia de DNA do elemento hobo canbnico. Possui 1220 pb
de tamanho e ndo apresenta ORF funcional. No entanto, suas TIRs sdo virtualmente iguais as

do elemento candnico, com substituicdo de apenas um nucleotideo na TIR 3’. Adicionalmente,
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cerca de 300 pb em cada regido subterminal sdo muito similares ao elemento canénico (Torres
et al., 2006).

Apesar do elemento hobo"” ndo possuir as sequéncias necessarias para codificar a
transposase, a presenca de TIRs praticamente intactas e a similaridade com o elemento
canonico, torna hoboY” um elemento potencialmente mobilizéavel, provavelmente pelo
fornecimento in trans de transposase a partir de elementos hobo completos.

O padrio de distribuicdo do elemento hobo“” é muito similar ao elemento candnico.
Através de buscas in silico nos 12 genomas de Drosophila disponiveis, Ortiz e Loreto (2008)
demonstraram a presenca de sequéncias homélogas a hobo"” (hobo¥""® — do inglés hobo“*
homologous sequences) somente no grupo melanogaster. Os autores também observaram que

0 nimero de cépias dessas hobo¥""*

VAHS

nos genomas é bastante variavel. Foram observadas 147
copias de hobo no genoma de D. simulans, 12 cdpias no genoma de D. melanogaster e
apenas uma cépia no genoma de D. erecta (Ortiz e Loreto, 2008).

Considerando a estrutura dos hRs, tém sido sugerido que esses elementos sdo muito
ancestrais, representando sequéncias relic dentro dos genomas hospedeiros (Periquet et al.,
1994). No entanto, Ortiz e Loreto (2008) apontam para o fato de que estas sequéncias, embora
ndo autdbnomas, vém sendo mantidas mobilizaveis por um tempo evolutivo consideréavel (entre

0,8 a 12 milhdes de anos).

O ELEMENTO hobo EM D. simulans E HIPERMUTABILIDADE

Loreto e colaboradores (1998) caracterizaram uma linhagem hipermutavel de D.
simulans e, ao longo de aproximadamente 100 geragdes de observacgdo, foram isoladas sete
diferentes mutacdes, tanto autossdmicas como ligadas ao X. As mutagOes caracterizadas por
analises genéticas demonstraram duas mutagdes no cromossomo X, uma no locus lozenge e
outra no gene ruby. Ja as mutacdes autossomicas caracterizadas foram um mutante dpp-like,
um mutante blistered-like e um mutante homeo6tico que apresentava a antena transformada em
pata e olhos ectopicos. Outro mutante isolado foi um mutante com olhos de cor branca, sendo

que com essa mutacdo no loco white foi possivel estabelecer-se uma linhagem white estavel.
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As propriedades bioldgicas da linhagem hipermutavel de D. simulans descritas por
Loreto et al. (1998) sugeriram ser um elemento transponivel muito ativo o agente causal da
hipermutabilidade desta linhagem. Uma vez que eventos de mutacdes espontaneas sdo raros, o
encontro de uma série de mutagfes espontaneas em uma linhagem de D. simulans,
caracterizando um fenémeno de hipermutabilidade, é extremamente importante. Este achado
também fornece uma excelente oportunidade de se estudar a relacdo entre elementos
transponiveis, mutacGes espontaneas e o genoma hospedeiro. Posteriormente, Torres et al.
(2006) demonstraram que o elemento transponivel envolvido na mutagdo white, isolado nesta
linhagem, foi causado pela inser¢cdo de um elemento hobo reliquia, que foi denominado

hobo"” (descrito anteriormente).

EXPRESSAO DE TES DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE DROSOPHILA

O padrdo de expressdo transcricional de TEs tem sido descrito por alguns autores,
principalmente para retrotransposons. A localizagcdo desses transcritos vem sendo observada
nos mais diversos tecidos e padr6es em embrides de Drosophila. Ding e Lipshits (1994)
descreveram o padrdo de expressdo transcricional de quinze familias de retrotransposons
(17.6, blood, 297, 412, copia, gypsy, 1731, 3518, HSM Beagle, Kermit/flea, mdgl, mdg3,
opus, roo/B104 e springer) durante a embriogénese de Drosophila. Devido ao padrédo espacial
de expressdo desses retrotransposons ser conservado entre as diferentes linhagens de D.
melanogaster testadas, 0s autores sugerem a existéncia de sequéncias cis-reguladoras
controlando a expressdo desses elementos. Como 0s sitios de insercdo podem variar de uma
linhagem para outra, é sugerido que as sequéncias que modulam a expressdo sdo intrinsecas
aos retrotransposons. Dentre os padrfes observados através de hibridizagdo in situ de embrides
inteiros, alguns parecem ser compartilhados entre as familias de retrotransposons, por
exemplo: a expressdo nas gdnadas € observada para 17.6, 412, mdgl, 297 e gypsy; ja a
expressdo observada no sistema nervoso central € compartilhada por 297, 1731, mdg3, copia
HMS Beagle e opus. 1sso sugere a existéncia de sequéncias conservadas também entre os

elementos analisados.
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Frommer et al. (1994) descreveram a expressao restrita do elemento blastopia como um
“anel circunferencial” na porcdo anterior de embrides de D. melanogaster no estagio de
blastoderme. Essa expressdo localizada de blastopia é sugerida como dependente do
morfdgeno de origem materna bicoid. O trabalho de Bronner et al. (1995) demonstra que a
expressao de B104 parece ser direcionada por sequéncias internas a esse retrotransposon que
sdo capazes de atuar como um elemento cis-regulador frente a promotores heterélogos de
Drosophila. Os autores sugerem que a inser¢do de retrotransposons pode afetar o padrdo de
expressao de genes enddgenos por adicionar elementos controladores que atuam em cis
através do genoma hospedeiro. JA& Mozer e Benzer (1994) demonstraram que as sequéncias
cis-reguladoras que controlam a expressdo do elemento 17.6 residem dentro deste
retrotransposon e pode ser dependente de genes adjacentes ao seu sitio de insercao.
As regides cis-reguladoras séo segmentos de DNA que controlam a transcrigdo génica.
Estas unidades reguladoras, algumas vezes referidas como mddulos cis-reguladores (CRMs,
do inglés cis-regulatory modules), podem conter sitios de ligacdo para diversos fatores de
transcricdo (TFBS, do inglés transcription factor binding sites) e normalmente sdo localizadas
antes do sitio de inicio da transcricdo. Segmentos cis-reguladores individuais podem residir
dentro de introns, em regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTRs, do inglés untranslated regions) ou
mesmo dezenas de kb em qualquer um dos dois lados do gene que regulam (Berman et al.,
2004). Mutacdes nessas regides podem ter consequéncias na morfologia, fisiologia e
comportamento (Wray, 2007).
Os padrBes de expresssao transcricional de TEs observados até agora sugerem que
esses elementos podem interagir com genes do desenvolvimento ou mesmo estar sob controle

de algum destes.
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Il - OBJETIVOS
O presente trabalho tem como objetivo principal contribuir para o entendimento das
consequéncias evolutivas da presenca e expressdo de TEs da superfamilia hAT nos genomas

de espécies de Drosophila.

Obijetivos especificos:

1. Verificar a distribuicdo das sequéncias de hAT (homologas aos elementos hosim e
hosec previamente descritos por nosso grupo) nos genomas de espécies de
Drosophilidae.

2. Obter um panorama geral das relagdes evolutivas dessas sequéncias de TEs.

3. Analisar e comparar o padréo de expressdo transcricional de hobo canénico e hobo*

em espécies do grupo melanogaster de Drosophila.
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Abstract

A PCR screening approach was used to search for sequences homologous to the previously
described hAT transposon found in D. simulans and D. sechellia. In this study, 52
Drosophilidae species were analyzed and these sequences seem to be restricted to some
species of the melanogaster group and Z. indianus. These species presented variable number
of copies and most of these appear to be putatively encoding. The high sequence similarities
among fragments of different species and the incongruence presented between the transposon
and host species phylogenies strongly support the hypothesis that this element was
horizontally transferred between the melanogaster group and Z. indianus. Additionally,
considering that the nucleotide similarity shared between species was higher than 90% and
that no high sequence similarity was detected with other transposable elements, we propose a

new hAT transposon family called hosimary.

Key words: Transposable elements, hAT, lateral gene transfer, genomic evolution.

Introduction

Transposable elements (TE) have been found in almost all genomes studied and it is
known that they play an important role in eukaryotic evolution by promoting genetic
variability (Kidwell and Lisch, 1997; 2001). TEs may comprise a large part of species’
genomes. In Drosophila, for example, the amount of TEs among the twelve genomes available
ranged from 2.7% (in D. simulans and D. grimshawi) to 25% (in D. ananassae) (Clark et al.,
2007).

TEs are subdivided in two classes based on the transposition intermediary, DNA or
RNA. These classes are further divided into order, superfamilies and families. The hAT
superfamily belongs to the class Il elements (also called DNA transposons), which are
mobilized by a DNA intermediary through a *“cut-and-paste” mechanism (Finnegan, 1987;
Wicker et al., 2007). Furthermore, the transposase encoded by hAT transposons share amino
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acid sequence similarity (Calvi et al., 1991; Essers and Kunze, 1995), which is limited mainly
to three motifs (Kempken and Windhofer, 2001).

The hAT superfamily of TEs includes the hobo element, reported originally in
Drosophila melanogaster (Calvi et al., 1991), Activator (Ac) from Zea mays (McClintock,
1947) and Tam3 from Antirrhinum majus (Hehl et al., 1991). Other elements, such as Herves
from Anopheles gambiae (Arensburger et al., 2005), Hermit from Lucilia cuprina (Coates et
al., 1996) and Hermes from M. domestica (Warren et al., 1994), were also shown to belong to
the hAT superfamily.

The transposons of this superfamily are widespread, being present in fungi, nematodes,
fish, plants, insects and even in humans (Kempken and Windhofer, 2001). Due to its wide
distribution, it has been suggested that the hAT superfamily is probably very ancient, predating
the separation of plants, animals, and fungi, once no evidence of trans-kingdom horizontal
transfer have been shown until now (Rubin et al., 2001).

Ortiz and Loreto (2009) have performed in silico searches in order to identify hAT
elements in the twelve available Drosophila genomes. They have identified 37 new hAT
elements. Two of these elements, labeled hosim e hosec, are remarkably similar and were
found in the genome of D. simulans and D. sechellia, respectively. These are putatively active
2566-bp-long elements with a 491-aa transposase gene, 11-bp terminal inverted repeats (TIRS)
as well as an 8-bp target site duplication (TSD), which is a typical trait of the hAT family.

