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Introducao

Entre os processos epigenéticos de controle da expressao génica em
eucariotos, o processo mais conhecido € a metilacdo do DNA, que consiste
essencialmente na adicao de um grupo metil na posicdo C5 de citosinas pela acao
catalitica de metiltransferases, podendo influenciar a expressao génica sem modificar a
sequéncia nucleotidica. Em Drosophila a enzima dDnmt2 é responsavel pela metilagcao
no DNA.

A metilacado do DNA €& um dos principais mecanismos epigenéticos que
regulam a expressao génica em células de mamiferos (cerca de 5% do genoma é
metilado).

Contrastando com diversos grupos de vertebrados, que tém porcdes de DNA
metilado em seus genomas, pouco se sabe sobre a metilacado do DNA em
invertebrados.

Em nosso grupo de pesquisa, estudos com espécies neotropicais do
subgénero Sophophora de Drosophila, revelaram padroes sexo-especificos de
metilacao de genes de rDNA. Além disso, foi detectada uma conservacao na parte do
gene que codifica a porcao catalitica da enzima dDnmt2 entre D. willistoni e D.
melanogaster, havendo variagcao apenas na porgao de reconhecimento da sequéncia a
ser metilada (TRD).

D. willistoni € a unica espécie Neotropical que teve seu genoma sequenciado
pelo projeto Drosophila 12 Genomes Consortium e tem se mostrado singular em
relacao as onze outras, quanto a varias de suas caracteristicas genGmicas, o que
chama atencao para o possivel papel de forgas evolutivas caracteristicas desta regiao
biogeografica, atuantes sobre outras espécies, membros de diferentes subgéneros .

O grupo cardini faz parte do subgénero Drosophila e tem sua distribuicao
descrita para a regiao Neotropical, assim como o grupo willistoni (subgénero
Sophophora). Alguns estudos foram realizados com espécies deste grupo
evidenciando a alta variabilidade encontrada nestas moscas, similar a que é
encontrada nas espécies do grupo willistoni .

Sendo assim, as espécies membros de ambos os subgéneros sao de interesse
para estudos evolutivos comparativos, uma vez que possuem distribuicdo geografica
e preferéncias alimentares similares e sao simpatricas em grande parte do vasto
territorio que ocupam.

Objetivo

Diante da necessidade de ampliar o conhecimento sobre o fendbmeno da
metilacdo no género Drosophila, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a sua
possivel conservacao entre os grupos cardini (subgrupos cardini € dunni) e willistoni,
ambos constituidos de espécies de Drosophila neotropicais.

Material e Métodos

O DNA genbmico foi obtido de acordo com o protocolo de fenol-cloroférmio
padronizado no laboratorio.

Nas analises por PCR foram utilizados primers que anelam na regiao que codifica
a isoforma B da enzima dDnmt2, amplificando um fragmento de aproximadamente
980pb, descritos para D. melanogaster. Os produtos de PCR foram diretamente
purificados por reacao enzimatica com exonuclease | e shrimp alkaline phosphatase
(Exo-SAP) e posteriormente submetidos a sequenciamento automatico.

Os cromatogramas foram editados no software Staden 2.0, e os alinhamentos
gerados foram analisados através do uso dos softwares Mega 4.1, Muscle v3.8.31 e
GeneDoc 2006.

Para investigar a ocorréncia de fragmentos sexo-especificos metilados nos
genes de rDNA nas espécies do grupo cardini, amostras de DNA genémico de machos
e fémeas de D. polymorpha, D. neocardini e D. cardinoides foram submetidas a
clivagem por Methylation Sensitive Restriction Endonucleases (MSRE) com as enzimas
Alul e Taql e analisadas por Southern blot, utiizando como sonda o plasmideo
pDmM238, que contém os genes de DNA ribossomal de D. melanogaster.

Resultados

Das dez espécies do grupo cardini analisadas por PCR, houve amplificacido do
fragmento esperado em 8 espécies: D. acutilabella, D. cardinoides, D. dunni, D.
neocardini, D. nigrodunni, D. neomorpha, D. parthenogenetica e D. similis (figura 1).
Como controle positivo utilizou-se a espécie D. melanogaster.
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Fig 1. PCR do fragmento de Dnmt2 em espécies do grupo cardini analisadas. Marcador: 1Kb
Plus DNA Ladder Invitrogen®.

O alinhamento da sequéncia nucleotidica (Tabela 1) e sequéncia de
aminoacidos da regiao TRD das espécies, cujos fragmentos foram sequenciados,
indicou uma consideravel diferenca entre as sequencias de espécies do grupo cardini
analisadas em relacao a D. willistoni (Figura 2).
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Tabela 1. Valores percentuais de similaridade nucleotidica entre as espécies analisadas da regiao
TRD

D. willistoni  D. neomorpha D. neocardini D. parthenogenetica D. cardinoides D. dunni D. nigrodunni

D. willistoni 45% 48% 91% 92% 50% 91%
D. nheomorpha 84% 83% 83% 82% 99%
D. neocardini 86% 87% 88% 60%
D. parthenogenetica 98% 89% 61%
D. cardinoides 90% 62%
D. dunni 62%
D. nigrodunni
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Fig 2. Alinhamento de aminoacidos da regiao de reconhecimento da sequéncia a ser metilada
(TRD) dos fragmentos de espécies do grupo cardini sequenciados.

Nas analises por Southern Blot do DNA gendmico das espécies do grupo
cardini (D. cardinoides, D. neocardini e D. polymorpha) com a sonda pDm238 (rDNA)
nao foram observados padroes de fragmentos indicativos de metilagao sexo-especifica
(Figura 3).
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Fig 3. Southern blot das espécies do grupo cardini clivadas com Alu | e Taq I: A)}AD. cardinoides e

D. neocardini € B) D. polymorpha. Sonda: pDm238 (rDNA). Marcador: 1Kb Plus DNA Ladder
Invitrogen®.

Discussao e Perspectivas

A comparacao de padrbes de controle epigenético da expressao génica por
metilacao entre os grupos cardini e willistoni de Drosophila € de grande interesse, uma
vez que pode revelar respostas similares (ou ndo) a fatores ambientais comuns,
atuantes no Neotropico. Além disso, estudos moleculares direcionados a resolugao
filogenética de representantes Neotropicais do género Drosophila sao escassos.

Nosso grupo de pesquisa vem realizando uma série de estudos sobre as
espécies de Drosophila de ambos os grupos, sob aspectos moleculares, ecologicos e
citogeneéticos, no intuito de preencher esta lacuna do conhecimento.

Em nosso presente trabalho, pudemos evidenciar que, apesar de serem
especies neotropicais, partilhando nichos e ecologia semelhantes, as espécies dos
grupos cardini e willistoni nao apresentam analogia na ocorréncia de metilagao em
seus genomas.

Os fragmentos analisados que contém a porcao de reconhecimento da
sequéncia a ser metilada (TRD), apresentam alta divergéncia nucleotidica entre as
especies do grupo cardini quando comparadas as do grupo da D. willistoni, o que
também pode ser evidenciado pelo alinhamento dos aminoacidos.

Assim, o fenbmeno da metilacao sexo-especifica dos genes de rDNA parece
ser uma peculiaridade da Drosophila willistoni e das espécies mais proximamente
relacionadas a ela.

Os proximos passos do nosso trabalho serao: sequenciar os fragmentos
amplificados de Dnmt2 nas demais espécies do grupo cardini € analisar por Southern
blot, as espécies deste grupo que nao foram ainda estudadas para confirmar as

conclusodes descritas acima.
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