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RESUMO

Os elementos transponiveis sdo conhecidos por possuirem a fascinante
propriedade de mudarem de local dentro do genoma de suas espécies
hospedeiras e mesmo de serem capazes de atravessar barreiras inter-
especificas, invadindo novos genomas. Neste estudo, uma nova familia de
elementos transponiveis, denominada harrow, é descrita para a Superfamilia hAT.
Buscas por sequéncias harrow foram realizadas em 65 espécies de
Drosophilidae, sendo que a maior parte dessas espécies pertence a grupos
Neotropicais do género Drosophila ou é cosmopolita. As sequéncias harrow
encontradas apresentam distribuicbes descontinuas ao longo do género
Drosophila e apresentam altas similaridades entre si, inconsistentes com os
tempos de divergéncia das espécies hospedeiras. Além disso, incongruéncias
topologicas foram encontradas entre as filogenias de harrow e das espécies
hospedeiras. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que harrow
provavelmente invadiu os genomas de seus hospedeiros por multiplos eventos de
transferéncia horizontal, os quais devem ter ocorrido entre espécies dos Tropicos
do Novo Mundo. Estes resultados reforcam a visdo de que eventos de
transferéncias horizontais entre eucariotos sdo mais comuns do que se previa

anteriormente.



ABSTRACT

Transposable elements are known for their amazing properties of moving
from one place to another inside the genome of their host species, as well as, for
their ability to cross species boundaries, invading new genomes. In this study, a
new family of transposable elements, harrow, is described for the hAT Superfamily
of DNA transposons. Searches for harrow sequences were conducted in 65
Drosophilidae species, mainly representing Neotropical and cosmopolitan group
species from genus Drosophila. The obtained harrow sequences show a
patchy distribution along the genus Drosophila and present high sequence
similarities, which are inconsistent with the divergence times of the host
species. Additionally, topological incongruities were found between harrow and
host species phylogenies. The results obtained in this study indicate that harrow
has probably invaded its host genomes through multiple horizontal transfer events,
which should have occurred in Neotropical regions. These results support the
growing view that horizontal transfers between eukaryotes are more common than

they have been thought before.
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CAPITULO |

Introducgao

1) Elementos transponiveis

Elementos Transponiveis (TEs, do Inglés “Transposable Elements”) sao
sequéncias de DNA que possuem a propriedade de moverem-se de um local para
outro dentro do genoma de seu hospedeiro ou mesmo invadirem novos genomas.
Esta propriedade pode ser intrinseca, quando o proprio elemento codifica a
enzima responsavel por sua mobilizagdo, sendo assim denominados elementos
autbnomos. Outros elementos, chamados n&o-autbnomos, ndo codificam uma
enzima funcional, mas podem vir a ser “trans-mobilizados” com o auxilio de
enzimas codificadas por elementos autbnomos relacionados.

TEs foram encontrados em virtualmente todos os organismos eucariotos
analisados até hoje, perfazendo parte significativa do genoma da maioria das
espécies. Por exemplo, estima-se que mais de 50% do genoma do milho (San
Miguel et al., 1996), 22% do genoma de Drosophila melanogaster (Kapitonov e
Jurka, 2003) e 45% do genoma humano (“International Human Genome
Sequencing Consortium”, 2001) sédo constituidos por TEs.

Por muito tempo, a fragdo do genoma que ndo possuia uma fungao
conhecida foi chamada de “DNA lixo”, da qual os TEs faziam parte, e acreditava-
se que esta regido nao exercia papel algum na evolugdo dos genomas. Em
seguida, o termo “DNA egoista” passou a ser usado para descrever a propriedade
dos TEs de se multiplicarem no genoma hospedeiro. Finalmente estas
denominagdes, que possuem certa conotagao pejorativa, estdo caindo no desuso,
pois ignoram que, embora a maioria das mutagdes causadas por TEs (assim
como por outros fatores mutagénicos) sejam neutras ou deletérias, eles podem
também causar alteragdes que contribuam significativamente para a evolugao dos