In this work, we performed analyses to identify the presence and distribution of
homologous sequences to hosim and hosec in 52 Drosophilidae species. In the genus
Drosophila, among the 18 groups analyzed, these sequences were found only in the
melanogaster group. Nevertheless, this TE was found in Zaprionus indianus, a species that
although taxonomically assigned to a different genus, was shown to be intimately related to
the genus Drosophila (Remsen and O’Grady, 2002; Robe et al., 2005). The high sequence
similarities presented (more than 90 % at the nucleotide level) suggest a new probable case of
horizontal transfer (HT) involving some species from melanogaster group and Z. indianus.
Additionally, we propose that these sequences, together with hosim and hosec (described by
Ortiz and Loreto, 2009), should be clustered in a new family of transposons. Here we propose

to name this new family hosimary.
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Material and methods

Fly stocks

Forty-six Drosophila species were used in this study, along with Zaprionus indianus, Z.
sepsoides, Z. tuberculatus, Z. multistriatus, Scaptodrosophila latifasciaeformis and S.
lebanonensis (Table 1 — supplementary material). Three strains were used for D. simulans: D.
simulans white (stock number 14021-0251.195, obtained from Tucson Stock Center; used for
genome library to sequencing project; Clark et al., 2007), yellow (Loreto et al., 1998) and the
Aguas de Lindoia strain (collected in Aguas de Lindo6ia, SP, Brazil in 2007). As for D.
melanogaster, two strains were used: Oregon R and Zola (Souames et al., 2003). All these
strains have been maintained in laboratory by means of mass crosses and cultivated in corn

flour culture medium, in a controlled chamber (17 + 1°C, 60% r.h.).

PCR, cloning and sequencing

Genomic DNA was extracted from adult flies according to Sassi et al. (2005). The primers
were designed specifically to TEs hosimary elements based on the sequences of hosec and
hosim (Ortiz and Loreto, 2009). A fragment of approximately 735 bp was amplified with
primers hATss-F (5 GGA CCC CAA CAG CAA GTA ATA A 3’) (forward) and hATss-R
(5> ACG AGT TGA CAC ATC TTG AAT C 3’) (reverse). The Figure 1 - supplementary
material) shown the domains found in hosimary family elements as well as the fragment
amplified that it is located mainly in the DUF 659 domain.

The PCRs were performed in 25 ul using 20 ng of Genomic DNA, 1 U Tag DNA
Polymerase (Invitrogen), 1X reaction buffer, 200 uM of each nucleotide, 20 pmol of each
primer and 1.5 mM MgCl,. The employed amplification conditions were 95°C for 5 min, 30
cycles at 95°C for 40 s, 55°C for 40 s and 72°C for 1 min, followed by a final extension cycle
at 72°C for 5 min. Different conditions were tested in an attempt to obtain amplification in a
larger number of species, but were unfruitful. The amplicons obtained were cloned into pCR-
TOPO plasmid (Invitrogen). DNA sequencing was performed directly from the purified
plasmids in the MegaBace 500 automatic sequencer. The dideoxy chain-termination reaction
was implemented by using the DYEnamicET kit (GE Healthcare).
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Southern blot analyses

For the Southern blot analyses, approximately 6 pg of genomic DNA of each sample was
digested with EcoRV (Invitrogen) following the conditions suggested by the manufacturer.
The EcoRV restriction enzyme was chosen because it has no cleavage site within the hosimary
sequence. DNA fragments were separated by electrophoresis in 0.8% agarose gels and
transferred to nylon membranes (HybondN+, GE Healthcare). The PCR fragment of D.
simulans white clone (white3) was used as probe. The labeling and hybridization were
performed using a Gene Images kit following the manufacturer’s instructions for a high
stringency hybridization (GE Healthcare). The detection was made with a CPD Star Detection
kit (GE Healthcare).

FISH

The FISH analysis was carried out with squashed preparations of larval salivary glands of D.
simulans fixed in 3:1:2 (ethanol-acid lactic-acetic acid, v/v). The chromosome preparation was
pre-treated with RNAase, proteinase and post-fixed in 4% paraformaldehyde. The DNA probe
(clone of D. simulans white - white3), were labeled through the Nick Translation System
(Invitrogen) with Cy3-dUTP (GE Healthcare). Before in situ hybridization, the probe (50 ng
per slide) was mixed with in situ hybridization solution as follows: 50% formamide, 10%
dextransulfate and 2xSSC. The hybridization mixture was added to the slides and denatured in
70% formamide and 2xSSC at 70°C for six minutes. After hybridization, the squashed
preparations were washed five times with 2x SSC, for 5 min. Vectashield with 4', 6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) was used
as an antifade solution. The location of the probe was observed in at least 10 interphase
chromosomes per slide. The preparations were analyzed on Axioplan 2 imaging HAL 100 of
Zeiss. The images were processed with the ISIS program (METSYSTEMS GmbH).

Sequence analyses
Consensus sequences for each clone were obtained using the GAP 4 software of the Staden
Package (Staden, 1996). Then, the sequences were aligned using the Muscle tool (Robert,

2004) with default parameter values.
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The phylogenetic relationship between the TE sequences were estimated using: (1)
Neighbor-joining (NJ) method (Saitou and Nei, 1987), in the Mega 4 program (Tamura et al.,
2007), with the Tamura three-parameter nucleotide substitution model (Tamura, 1992); (2)
Bayesian analysis implemented in the MrBayes (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) program,
with the HKY nucleotide substitution model (Hasegawa et al., 1985), as suggested in the
MrModel Test 2.2 (Nylander, 2004).

In the divergence analyses, the sequences were clustered for each species to perform a

p-distance analysis using the Mega 4 program (Tamura et al., 2007).

Inference of horizontal transmission.

To infer the occurrence of horizontal transfer (HT), two aspects were considered: (1)
incongruence in the TE phylogeny and (2) the low dS (synonymous sites) values of the TE as
compared to the host genes. The host genes chosen for this analysis were: amd (alpha methyl
dopa-resistant), amy (amyrel), per (period) and sod (superoxide dismutase). In the case of sod
gene, Z. tuberculatus sequences were utilized as a placeholder for Z. indianus. Accession
numbers of the host genes sequences are available in Supplementary material Table 2.

The values of synonymous substitution per synonymous sites (dS) were obtained using
the Nei and Gojobori method (Nei and Gojobori, 1986) with p-distance implemented in Mega
4 program (Tamura et al., 2007). In this analysis, the sequences were also clustered in groups
and gaps were introduced to conserve the reading frame, while stop codons were considered as
absent data.

To verify whether the differences observed in the synonymous sites of the TE are
significantly lower than those observed for host genes, we carried out a Fisher’s test, assisted
by DNASP 4.0 software. In this case, to avoid under- and over-estimation of horizontal
transfer events (Ludwig et al., 2008), the codon bias usage was calculated in the DnaSP 4.0
software (Rozas et al., 2003) by the codon bias index (CBI; Morton, 1993) and the effective
number of codons (Nc; Wright, 1990).

In order to estimate the divergence time of TEs sequences we employed the equation
T=K/2r (Graur and Li, 2000), in which T is the divergence time between species, K is the

divergence among TE sequences in synonymous sites (dS) and r is the evolutionary rate. The
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rate of 0.016 synonymous substitutions per site per million years is suggested for Drosophila

genes with low codon usage bias (Sharp and Li, 1989).

Results

Detection and distribution of hosimary sequences in the analyzed species.

We have analyzed the detection of hosimary by PCR in 52 species belonging to three
Drosophilidae genera (Supplementary Table 1). DNA amplification was observed in four of
45 analyzed Drosophila species, all of them belonging to the melanogaster subgroup.
Fragments of nearly 735 bp were amplified in D. simulans, D. sechellia and D. mauritiana. In
D. melanogaster a smaller fragment was detected. Besides the melanogaster group,
amplificons were obtained only in Z. indianus. Southern blot analysis with genomic DNA
confirmed the PCR results (Figure 1). By using PCR fragment of D. simulans white strain as
probe, several hybridization bands were observed in D. simulans, D. mauritiana and Z.
indianus, while a single signal was observed in D. melanogaster. In other species no

hybridization signal was detected.

Number of copies

Ortiz and Loreto (2009) have found four copies of hosim and 8 copies of hosec through in
silico search in D. simulans and D. sechellia, respectively. In order to validate our sequences
we performed a BLAST search in Drosophila genomes (http://flybase.bio.indiana.edu/blast/;
Grumbling and Strelets, 2006). Our results recovered one additional copy of the hosec from D.
sechellia (scaffold 82: 62715 - 67257), with 100% of similarity with our clones, and a copy in
the D. melanogaster genome (2R: 666706 - 670810). This unique copy of D. melanogaster
was confirmed by Southern blot analysis (Figure 1 — lane 3). In the sequenced genome it is
located at the section 41 - 42 proximal to the 2R chromosome. It shows an internal deletion
when compared to consensus sequences of hosim and hosec, and contains TIR just in the 3’
end. The 5 TIR is degenerated and followed by a long insertion with no similarity to

consensus sequence.
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For D. simulans white, the Southern blot analysis suggested the occurrence of at least
seven copies (Figure 1 — lane 1) and in a strain collected recently (Aguas de Lindoia) a similar
number of bands was observed (Figure 1 — lane 11), suggesting a similar copy number. By
performing a FISH on polythene chromosomes we found three hybridization signals in the
chromosomal arms 3L (section 78- proximal) and 2L (section 22- distal and 38- proximal) of
D. simulans (Figure 2). Besides, some signals were detected also in the chromocenter.
Research in the FlyBase, (in the D. simulans genome) confirmed the presence of three copies
in the chromosomal arms and four copies in a non-determined chromosome region.

D. mauritiana presents five hybridization bands suggesting the occurrence of roughly
the same number of copies present in D. simulans. Z. indianus showed fewer copies, two
heavy and two faint bands, as detected in lane 6 of Figure 1.

12 kb

6 kb

4k

Figure 1. Southern blot showing hybridization bands of hosimary sequences in the genome of different species.
The genomic DNA was digested with EcoRV and hybridized using the D. simulans white sequence as probe. The
samples are: 1- D. simulans white, 2- D. mauritiana, 3- D. melanogaster Oregon, 4- D. kikkawai, 5- D. santomea,
6- Z. indianus, 7- D. arawakana, 8- D. cardinoides, 9- D. procardinoides, 10- D. cardini, 11- D. simulans Aguas
de Lindoia strain.
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Figure 2: Localization of members of the hosimary family of transposable elements in the D. simulans white
strain polythene chromosomes. (A) arrowheads shows euchromatic insertions sites in 2L and 3L chromosomes,
(B,C) insertion sites of hosimary family in the heterochromatin or in the transition between heterochromatin —

euchromatin.

Evolutionary analyses

The sequences obtained were aligned and approximately 700 nucleotides were used to build a
phylogenetic matrix, from 39 clones sequences analyzed. The two phylogenetic inference
methods used (Neighbor- Joining and Bayesian analysis) revealed similar topologies. The tree
obtained by the Neighbor-Joining method (Figure 3) consists of two main clades (the
melanogaster group sequences and the Z. indianus species sequences). Within both of these
clusters there is no defined topology, given that all sequences showed low nucleotide
divergence values, resulting in short branch lengths and low bootstrap values. Besides that,
with the exception of those from Z. indianus and D. melanogaster, the sequences of the other

species usually appear interspersed among each other.
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Figure 3: Phylogenetic analysis of the hosimary family using nucleotide sequences alignment by Neighbor-
Joining distance method with the Tamura three-parameters model. Numbers above branches are bootstrap values
based on 1000 replications in the consensus tree. Bootstrap values lower than 50 were omitted. The species name
abbreviations are followed by clone number and the sequences called hosim and hosec are available in

supplementary material. The howillil sequence (Ortiz and Loreto, 2009) was used as outgroup.

In order to perform the analyses of the nucleotide divergences, the sequences were
clustered by species. In general, the comparison of all nucleotide sequences between species
shows that the sequences are very similar to each other (Table 1). The highest divergence can
be seen between D. melanogaster and Z. indianus, which a p-distance value of 7.7%, while the
lowest divergence (p-distance value of 1.3%) was detected between D. simulans and D.
mauritiana. The sequences of D. melanogaster (Oregon and Zola strains) and one sequence of
D. mauritiana presented a premature stop codon. The remaining sequences did not show

premature stop codons, which suggest that they are putatively encoding.

Table 1. Nucleotide sequences divergence percentage observed between TE sequences.

D. melanogaster Z. indianus D. sechellia D. mauritiana D. simulans
D. melanogaster
Z. indianus 7.7
D. sechellia 4.7 49
D. mauritiana 4.2 43 2
D. simulans 4.1 3.6 1.8 1.3

Inferring horizontal transfer

We have estimated the dS values to verify the similarity between TEs and host genes
sequences. The dS value provides a measurement of neutral evolution in the absence of a
strong codon usage bias. The analysis of the codon bias usage for TE and the nuclear genes
were performed, the results are presented in Table 2. The values observed in Nc and CBI
showed a lower codon usage bias for the TE when comparing to host genes, which is
important to avoid over-estimation of horizontal transfer events. Besides, no host genes
showed a very high bias in the codon usage, which is needed to avoid under-estimation of

horizontal transfer events.
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Table 2: Mean number of effective codons (Nc) and codon bias index (CBI) for amd, amyrel, sod, cdc6 and TE
sequences. The Nc varies between 21 for maximum codon bias and 61 for minimum codon bias. A CBI value of

0 corresponds to no bias, and a value of 1 corresponds to maximum bias.

| amd amy sod per TE
Nc CBI Nc CBI Nc CBI Nc CBI Nc CBlI
D.simulans  43.454 0.53 36.318 0.55 36.26 0.668 41,845 0,432 61 0.36
D.sechellia 44.859 0.508 43.732 0.542 35585 0.643 43,223 0,426 58.94 0.372
D. melano 48.189 0.466 40.919 0.501 35.69 0.626 48,912 0,443 60.706  0.397
Z. indianus 57.835 0.474 47.156 0.462 42.601 0451 59.01 0.358
D. maurit 39.558 0511 36.252 0.639 45,902 0,403 53.032 0.365

The comparison between dS values of TE and host genes is presented in Figure 3. In this
figure, six comparison of dS values were considered significant when P<0.001. Of these, four
are between Z. indianus and the other species (D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia and
D. mauritiana), and two are between D. melanogaster and D. simulans and between D.
melanogaster and D. sechellia. For all these comparisons, the dS values observed for the

transposon were significantly lower than the dS values for the host genes.

dSvalues
0,9 -
8? M M @ dS amd
0,6 - m dS amy
»n 05 ds
T 0,4 O per
0,3 0 ds sod
0,2
o1 i Mk mdS TE
O a
NS N \§\ \x- \* \){\ \* \§\ ‘\x-
O Q Q Q Q
g & & & & LK & L & &
NS N G I O
% % B\ % & & L & NN
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Figure 4: Comparative analysis between dS values for hosimary and host genes (amd, amyrel, per and sod).
Missing columns indicate that sequences are not available. The dS divergence values comparisons between TE

and host genes were marked with an asterisk (*) when differences considered statistically significant were found
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with two or more host genes. * P<0.001; sim = D. simulans; sech = D. sechellia; mel = D. melanogaster; mauri =

D. mauritiana; zapri = Z. indianus.

Discussion

One of the questions that remain unanswered in evolutionary genomics is about the
origin, role and dynamics of the significant amount of TEs that generally occur in the
eukaryotes genomes. Apart from being numerous, TEs are very diversified and the different
“kinds” of transposable elements may establish origin and relationship strategies with the host
genomes that are also variable (Le Rouzic et al., 2007). In this perspective, the
characterization of diversity of TEs and their phylogenetic histories is important to understand
evolutionary genomics. In this work we have described a new TE family, hosimary, which
belongs to the hAT superfamily. The elements hosim and hosec, which are now placed inside
the hosimary family, were originally described by Ortiz and Loreto (2009) using in silico
search. The authors showed that both share some amino acid sequence similarity to the herves
element from Anopheles gambiae (Arensburger et al., 2005), which led them to propose a new
cluster of the hAT superfamily, including sequences from D. mojavensis, D. pseudoobscura
and D. willistoni as well, which they called the herves family. However, Wicker et al. (2007)
suggest a unified classification system for TEs. In this new classification system, a TE family
can be established when no strong hit is observed in the BLASTn search. In addition, the
elements of a given family must present at least 80% of nucleotide sequence similarity to each
other. The elements analyzed in this work showed no strong hit in the nucleotide sequence
with any transposon. Therefore, considering that the nucleotide similarity shared between
species was higher than 90% and that no high sequence similarity was detected with other
transposable elements, we propose a new transposon family called hosimary.

hosimary sequences showed a variable number of copies in the species in which they
were found. Our results suggest the presence of one copy in the D. melanogaster genome.
Comparing the in silico localization sites of hobo in D. melanogaster by FISH analysis,
Zakharenko et al. (2007) observed that the number of FISH hobo sites is almost twice as high

as in the annoted genome sequence. Kaminker et al. (2002) have found 15 copies of the
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hopper element and 24 copies of hobo in the D. melanogaster genome. Both elements belong
to the hAT superfamily. Ortiz and Loreto (2009) have found four copies of hosim in the D.
simulans through in silico search. However, we have found at least seven copies. According to
our FISH analysis, three signals were observed in euchromatic region in the D. simulans, and
some signals were detected also in the chromocenter. So, it is possible to suggest that other
copies of the hosim element are located in the heterochromatin region. The preferential
insertion in heterochromatin is probably because selection has less impact on heterochromatin
than on euchromatin, difficulting the removing of TEs from host genome by selection
(Kapitonov and Jurka, 2003; Lerat et al., 2003).

In the sequence analysis no premature stop codon was observed in any of the analyzed
sequences, except in the D. melonagaster sequences and in one sequence from D. mauritiana,
which suggests that the elements could be active. The D. melanogaster copy shows
degeneration of its nucleotide sequences. Its location near the centromeric region (2R
chromosome, section 41 — 42) suggests an inactive element (Maside et al., 2005). Active
forms of the TEs can be mobilized in the host genomes and thus lead to variability, while
inactive forms tend to be extinct by stochastic losses.

Incongruence found in evolutionary analysis of hosimary led us to suggest the
occurrence of horizontal transfer for this element. First, there is no defined topology in the
phylogenetic tree, with some species interspersed to each other. Second, hosimary phylogeny
shows very short branch lengths, reflecting the high sequence similarity among the species.
Third, the discontinuous occurrence (patchy distribution) observed for hosimary among
species (it was found only in the melanogaster subgroup and Z. indianus among the 51
Drosophilidae species analyzed). These distortions may indicate horizontal transfer.
Nevertheless, other explanations should be considered: the high sequence similarity among the
species can be explained by different evolution rates of the TE between species, and the
patchy distribution of the TE among species can be due to stochastic losses, in which the
element is vertically transmitted with losses along the branches. Additionally, ancestral
polymorphism could justify the incongruence observed in the phylogeny (Capy et al., 1998;
Silva et al., 2004; Loreto et al., 2008). However, the high similarity of the elements and the

time of divergence of their host species (55 MYA between Zaprionus genus and the
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melanogaster group; Robe, 2008), practically excludes the possibility of hosimary acquisition
from a common ancestor.

Horizontal transfer appears to be a more common phenomenon than previously thought
(Silva and Kidwell, 2000; Sanchez-Gracia et al., 2005). Recently, Bartolomé et al. (2009)
performed a comprehensive genomic analyses comparing nucleotide divergence in the
neutrally evolving sites for TEs and host genes to Drosophila melanogaster, D. simulans and
D. yakuba. Synonymous substitutions (dS) are significantly lower in number for several TEs
that were compared to the 10150 host genes analyzed. The authors produced cogent evidence
that HT is very frequent, mainly among LTR retrotransposons and DNA transposons, and that
the rate of HT is about 0.035 event per TE family per MY. Others studies also have shown that
TE horizontal transfer has occurred in a wide range of organisms, like mammals and other
tetrapods (Pace et al., 2008); fishes (Boer et al., 2007), bacteria to insects (Hotopp et al., 2007;
Klasson et al., 2009); and plants (Diao et al., 2006; Roulin et al., 2008).

In order to reinforce the occurrence of HT we compared the dS values between TE and
the host genes. HT is strongly suggested when dS values are significantly lower for the TE if
compared to dS of the host genes in the absence of a strong codon usage bias (Silva and
Kidwell, 2000). The nuclear genes employed for the comparisons show variable N; and CBI
values, but not a very high bias in the codon usage, which is needed to avoid under-estimation
of HT events. The comparison between dS values of TE and host genes dS values suggests the
occurrence of at least three HT events. These events occurred between Z. indianus and other
species of the melanogaster subgroup, between D. melanogaster and D. simulans, and also
between D. melanogaster and D. sechellia. However, in the melanogaster subgroup,
introgression cannot be excluded.

D. melanogaster and D. simulans are human commensal species, while D. mauritiana
is a semi-domestic species. D. sechellia is specialized and geographically confined. Despite
that, the four species of the subgroup melanogaster investigated in this paper are of
Afrotropical origin (Lachaise and Silvain 2004; David et al., 2007). In addition, the Zaprionus
genus seems to share the same age and geographic origin as the melanogaster subgroup
(Remsen and O’Grady, 2002; Yassin et al., 2008). Therefore, there is a physical opportunity

of horizontal transfer between melanogaster group and Z. indianus.
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Several works have shown that many transposable elements have been transferred
horizontally among the Zaprionus genus and the melanogaster subgroup. Maruyama and Hartl
(1991) suggest HT of the mariner element between Z. tuberculatus and D. mauritiana, since
the elements in these species are 97% identical to each other. This event was confirmed by
Brunet (1999) and extended to Z. verruca. Herédia et al. (2004) also report the horizontal
transfer of the gypsy retroelement between D. simulans and Z. indianus. Almeida and Carareto
(2006) showed the HT of the copia element between Z. tuberculatus and melanogaster
subgroup species.

So, it is possible to conclude that the horizontal transfer is a phenomenon that occurs
more frequently than previously imagined (Silva and Kidwell, 2000; Sanchez-Gracia et al.,
2005; Bartolomé et al., 2009). Furthermore, our results could represent an underestimation of
the possible number of HT cases that have occurred in the melanogaster subgroup.
Alternatively, considering the similarity between sequences, only a yet unknown mechanism,
acting in the TE and not in host genes, could explain the lower dS values in the TE than in

host genes.
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Supplementary material.

Table 1. List of Drosophilidae species used in this study.

Genus Subgenus Section Group Species Strain
Drosophila Drosophila quinaria/tripunctata guarani D. ornatifrons
D. subbadia
guaramunu D. griseolineata
D. maculifrons
tripunctata D. tripunctata
D. mediodiffusa
cardini D. cardini
D. cardinoides
D. neocardini
D. polymorpha
D. procardinoides
D. arawakana
pallidipennis D. pallidipennis
calloptera D. ornatipennis
immigrans D. immigrans
funebris D. funebris
virilis- repleta mesophragmatica D. gasici
D. gaucha
repleta D. hydei
D. mercatorum
anulimana D. annulimana
canalinea D. canalinea
flavopilosa D. cestri
D. incompta
virilis D. virilis
robusta D. robusta
Sophophora melanogaster D.melanogaster Oregon
Zola
D. simulans white
yellow
Aguas de Linddia
D. sechellia
D. mauritiana
D. teissieri
D. santomea
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Figure 2: Schematic representation of the transposase aminoacid fragment hosimary family elements, based on

Hosecl1.2. Below the putative transposase (701 amino acid), the three domains identified by CDD are: Zf-BED,

DUF659 and the hAT dimerization domain (hATC). The rectangle above the transposase represents the analyzed

227 amino acid fragment used in this study (approximated size and position). The triangle localizes the 66-bp
intron of Hosecl.2, identified by NetGene2 Server (Brunak et al., 1991; Hebsgaard et al., 1996). These softwares
as well as BLASTn and BLASTX are available at NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).
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Table 2. Accession numbers of the nuclear genes sequences

amd amyrel per sod
D. melanogaster | NM165278.1 NMO057914.3 AF033029.1 | NM057387.3
D. simulans XM002079852.1 | XM002081767 | AF251249.1 | XM00208442.1
D. sechellia XM002039039.1 | XM002034125.1 | AF251250.1 | XM002030033.1
D. mauritiana U96157 AF251240.1 | AF127158.1
Z. indianus AY699263.1 EF458322
Z. tuberculatus AF021823

Table 3. Time of divergence estimate of the TE between the species. sim = D. simulans; sech
= D. sechellia; mel = D. melanogaster; mauri = D. mauritiana; zapri = Z. indianus.

Pairwise comparison | T

melxzapri 2.3125
melxsech 1.3125
melxmauri 1.0625
melxsim 0.9375
zaprixsech 2.6875
zaprixmauri 2.40625
zaprixsim 2.09375
sechxmauri 0.59375
sechxsim 0.46875
simxmauri 0.28125

Sequences analyzed in this work.
- um arquivo com as sequéncias sera enviado para a revista juntamente com o artigo.
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Abstract

hobo is an active class Il transposable element in D. melanogaster that is able to induce
gonadal dysgenesis. This element was recently introduced into the genomes of the
melanogaster subgroup by horizontal transfer. hobo-related sequences (hRSs) are thought to
be relics of old “hobo” invasions, and are therefore ancient genomic constituents. However,
some of these hRSs are still mobile. In the present study, we analyzed the expression pattern of
hobo and one particular class of hRSs, hobo*"S. We show that both elements are expressed as
sense and antisense mMRNA transcripts. It has been suggested that this expression may be
involved in the regulation of hobo transposition by iRNA. Expression analysis in whole mount
embryos revealed a pattern similar to that of some developmental regulatory genes. It has been
suggested that cis-regulatory sequences similar to those in developmental genes exist in hobo
sequences. Therefore, hobo mobilization may contribute to the development of new regulatory

networks during genomic evolution.

Key words: hAT superfamily, relic hobo, transposable elements, regulatory genes, homeotic

genes.

Introduction

When Barbara McClintock discovered transposable elements (TEs), she referred to
them as “controlling elements.” Later, many researchers defined TEs as selfish or parasitic
sequences (Doolittle and Sapienza 1980; Orgel and Crick 1980), or even as “junk DNA.”
Despite their parasitic nature, TEs have a strong influence on the evolutionary trajectory of
their hosts by creating the genetic variability that is necessary for evolution (Kidwell and
Lisch, 1997; 2001). Advantageous genetic variability in the host may be obtained by the
insertion of a TE into a gene regulatory region, which generates a new regulatory pattern by
adding additional TE regulatory sequences. Individual examples of selectively beneficial TE
insertions with apparent regulatory functions have been described in Drosophila and other
species (Feschotte, 2008). Chung et al. (2007) showed that the insertion of the Accord TE is

responsible for the increased expression of an insecticide resistance gene. Additionally, they
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demonstrated that the Accord LTR carries regulatory sequences that change the spatial
expression of the gene, resulting in an insecticide resistance phenotype. Thornburg et al.
(2006) showed that some mobile elements may be rich in transcription factor binding sites.
Jordan et al. (2003) reported that nearly 25% of experimentally characterized human
promoters, including cis-regulatory elements, contain TE-derived sequences.

In contrast, the mobilization of TEs can have negative effects on the fitness of their
hosts, and, therefore demand strategies for transposition control. A recent review (Girard and
Hannon, 2008) suggested that mechanisms related to RNA interference act as key mediators of
transposition suppression. In particular, piwi-interacting RNAs (piRNAs) are thought to be
major regulators of transposon activity (Brennecke et al., 2007). Nevertheless, the extension in
that TE parasite the genomes or the actual contribution that they do for the hosts’ evolution is
already an open question.

The hobo element of Drosophila melanogaster is a Class Il TE that belongs to the hAT
superfamily and transposes via a DNA intermediary (Wicker et al., 2007). A significant
amount of information about this TE has been obtained in D. melanogaster and relative
species, and this information may help answer the unresolved issues mentioned above. In the
genomes of different species of the melanogaster subgroup, the hobo element is present in
three forms: i) complete and autonomous elements, ii) internally deleted elements and iii)
hobo-related sequences (hRS), which are thought to be relics of older hobo elements
(Anxolabéhére et al., 1988). We have previously characterized one type of hobo-related

sequence, referred to as hobo'A™

, which includes nonautonomous elements that have
maintained mobility for a significantly long evolutionary time in the genomes of subgroup
melanogaster flies (Torres et al., 2006; Ortiz and Loreto, 2008). These elements have intact
terminal inverted repeats (TIRs) and conserved subterminal regions that are significantly
similar to the canonical hobo. It has been suggested that these relic hobo elements may be
mobilized in trans by the canonical hobo element (Torres et al., 2006; Ortiz and Loreto, 2008).

In the present study, we describe the transcriptional expression patterns of both

canonical hobo and hobo"A™S

in whole mount embryos. In the first phase of development, the
expression patterns of these transposable elements are similar to some developmental

regulatory genes. In posterior developmental phases, TEs are expressed in the nerve chord.
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This expression pattern suggests that these TEs may have cis-regulatory sequences that are
recognized by transcription factors, as ones that switching on some homeotic genes.
Additionally, antisense transcripts were detected, suggesting the existence of a silencing

mechanism based on interference RNA (iRNA).

Material and methods

Drosophila strains

Two strains of D. simulans were used in this study: white (originated from a D. simulans
hypermutable strain (Loreto et al., 1998a) and yellow (Loreto et al., 1998b). Two D.
melanogaster strains were also used: Oregon R and Zola (Souames et al., 2003). These strains
were chosen because they have different quantities of the canonical hobo elements in their

genomes (see cited bibliography and results).

DNA extraction and PCR

Genomic DNA was extracted from adult flies according to Sassi et al. (2005). To detect the
presence of hobo and hoboVA"™
991 - 5" ACCGTCGACATGTGGAC 3’ and hoboCN 1598 - 5 GGATGGCAATAGGAAGC
3’ for the canonical hobo, and hoboVA 23 - 5° TAGCCATCGATCAACCAACA 3’ and
hoboVA 431 — 5° AGAGCCACGCCGAAAGAATAGT 3’ for the hobo"”"°. PCR analyses
were performed in 25 pl reactions using 20 ng of genomic DNA, 1 U Taq DNA Polymerase
(Invitrogen), 1X reaction buffer, 200 uM dNTPs, 20 pmol of each primer and 1.5 mM MgCl..

The amplification conditions were 95°C for 5 min, 30 cycles at 95°C for 40 s, 55°C for 40 s

in the fly genomes, the following primers were used: hoboCN

and 72°C for 1 min, followed by a final extension cycle at 72°C for 5 min.

Southern Blot

Approximately 6 pg of DNA samples were digested with Xhol (Invitrogen), separated by
electrophoresis on 1% agarose gels and transferred to nylon membranes (HybondN+, GE
Healthcare). The membranes were hybridized with a probe corresponding to the Xhol

fragment obtained by cleavage of the pHFL1 plasmid (Calvi et al., 1991). In order to label and
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detect nucleic acids, Gene Images and a CPD Star Detection kit (GE Healthcare) were used

according to manufacturer’s instructions.

in situ hybridization in whole mount embryos

For canonical hobo and hoboVAH®

riboprobe synthesis, the transposons were amplified using
the template plasmids pHFL1 and pHVA as previously described. The resulting PCR products
were cloned into pCR4-TOPO (Invitrogen). Resulting plasmids were then linearized and
digoxigenin labeled using a DIG-labeled dNTP mix (Roche). For the canonical hobo, the
antisense probe was labeled by T3 in vitro transcription of the Notl-linearized plasmid. The
sense hobo element riboprobe was labeled by T7 in vitro transcription of the Pstl-digested
pCR4-TOPO plasmid. The hobo“A"® sense and antisense probes were created by cleavage
with Notl and Pstl respectively, because the orientation of the inserted PCR fragment into
each plasmid is in the inverse orientation to that of the canonical hobo. in situ hybridization
was performed in embryos collected in different developmental stages as previously described
(Tautz and Pfeifle, 1989). The embryonic stages were identified according to the criteria

outlined by Campos-Ortega and Hartenstein (1985).

RT-PCR

RNA was obtained from adult flies following Trizol protocols (Invitrogen) and treated with
DNasel (Promega) to eliminate DNA contamination. cDNA synthesis was performed using
the M-MLV enzyme (Invitrogen). We synthesized two cDNAs using either random primers or
specific primers designed to detect sense and antisense transcripts separately. The primers
hoboCN991 and hoboCN1597 were used to detect canonical hobo sense and antisense
transcripts, respectively, while hoboVA23 and hoboVA431 primers were used to detect the

sense and antisense hoboVA"S

transcripts, respectively. After the synthesis of the first cONA
strand, PCR for the hobo and hobo"A™ transcripts was performed as previously described.
The same specific primer combination was used in the PCR, except for the canonical hobo.
For this element, another reverse primer was utilized, producing a small, 438 bp fragment
(hoboCN 1407 - 5 GTAGTTGGAGTTCCATCTAGT 3’). Additionally, the Gpdh (Glycerol

3 phosphate dehydrogenase) housekeeping gene was used as a control of amplification and
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DNA contamination. The primers for Gpdh amplification were designed using two exons,
generating a 703 bp fragment in DNA amplification, and 374 bp fragment in cDNA
amplification. The Gpdh primers used were: GPDH 40 - 5 GAGGTGGCTGAGGGCAACTT
3" and GPDH 723 — 5° GAAGTCACAAACGCCTCAGA 3’. Furthermore, other control
reactions were performed alongside RNA samples to test for possible DNA contamination.

in silico search for regulatory sequences

To identify potential transcription factor binding sites in canonical hobo and hobo"*"®, their
sequences (accession number: M69216 and AY764286, respectively) were examined using
Patch 1.0 software (Authors: Jochen Striepe and Ellen Goessling) with the pattern search
program using TRANSFAC 6.0 public sites. Default parameters were used for this search.
This program IS available at http://www.gene-regulation.com/cgi-

bin/pub/programs/patch/bin/patch.cqi.

Results

The presence of hobo in fly genomes
We have performed a PCR analysis of genomic DNA to verify the presence of hobo

and hoboVAHS

in the different Drosophila strains. As can be seen in Figure 1, the expected 607
bp fragment of the canonical hobo was detected in the D. simulans (white and yellow) and D.
melanogaster Oregon R strains. A smaller fragment was observed in the D. melanogaster Zola
strain. This strain was previously described as empty of canonical hobo element (Souames et
al., 2003). The 408 bp hobo'*™ fragment was readily amplified in D. simulans white and
yellow strains, while a smaller fragment was observed in the other species (Figure 1C).
Southern blot analysis confirmed the presence of canonical hobo in the D. simulans white and
D. melanogaster Oregon R strains, as a 2.6 kb band was observed in the Xhol digested
genomic DNA (Figure 2). In the D. melanogaster Oregon R strain, smaller fragments, likely
corresponding to truncated hobo elements, were seen. Additionally, longer fragments were

observed at the top of the blot. These fragments correspond to hobo-related sequences and
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were seen in all of the strains. The D. simulans yellow strain did not show the expected 2.6 kb

band of canonical hobo.

A

T03bp — G - - -

607hp— M —

Figure 1: Products of PCR amplifications for (A) Gpdh gene (control), (B) canonical hobo and (C) hobo"A"S, W=
D. simulans white strain; Y= D. simulans yellow strain; Z= D. melanogaster Zola; O= D. melanogaster Oregon
R.

ql W!

2.6 kb — “

L
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Figure 2: Southern blot of genomic DNA digested with Xhol. The membrane was hybridized with a probe to

W Y

canonical hobo that corresponded to a 2.6 kb fragment. The hRSs (hobo related sequences) are sequences that are
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similar to the canonical hobo. W= D. simulans white strain; Y= D. simulans yellow strain; Z= D. melanogaster

Zola; O= D. melanogaster Oregon R.

Transcriptional expression of hobo and hoboVA™

RT-PCR analysis was performed to verify the transcriptional expression of hobo and
hoboV"S in each strain. Using specific primers for cDNA synthesis, expression of canonical
hobo transcripts, both sense and antisense, were detected in the D. simulans white and D.
melanogaster Oregon R strains (Figure 3B). Canonical hobo antisense transcripts of
unexpected size were detected in the D. simulans yellow and D. melanogaster Zola strains.

VAHS element were observed in all strains (Figure

Sense and antisense transcripts of the hobo
3C), but antisense transcripts showed some bands of unexpected size. Similar results were
obtained when random primers were used for cDNA synthesis of the first strand (data not
shown). The amplification of only a 374 bp fragment of Gpdh, corresponding to processed

MRNA, showed the absence of genomic DNA in all the samples.

SEnse antisense
A
374pb —
B
438ph — W [ -
B
” - -
C
408pb — & = & -_—
- - -
e -
W Y Z 8] W Y Z 8]

Figure 3: RT- PCR of canonical hobo and hobo"*"* in different strains show sense and antisense transcripts. In
(A), gpdh transcripts were used as a control. In (B), the products of canonical hobo transcript amplification are
shown and in (C), products of hobo""* transcript amplification are shown. W= D. simulans white strain; Y= D.

simulans yellow strain; Z= D. melanogaster Zola; O= D. melanogaster Oregon R.
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in situ hybridization of whole mount embryos

To determine the spatial and temporal distribution of the transcriptional expression of
hobo and hobo“"", in situ hybridization experiments using DIG-labeled sense and antisense
probes were conducted at different developmental embryonic stages. The D. simulans and D.
melanogaster strains have different quantities of these elements in their genomes. Thus,
distinct patterns of expression can be seen during embryogenesis. We describe below the

VAHS

expression pattern of hobo , Which is virtually identical to that of the canonical hobo

element.

hoboV"* antisense probe

VAHS

Expression of hobo was initially detected in the syncytial blastoderm during early

embryogenesis, in a uniform and widespread pattern (Figure 4A). In the cellular blastoderm,

an intense accumulation of hobo"A™

transcripts occurs at the periphery of the embryos (Figure
4B). These patterns were detected in all strains examined. In D. melanogaster Zola, however,
these were the only signals observed and subsequent expression was not detected. At later
developmental stages, expression was detected in a strip just anterior to where the cephalic
furrow will later form (Figure 4C). An additional strip was also detected at the posterior
embryo pole (Figure 4D). The anterior and posterior strips persist as the embryo develops and
the cells in between them begin to express hobo¥A". A total of seven strips can be seen in the
late cellular blastoderm (Figure 4E). Around the time of the germ band extension stage,
staining of the seven stripes decreased and another signal was detected near the head of the

embryo (Figure 4F). Later, an accumulation of hobo'A"™

transcripts occurs in the central
nervous system (CNS) along the anterior-posterior axis, with the highest levels in the brain
and nerve cord (Figure 4G). During late embryogenesis, transcript accumulation remains in
the CNS and is also present in the tracheal networks (Figure 4H-I). Although all of these
patterns were observed in the yellow and Oregon R strains, only the stripe staining was

detected in the white strain.
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Figure 4: The spatial expression patterns of hobo and hobo"”" during embryogenesis. (A) Syncytial blastoderm

stage. (B) Cellular blastoderm stage, when an accumulation of hoboA"* transcripts is present at the periphery of
the embryos. (C - E) Late cellular blastoderm stage, showing the formation of seven stripes. (F) Germ band
extension stage; the arrow indicates the signal in the head region. (G - H) Late embryogenesis, with staining in
the CNS; the arrow indicates the tracheal system, which can also be seen in (I). Orientation of embryos: anterior

is to the left. Lateral (A - G) and dorsal (1) views are shown.

hobo"A" and hobo sense probes

VAHS

To detect antisense transcripts of hobo and hobo elements, we used a sense probe.

The observed pattern is similar for both elements and transcriptional expression can be seen

VAHS

primarily in the first developmental stage. Using a hobo sense riboprobe, expression was

detected in the syncytial blastoderm in a uniform distribution, similar to that of maternal
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transcripts (Figure 5A). At the cellular blastoderm stage, hobo“AHS

antisense transcripts
accumulated at the periphery of the embryos (Figure 5B). These patterns were detected in all
strain examined, but were the only signals observed in the Zola strain. In the D. simulans and
Oregon R strains, accumulation of hobo¥A™

CNS (Figure 5C) and in the tracheal networks (Figure 5D).

antisense transcripts were also detected in the

VAHS

Figure 5: hobo and hobo spatial expression during embryogenesis using sense probes. (A) Syncytial
blastoderm stage. (B) Cellular blastoderm stage. (C) Germ band retraction stage, with staining in the CNS. (D)
Transcriptional expression in the tracheal system. Orientation of embryos: anterior is to the left. Lateral (A - D)

views are shown.
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in silico search for regulatory sequences
The in silico search for putative transcription factor binding sites has revealed 235

segments of canonical hobo sequence as potential binding sites. In the hobo¥A™®

sequence, 110
segments were identified as potential binding sites.

Transcription factor binding sites such as Ftz (Fushi tarazu), Eve (Even-skipped), DI
(Dorsal), Hb (Hunchback), Zeste, BEAF-32A/B (boundary element-associated factor of 32
kDa), EcR (ecdysone receptor) and others were identified for both elements.

Since we have detected similar spatial expression patterns for both elements, we
compared the sequence region that is the same in the two elements. As shown in Figure 5A, in
the 5’ region, hobo has putative binding sites for Zeste, EcR, DI, Cad (caudal) and GAGA-
factor upstream of the start codon. In contrast, hobo"* (Figure 5B) has putative binding sites
for Bed, EcR, Cad and Zeste in its 5’ region. In the 3’ terminal regions, however, both
elements have the same putative binding sites, with the exception of a GAGA-factor binding
site, which is only present in the canonical hobo sequence. The GAGA protein is associated
with the transcription of numerous Drosophila genes, including hsp70, hsp26 and Ubx, and
can also act as a potent transcriptional activator (O’Brien et al., 1995).

In the inner sequence region, which is more variable between the elements, the putative
binding sites are virtually the same. Although binding sites for Drosophila heat shock factor
(HSF) were only detected in the canonical hobo sequence, binding sites for the EcR
transcription factor, which is involved in the developmental regulation of heat shock genes
(Luo et al., 1991), and BEAF-32A/B, a boundary element of hsp70 genes, (Hart et al., 1997)

were detected.
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Figure 5: Predicted transcription factor binding sites in homologous regions of the canonical hobo and hobo"*"*

elements, implemented by the software Patch 1.0. (A) binding sites in the canonical hobo sequence and (B)
binding sites in the hobo"*" sequence. The putatively CAAT and TATA box in the hobo""" sequence are also

represented.

Discussion

Several studies have focused on the populational and evolutionary aspects of the hobo
element in D. melanogaster and relative species. Some evidence indicates that the canonical
hobo element is a recent acquisition to the D. melanogaster and D. simulans genomes through
horizontal transfer (Daniels et al., 1990; Periquet et al., 1990, 1994; Simmons, 1992). In
contrast, hobo relics or hobo-related sequences (hRSs) are thought as related to ancient hobo
elements present in the ancestral of melanogaster ancestral group (Lim, 1988; Daniels et al.,
1990; Galindo et al., 2001). In D. melanogaster, the complete hobo element is active and is
capable of producing hybrid dysgenesis syndrome (Blackman et al., 1989; Yannopoulos et al.,
1987). Furthermore, some hRSs have remained mobile for a long evolutionary period, likely
using the canonical hobo as a source of transposase (Ortiz and Loreto, 2008). However, the

dynamic relationship between these sequences and the mechanisms behind their control are
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poorly understood. The strains studied in this work possess varying quantities of canonical
hobo and hobo“*"S elements. Therefore, expression analysis can be useful for understanding
these relationships and mechanisms.

The Zola strain of D. melanogaster was previously shown to not have a canonical hobo
element (Souames et al., 2003) and the D. simulans yellow showed positive PCR amplification
to inner region of canonical hobo. However, in our studies, hobo was not detected by Southern
blot or RT-PCR analysis in either of these strains. When examining the expression of
antisense mRNA, only bands of sizes different than that expected were observed for these
strains. However, the white strain of D. simulans and the Oregon R strain of D. melanogaster
had both sense and antisense transcripts. Recent work has suggested that RNA interference
mechanisms act as mediators of transposition repression (review in Girard and Hannon, 2008).
Shpiz et al. (2009) detected sense and antisense HeT-A transcripts in Drosophila, and suggest
that antisense transcripts of transposable elements serve as a source for rasiRNA generation.
Chambeyron et al. (2008) also detected antisense RNAs transcribed by defective | elements.
These antisense RNAs are likely used to produce antisense piRNAs. Furthermore, efficient
production of these antisense small RNAs requires the presence of functional | elements in the
genome. Interestingly, the Zola strain is highly permissive to hobo mobilization, resulting in
an increased occurrence of gonadal dysgenesis (GD) symptoms (Souames et al., 2003).
However, GD has not been described in D. simulans. We have tested the yellow strain for GD
in two temperatures (20°C and 28°C, data not shown) and have not observed this phenomenon.
D. melanogaster and D. simulans are apparently affected differently by this trait.

It has been suggested that deleted elements may be involved in regulating the

VAHS s involved in

transposition of autonomous elements. Therefore, it is possible that hobo
the control of canonical hobo transposition (Ortiz and Loreto, 2008).
Natural populations show significant variation in hobo copy number (Vieira et al., 1999;
Ruiz and Carareto, 2003). However, little information is available concerning the number of
different “kind of hobo-"" elements in the genome. In D. melanogaster, Kaminker et al. (2002)
found only one full length canonical copy and 23 internally deleted copies. Ortiz and Loreto
(2008) found 11 copies of hobo¥A"®. In the sequenced genome of D. simulans we found only

one copy of full length canonical hobo and a few copies of internally deleted hobo are present
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VAHS

(data not shown). However, 147 copies of hobo were previously found in the sequenced

genome (Ortiz and Loreto, 2008). The expression of hobo"*"S in the D. simulans yellow strain
is significant, with as much sense and antisense mMRNA as can be seen in the whole mount
embryo analysis. However, the D. melanogaster Zola strain does not show significant

VAHS

hoboV"S expression. This may suggest that hoboV*"** is involved in the control of gonadal

VAHS alements observed in the D.

dysgenesis in D. simulans, and that the high number of hobo
simulans genome may be responsible for the differences in D. simulans and D. melanogaster
regarding hybrid dysgenesis.

hobo and hobo""*® are primarily expressed in early embryogenesis and in the central
nervous system. These patterns are similar to those previously reported for some
retrotransposons. Ding and Lipshitz (1994) detected expression of both 297 and opus in the
yolk nuclei of early embryos and in the central nervous system. In addition, they detected opus
expression in seven stripes during the cell blastoderm and early gastrulation stages. As this
pattern evolves into 14 stripes, the authors suggest that this pattern may be characteristic of
some segment polarity genes (e.g. engrailed). However, expression in the tracheal system has
not been previously reported for transposable elements. The developing tracheal system
appears to be dependent on expression of the Hsp60C gene (Sarkar and Lakhotia, 2005).

The conserved expression patterns and their similarity to that of developmental genes
indicate that hobo and hobo“A" expression are linked, directly or indirectly, to the same host
genome factor. Since TEs contain their own cis-regulatory sequences, they may be capable of
changing the transcriptional start sites of adjacent genes. Several studies have demonstrated
that TEs can directly influence the regulation of nearby gene expression, both at the
transcriptional and post-transcriptional level (review in Feschotte, 2008). Bronner et al. (1995)
found that the B104 transposable element is capable of acting in conjunction with a promoter
of the host genome.

We have searched for putative transcription factor binding sites in the hobo and
hoboVA"S sequences. A large number of transcription factors regulate the genes involved in
Drosophila development. For example, the products of the Drosophila gap genes, hunchback
and kruppel, bind to the hunchback promoters (Treisman and Desplan 1989). However,

kriippel is also a target for the redundant activator/repressor system regulated by the anterior
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morphogens bicoid and hb (Hoch et al., 1991). Furthermore, hunchback, together with the
segmentation genes tailless and ftz, regulates the bx region enhancer, a distant cis-element of
the Drosophila Ubx gene (Qian et al., 1991). The ftz gene is located within a cluster of
homeotic genes that comprise the Antp complex (Wakimoto and Kaufman 1981). The
Drosophila fushi tarazu upstream element is an enhancer-like element that is required for the
correct expression of ftz in developing embryos and directs transcription from a minimal
promoter in a ftz-like seven-striped pattern (Pick et al., 1990). However, the seven striped
expression pattern can also be detected for other pair-rule genes, such as engrailed and even-
skipped (Akam, 1987). In this way, the regulatory genes act in a cascade during embryonic
development using a myriad of cis-regulatory sequences. Some of these sequences are present
in hobo and hoboVA". Interestingly, the hobo'A"® element was identified in a hypermutable
strain from which many homoeotic mutants were isolated (Loreto et al., 1998), and some of
these strains were temperature sensitive for phenotypic expression. Interestingly, binding sites
for EcR and BEAF-32A/B, which are associated with the transcriptional activity of heat shock
genes, were found in the hobo"*"*® sequence.

Although sequence scans can identify candidate binding sites, confirmation that a
particular sequence motif can actually act in transcriptional regulation requires direct
experimental examination (Wray 2003). As the regulatory network that drives Drosophila
development is very complicated, it is difficult to know in practice when all the binding sites
that regulate transcription of a particular locus have been identified.

Our results suggest that hobo and hobo“A"®

contain cis-regulatory elements that are
able to respond to some developmental genes. There is growing evidence that changes in cis-
regulatory elements are important in determining key phenotypic differences (Bourque et al.,
2008). Many TEs that can add a variety of functions to their targeted genes have been
described. These additions include polyadenylation sites, promoters, enhancers and silencers
(Trhonburg et al., 2006). The TEs may also have evolved such that they have acquired a novel
function that serves their host (Bejerano et al., 2006). In addition to their deleterious effects,
TEs may provide potentially beneficial developmental and evolutionary effects by acting as

“control elements” in eukaryotic genomes, as initially suggested by Barbara McClintock.
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CAPITULO 4

111 - DiscussAo

Os elementos de transposicao (TEs) sdo ubiquos e abundantes, presentes nos mais
diversos genomas analisados até agora. Desta forma, estudos envolvendo essas sequéncias
podem ser de grande importancia para a ciéncia. Neste trabalho nds analisamos alguns
elementos da superfamilia hAT de transposons, com a intencdo de contribuir para o
entendimento da evolucdo desses TEs, bem como das suas relacbes com 0s genomas
hospedeiros.

Dentro da superfamilia hAT, que possuem membros amplamente distribuidos ao longo
dos genomas (Kempken e Windhofer, 2001), nos estudamos duas familias de transposons: a

familia hosimary e a familia hobo.

FAMILIA HOSIMARY

A descricdo desta nova familia de TEs surgiu da analise de sequéncias originalmente
descritas por nosso grupo de pesquisa (Ortiz e Loreto, 2009). A partir de hosim e hosec foi
caracterizada a familia hosimary, com representantes presentes no subgrupo melanogaster de
Drosophila e em Zaprionus indianus, apresentando mais de 90% de similaridade nucleotidica
entre si. Nestas espécies o numero de copias do elemento mostrou-se variavel: apenas uma
copia foi observada no genoma de D. melanogaster enquanto aproximadamente sete cépias
foram observadas em D. simulans. Apesar de algumas sequéncias, como as de D.
melanogaster, apresentarem mutacfes sem sentido, a maioria das sequéncias representam
copias completas, indicando um elemento potencialmente ativo e capaz de se mobilizar. O
baixo nimero de coOpias observado, juntamente com o fato de estarem completas pode ser
indicativo do qudo recente este elemento encontra-se no genoma.

Analisando uma das espécies, através da técnica de FISH, observamos que a maioria
das cépias de hosimary estad inserida em regides heterocromaticas, com poucas cépias nas
regibes da eucromatina. Utilizando essa mesma técnica de FISH Pimpinelli et al. (1995)

analisaram a distribuicdo de diversos TEs e observaram que a maioria dos elementos séo
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preferencialmente agrupados em uma ou mais regides discretas heterocromaticas nos
cromossomos de Oregon R. Eles demonstraram ainda que a localizagdo desses grupos de TES
sdo altamente conservadas, mesmo em linhagens geograficamente distantes. Por outro lado,
Vieira et al. (1999) observaram uma grande variagdo no nimero de sitios de insercdo entre
populacdes de D. simulans. Os nossos resultados de Southern blot demonstram que o padréo
de insercdo de hosimary ndo parece ser conservado, a0 menos entre as duas linhagens de D.
simulans analisadas.

Adicionalmente, apesar das coOpias localizadas na heterocromatina serem
frequentemente incompletas, elas podem ser trans mobilizadas e algumas delas podem estar
intactas e completas e podem ser reativadas (Biémont e Vieira, 2005). A presenca de copias
potencialmente ativas de hosimary no genoma de D. simulans sugere que as insercdes
observadas na heterocromatina sdo um evento recente.

Alguns autores sugerem que a atividade transcricional pode favorecer a inser¢do de
transposons. A transcri¢do € associada com a descondensacdo da cromatina, o que permite a
acessibilidade do mecanismo de transcricdo ao DNA, e também das enzimas envolvidas na
transposicdo. Fontanillas et al. (2007) observaram que a insercdo de transposons na
eucromatina é moldada pela interagdo da expressdo génica e organizacdo do genoma. No
genoma de D. melanogaster os autores verificaram que a taxa de insercdo de transposons €
maior préximo a genes que sdo expressos na linhagem germinativa que serdo transmitidos
para a proxima geracdo. Entretanto, esse efeito é parcialmente compensado devido a forte
selecdo contra essas insercdes. Assim, as regiGes heterocromaticas que apresentam reduzida
atividade transcricional, parecem funcionar como um *“depdsito” de transposons, que podem
ser extintos, reativados, domesticados ou mesmo atuar no mecanismo de silenciamento de
copias ativas.

Na tentativa de estabelecer as relagdes evolutivas dos elementos da familia hosimary
inconsisténcias na reconstrucdo filogenetica foram observadas. Essas inconsisténcias
sugeriram que a aquisicdo da familia hosimary nos genomas pode ter sido através de
transferéncia horizontal (HT).

Os principais argumentos em favor da HT dos elementos entre espécies baseiam-se no

cumprimento de trés requisitos classicamente usados para inferéncias de casos de transmisséo
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horizontal, como descrito anteriormente. Dentre as hipOteses alternativas a HT todas elas
assumem a existéncia de um ancestral comum entre as espécies envolvidas (Capy et al., 1998).

Apesar de todas as premissas para a inferéncia de HT terem sido observadas, alguns
aspectos merecem consideracdo. No que diz respeito a distribuicdo descontinua do elemento
entre as espécies hospedeiras eventos de perda estocastica poderiam estar envolvidos. No
entanto, se o0 elemento tivesse sido transferido verticalmente, muitos casos de perda dos
elementos ao longo dos ramos filogenéticos teriam que ser considerados, uma vez que 0 tempo
de divergéncia entre o grupo melanogaster e o género Zaprionus é de aproximadamente 55
milhGes de anos (Robe, 2008). No grupo obscura, grupo irmdo ao melanogaster, nao foi
observada amplificacdo de fragmentos da familia hosimary. Assim, é improvavel que esses
TEs estivessem presentes no ancestral comum aos dois clados de espécies. Por outro lado,
apesar dos elementos presentes nas espécies terem sido confirmados através de Southern blot,
a presenca em outras espécies ndo pode ser completamente descartada, uma vez que pode ser
resultado da falta de amplificacdo com os primers usados. Uma alternativa para confirmar a
distribuicdo dos elementos seria a utilizacdo de outros primers ou Dot blot com todas as
espécies analisadas neste trabalho.

Outro aspecto a ser considerado € a falta de resolugdo nos ramos da arvore filogenética.
Entre D. simulans, D. sechellia e D. mauritiana ndo ha resolugcdo nos ramos que separam as
especies. Esta falta de resolucdo parece representar a alta similaridade entre as sequéncias,
porém, pode estar relacionada a falta de sitios informativos nesta regido. Por outro lado, a
grande similaridade entre estas sequéncias pode ser atribuida a uma forte pressdo seletiva ao
invés de eventos de transmisséo horizontal.

A hipotese de selecdo mantendo a similaridade das sequéncias de hosimary foi
considerada através da analise de divergéncia apenas em nivel de substitui¢des sinénimas, que,
na auséncia de um alto indice de uso preferencial de codons, fornece uma medida de evolugao
neutra. Por nossas analises pode-se descartar a hipotese de que a alta similaridade encontrada
entre as sequéncias de hosimary seja efeito de alta pressdo seletiva, ao menos em nivel de
cédons. Esta afirmacdo justifica-se pois, além de utilizarmos apenas as substituicdes
sinbnimas em nossa analise, demonstramos previamente que o uso preferencial de cédons do

elemento € menor que o dos genes nucleares com os quais 0 mesmo foi comparado.
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Os valores de dS estdo inversamente relacionados ao uso preferencial de cddons.
Assim, como as analises de CBI e N mostraram menor tendenciosidade no uso de cédons
para hosimary do que para genes do hospedeiro, o esperado seria 0 dS do elemento ser maior
do que o dos genes nucleares. Entretanto, ndo foi o que observamos. Os valores de dS de
hosimary foram significativamente menores que os dos genes das espécies hospedeiras para a
maioria dos casos comparados, indicando que as sequéncias de hosimary devem possuir um
ancestral comum mais recente do que 0s genes das espécies hospedeiras.

ExplicagOes alternativas para a alta similaridade observada entre as sequéncias de
hosimary ainda incluem presséo seletiva em nivel de RNA. Uma vez que 0 mecanismo de
interferéncia por RNA (iRNA) tem sido proposto como um dos principais reguladores da
atividade de transposons (Girard e Hannon, 2008), as sequéncias de hosimary poderiam estar
sendo mantidas conservadas por gerarem mRNAs alvo para a degradacdo através do
reconhecimento de pequenos RNAs homdlogos a essas sequéncias. Porém, esta hipotese é
pouco provavel, pois além de alguns desses pequenos RNAs serem geralmente gerados por
sequéncias defectivas presentes nos genomas, estas sequéncias sdo muito pequenas e ndo
haveria necessidade de manter um elemento inteiro com tal similaridade. Ainda, uma grande
pressdo seletiva sofrida por estas sequéncias, por estarem envolvidas em algum tipo de
domesticacdo, poderia explicar a grande conservacdo observada. Apesar de todas essas
alternativas serem possiveis, sdo eventos pouco provaveis, e a aquisicdo dessas sequéncias
através de transferéncia horizontal nos parece ser a hipdtese mais parcimoniosa.

Transferéncia horizontal tem sido um mecanismo proposto para os TEs escaparem do
processo de extincdo dentro dos genomas, e parece ser um evento mais comum do que se
acreditava (Bartolomé et al., 2009). Muitos eventos de HT ja foram descritos, inclusive para
elementos da superfamilia hAT, como sugerido para o elemento herves, que parece ter sido
transmitido de um doador desconhecido para o genoma de Anopheles gambiae (Subramanian
et al., 2007), e para o elemento hobo (Daniels et al., 1990). Para muitos transposons a origem
através desse mecanismo parece ser a Unica explicacdo para justificar a historia evolutiva do

elemento.
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Desta forma as sequéncias de hosimary aqui analisadas podem ser um exemplo de TEs
adquiridos muito recentemente pelo genoma destas espécies hospedeiras e a transmisséo

horizontal pode ser a provavel geradora deste cenario.

FAMILIA HOBO

O elemento hobo canénico (HFL1) é potencialmente ativo, apontado como causador de
disgenesia do hibrido com altas taxas de mutabilidade e esterilidade gonadal (Yannopoulos et
al., 1987; Blackman et al., 1987). J4 o elemento hobo"” (ou hobo“A"), embora ndo possua
capacidade para codificar uma transposase funcional, foi apontado como gerador da mutagédo
white em D. simulans. As caracteristicas desses elementos podem ter profundo impacto nos
genomas hospedeiros, como descrito na introducdo desta tese. Dessa forma, mecanismos de
silenciamento de TEs podem ser essenciais para a manuten¢ao da integridade dos genomas.

Analisando a expressdo dos elementos da familia hobo, transcritos antisenso foram
detectados, sugerindo que o mecanismo de silenciamento mediado por RNA controla a
atividade desses TEs. A interferéncia por RNA parece ser um dos mecanismos principais para
regular transposons e surgiu como uma resposta adaptativa contra a invasdo de viroses
(Waterhouse et al., 2001). Neste mecanismo, 0s transcritos antisenso de hobo podem estar
guiando a clivagem de transcritos senso atraves de enzimas da familia Argonauta. Outra
alternativa € que essas sequéncias antisenso, que reconhecem sequéncias senso homdlogas,
estejam atuando em nivel pré-transcricional, através de modificacbes na cromatina que
impedem a transcri¢do dos TEs alvo. Um mecanismo adicional de silenciamento do elemento
hobo foi descrito por Handler e Gomes (1995, 1996), o qual sugere a possibilidade de uma
interacdo negativa entre hobo e elementos relacionados a ele, o que poderia impedir sua
mobilizacao.

O padrio de expressdo de hobo e hoboV*™ durante a embriogénese de Drosophila foi
observado através de hibridizacdo in situ de embrifes inteiros. As diferentes linhagens
analisadas apresentam um padrdo de expressdo transcricional similar, porém um dos padrdes
observados sé foi detectado na linhagem white de D. simulans. A linhagem Zola, usada mais
como um controle negativo da técnica de hibridizacdo, apresentou sinais de hibridizacdo
apenas nos estagios iniciais de desenvolvimento, refletindo provavelmente a acdo de cdpias de
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elementos relacionados a hobo. Dentre as outras linhagens estudadas foi detectada expresséo
transcricional essencialmente no sistema nervoso central e na regido de formacao da traquéia.
Padrbes similares ja foram reportados para outros elementos, principalmente no sistema
nervoso central (Ding e Lipshitz, 1994; O’Kane e Gehring, 1987). O padrdo Unico sugestivo
dos genes de segmentacdo de Drosophila foi observado apenas em D. simulans white.

Os trabalhos que descrevem padrdes de expressao transcricional de TEs em embrides de
Drosophila normalmente sugerem que a observacdo dos mesmos padroes em diferentes
espécies ou linhagens é uma sugestdo de que sequéncias intrinsecas aos elementos estdo
regulando a transcricdo. Isso é observado na maioria dos casos descritos na literatura. No
trabalho de Ding e Lipshitz (1994), dos 15 retroelementos investigados, apenas um deles
apresentou padrdo de expressao distinto entre as quatro linhagens analisadas. 1sso sugere uma
provavel interacdo com outras sequéncias, regulando a atividade transcricional do TE
relacionada a posi¢do de insercao dentro do genoma do hospedeiro. Por outro lado, analisando
0 padrdo de expressdo do elemento P fusionado a lacZ, O’Kane e Gehring (1987) sugeriram
que a expressao induzida pelo promotor do elemento P é muito dependente das sequéncias
adjacentes ao sitio de inser¢do. Em anéalise similar com o fator | Lachaume et al. (1992)
observaram que o efeito de posicdo pode afetar o nivel de expressao deste elemento, mas ndo
modifica a base do padrao de expressdo durante o desenvolvimento de Drosophila.

Dessa forma, sugerimos que o padrdo de expressao transcricional observado entre as
linhagens pode ser dependente de sequéncias cis-reguladoras presentes em hobo e hoboVA™,
que por sua vez podem ser dependentes de interagdes com genes do hospedeiro. O trabalho de
Parkhurstl e Corces (1987) revela a existéncia de relagdes evolutivas entre diferentes TEs em
Drosophila e o envolvimento de diferentes genes celulares no controle da expressao destes
elementos.

Como foi descrito anteriormente, existem diversas evidéncias de que os TEs podem
servir como uma fonte de novas sequéncias regulatorias através da evolucdo. Uma explicacéo
para isso € que a “simples” presenca dos TES nos genomas serviria como uma nova fonte de
sequéncias, através das quais 0s elementos cis-reguladores poderiam emergir de novo, por
meio de mutacBes pontuais (Feschotte, 2008). Outra alternativa é que elementos cis-

reguladores existentes dentro dos TEs estariam diretamente interagindo com genes do
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hospedeiro. Uma grande variedade de elementos regulatorios tem sido identificada em TEs
ativos. Normalmente sdo sinais que 0s TES usam para controlar sua propria expressdo (como
promotores basais e sinais de poliadenilacdo) e uma grande quantidade de sitios de ligacédo
para fatores de transcri¢cdo (TFBSs), que parecem ser super representados em TEs (Thornburg
et al., 2006).

Mudancas em regibes cis-reguladoras com efeitos em seus hospedeiros vém sendo
descritas. Wittkopp et al. (2002) sugeriram que as diferencas na pigmentacao abdominal de D.
melanogaster, D. subobscura e D. virilis s&o parcialmente devidas as mutagdes em regides cis-
reguladoras do gene yellow. Ainda em relacdo ao gene yellow, mudangas dentro de porcdes
cis-reguladoras especificas deste gene parecem relacionadas a evolucdo da pigmentacdo das
asas no género Drosophila (revisdo em Wray, 2007).

Para tentar entender as possiveis relacbes entre o padrdo de expressdo observado e 0s
elementos hobo e hobo¥A" foram realizadas buscas in silico por possiveis sitios de ligacéo
para fatores de transcri¢do nas sequéncias desses TEs. Nesta andlise diversos provaveis TFBSs
foram observados em ambas as sequéncias. As implicacdes da presenca desses TFBSs nesses
elementos podem ser muitas. Os TEs podem alterar a expressdo de genes vizinhos, gerando
variabilidade, ou mesmo interagir com genes que sdo “ligados” por esses fatores de
transcricdo. A linhagem hipermutavel de D. simulans descrita por Loreto et al. (1998) pode ser
um bom exemplo da implicacéo desses elementos no genoma hospedeiro.

Buscas in silico por possiveis sitios para fatores de transcricdo ndo representam a
melhor ferramenta para identificar essas regides, mas podem fornecer alguns indicativos das
relacbes existentes entre a sequéncia dos TEs e o padrdo de transcricdo observado nos
embrides. Um dos fatores de transcricdo com maior nimero de sitios detectados em ambos
elementos foi Zeste. Isso é bastante interessante, uma vez que este fator de transcrigdo parece
interagir com o locus white e também com o complexo bithorax (Mansukhani et al., 1988), e
mutantes homedticos foram observados na linhagem hipermutavel anteriormente descrita.
Além de Zeste, outros fatores de transcri¢cdo sdo sugestivos, tais como LEF-1 (lymphocyte
enhancer binding factor 1), que parece regular a expressao do gene homedtico Ultrabithorax
em Drosophila (Riese et al., 1997), e fushi tarazu, que poderia explicar o padrdo em 7 faixas

observadas nos embrides de D. simulans white. Apesar de serem muito sugestivos a real
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interacd@o destes fatores de transcricdo com hobo e hobo pode ser confirmada em trabalhos

futuros, provavelmente através da construcdo de uma linhagem transgénica.
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PERSPECTIVAS
Como forma de continuacéo deste trabalho, delineamos algumas perspectivas e analises
a serem empregadas com a finalidade de investigar os aspectos que nao foram totalmente

elucidados nesta tese.

- Com relacéo ao trabalho intitulado “hosimary: a new transposon family of Zaprionus
indianus and Drosophila melanogaster”, algumas analises ainda ndo foram completamente
finalizadas. Pretendemos confirmar a distribuicdo de membros da familia hosimary através de
Dot Blot. Adicionalmente, considerando que além do subgrupo melanogaster de Drosophila
este elemento foi detectado somente no género Zaprionus, gostariamos de ampliar 0 nimero
de espécies deste género em nossas analises.

Além disso, pretendemos concluir outros dois trabalhos ndo apresentados nesta tese mas
realizados durante o trabalho de doutorado:

- Um deles refere-se a analise do elemento Mar, um MITE da superfamilia hAT de
transposons descrito por Holyoake e Kidwell (2003). Um resumo deste trabalho, com o0s
principais resultados € apresentado no Anexo 1. Este trabalho tem a colaboracdo da MSc.
Adriana Ludwig. Para a finalizagdo deste trabalho realizaremos a clonagem e anélise do
elemento em uma espécie adicional.

- Outro trabalho envolve a quantificacdo do nimero de copias dos elementos hobo e
hobo“” através de hibridizacdo in situ de cromossomos politénicos (FISH) e PCR quantitativo
(gPCR) em linhagens de D. simulans. Este dltimo trabalho tem a colaboracéo do Dr. Rogério
Margis da UFRGS e da Dra. Yanina Panzera da Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay. Os resultados obtidos até 0 momento sugerem a presenca de 6 copias de hobo no
genoma de Drosophila simulans white detectado através de FISH e uma centena de sinais de
hoboV”. Esses dados foram confirmados por qPCR apenas para o elemento hobo canénico.
Adicionalmente, outras trés linhagens de Drosophila simulans foram utilizadas para
quantificacdo de hobo candnico através de qPCR. Para a finalizacdo deste trabalho anélises de
FISH deverédo ser empregadas em uma linhagem adicional de D. simulans, e a quantificagcdo
através de PCR quantitativo do elemento hobo“” devera ser concluida.
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ANEXO 1.

Estudo do elemento Mar, um MITE, no género Drosophila.
Marindia Depra®”, Adriana Ludwig"",Vera L. S. Valente' e Elgion L. S. Loreto"?
1- PPGBM - UFRGS; 2-Departamento de Biologia — UFSM; 3-Departamento de
Genetica — UFRGS

*- Esses autores contribuiram igualmente para a realizacdo deste trabalho.

INTRODUGCAO: MITEs (Miniature inverted repeat transposable elements) sdo elementos de
transposicao curtos, ndo-autdnomos e frequentemente presentes em alto nimero de cdpias nos
genomas. Varios trabalhos tém sugerido que esses elementos originam-se a partir de
transposons autdnomos que sofreram delecfes internas, mas mantém as repeti¢fes terminais
invertidas (TIRs) conservadas, possibilitando mobilizagdo in trans. O elemento Mar de
Drosophila willistoni possui 610 pb, sitio alvo de duplicacdo (TSDs) de 8 pb, TIRs perfeitas
de 11 pb e ndo apresenta capacidade codificadora. Esse elemento foi classificado como um
MITE da superfamilia hAT com base na similaridade das TIRs e TSDs, e foi encontrado em
apenas uma linhagem de D. willistoni, analisada em um trabalho anterior de outros autores.

RESULTADOS: Na tentativa de caracterizar a representatividade deste elemento e suas
implicacdes evolutivas nos genomas de Drosophila, iniciamos um trabalho de analise da
distribuicdo do elemento Mar em um grande numero de espécies. Um total de 58 espécies de
Drosophila de diferentes grupos dos dois principais subgéneros, Sophophora e Drosophila,
juntamente com Zaprionus indianus, Z. sepsoides, Scaptodrosophila latifasciaeormis e S.
lebanonensis foram testadas por PCR para a presenca do elemento Mar. Obtivemos
amplificacdo de fragmentos somente nas espécies do subgrupo willistoni investigadas: 3
linhagens de D. willistoni, D. paulistorum, D. equinoxialis, D. tropicalis e D. insularis. Os
amplicons de cada espécie foram clonados e sequenciados para a realizacdo de analises
evolutivas do elemento. No entanto, ainda ndo foram obtidas as sequéncias dos clones de D.
tropicallis. Adicionalmente as analises por PCR, realizamos buscas in silico por sequéncias
homologas ao Mar, nos 12 genomas de Drosophila atualmente disponiveis, através da

ferramenta BLAST. Como esperado, o elemento Mar foi encontrado no genoma de D.
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willistoni, porém, nenhuma cépia foi encontrada nos outros genomas. As copias de D.
willistoni foram analisadas quanto a conservacao de TIRs e TSDs, além da caracterizacao da
localizacdo dessas cOpias no genoma. Encontramos cerca de 80 copias completas (TIRs
intactas) deste elemento no genoma de D. willistoni, sendo que a maior parte dessas
sequéncias também apresenta TSDs intactas indicando possivel mobilizagdo recente desse
elemento. A divergéncia média entre as copias € de 9 %, sendo essa alta divergéncia
encontrada tanto entre como dentre espécies. Consistente com prévios trabalhos mostrando
associacao entre MITEs e genes, n6s encontramos 19 copias do elemento Mar localizados
perto de genes e 16 cOpias inseridas dentro de introns. Adicionalmente, realizamos diversas
buscas in silico no genoma de D. willistoni para tentar localizar copias do elemento Mar
codificadoras de transposase. Encontramos apenas uma sequéncia de 2314 pb, que possui
sequéncias homologas ao elemento Mar nas extremidades 5’ e 3’ e uma regido potencialmente
codificadora de apenas 239 aminoécidos com baixa similaridade com transposase. Essa copia
precisa ser melhor analisada, pois sua sequéncia pode apresentar algum intron, o que pode
aumentar a regido codificadora, aumento as chances de ser uma transposase funcional. Ainda,
esta sequéncia pode ser apenas uma insercdo de um transposon dentro do elemento Mar.
Adicionalmente as analises in silico, uma busca por essa cOpia nas outras linhagens de D.
willistoni poderia ajudar a elucidar se essa coOpia trate-se de um transposon codificador de
transposase e potenciamente mobilizador do elemento Mar.

CONCLUSOES: Com base nos dados obtidos até o momento podemos concluir que o
elemento Mar estd ainda ativo ou esteve ativo recentemente no genoma de D. willistoni.
Ainda, pela comparacgéo da filogenia obtida para o elemento Mar com a filogenia das espécies
hospedeiras e a observacao de alta divergéncia do elemento, podemos sugerir que a origem
deste MITE ocorreu apds a separa¢do dos subgrupos willistoni e bocainensis (desde que
espécies deste Ultimo subgrupo ndo possuem o elemento), porém antes do inicio da

diversificacdo do subgrupo willistoni estimado em 5,6 Mya.
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