seus genomas hospedeiros.
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As mutacbes causadas pela mobilizagdo de TEs podem variar desde
modificagbes do tamanho e arranjo de genomas inteiros até substituicbes,
delegdes e inser¢des de um unico nucleotideo. O espectro de mutagdes induzidas
por TEs parece ser maior do que o produzido por qualquer outro fator mutagénico,
pois além de ocorrerem no momento de sua insergao, estas alteragdes podem
ocorrer durante excisbes nao precisas ou por recombinacdes ectdpicas de
elementos, por exemplo (Kidwell e Lisch, 2001).

Como mencionado anteriormente, mutacbes causadas por TEs nem
sempre s&do neutras ou deletérias. Lin et al. (1998) propdéem que a insergao do
elemento P, no terceiro intron do gene methuselah, leva a um aumento de 35%
do tempo de vida de mutantes homozigotos para essa inser¢do. Revelam ainda
que estes mutantes sdo mais resistentes a estresses causados por agentes
oxidantes (Paraquat), privagdo de alimento e temperaturas elevadas.

Além disso, TEs podem desempenhar uma fungao adicional importante na
evolugdo dos organismos ao funcionarem como reservatorios de sequéncias para
inovagdes geneéticas (Volff, 2006). Em interessante e detalhada reviséo, Volff
(2006) indica que sequéncias derivadas de TEs foram recrutadas repetidas vezes
por seus hospedeiros durante a evolucdo. Um exemplo deste tipo de
domesticacdo de sequéncias € apresentado por Muehlbauer et al. (2006). Os
autores identificam um gene expresso, aparentemente funcional, chamado gary,
no genoma de milho, cevada e trigo. Este gene, que esta sofrendo pressao
seletiva positiva, € provavelmente resultado do recrutamento de uma transposase
da Superfamilia hAT, no entanto sua fungdo permanece desconhecida.

Com a publicagdo do genoma humano, um significativo numero de genes
aparentemente derivados de recrutamento de TEs foi encontrado. No artigo da
publicagdo do genoma, 47 genes humanos sao listados como sendo,
provavelmente, originados de transposons (‘International Human Genome
Sequencing Consortium”, 2001). No entanto, elementos transponiveis ja foram
também reportados como estando envolvidos em casos de algumas doencgas
humanas, como hemofilia (Kazazian, 1988), distrofia muscular de Duchenne
(Narita et al., 1993) e neurofibromatose do tipo | (Wallace et al., 1991), entre
outras. Acredita-se que a variagdo nos niveis de expressdo de TEs no genoma

humano, principalmente dos elementos Line-1 e Alu, podem estar correlacionados
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a variacdo individual da susceptibilidade de desenvolver céncer e em ter
deficiéncias reprodutivas, assim como de transmitir doengas alélicas geradas de
novo (Hedges e Deininger, 2007).

Kidwell e Lisch (2001) apresentam uma revisdo sobre o papel do TEs na
evolugdo dos genomas e sobre a estreita relagdo TE-hospedeiro. Nessa reviséo
eles mostram que a propria evolugédo dos TEs, com toda a sua rica complexidade,
revela a artificialidade da distingdo entre “DNA egoista” e “DNA altruista”.
Segundo esses autores, a relagdo TE-hospedeiro € tdo dindmica e intima que
qualquer disting&o rigida entre os dois € sem sentido.

2) Transferéncia Horizontal X Transferéncia Vertical

Além de ter como caracteristica principal a propriedade de mudar de local
dentro do genoma, os TEs possuem a impressionante propriedade de atravessar
as barreira inter-especificas para invadir novos genomas hospedeiros. Este
processo, denominado Transferéncia Horizontal (HT, do inglés “Horizontal
Transfer”), pode ser definido como a troca de material genético entre espécies
isoladas reprodutivamente (Capy et al., 1998). A primeira inferéncia de HT em
Drosophila foi a recente invasao do elemento P no genoma de D. melanosgaster
(Kidwell, 1983), detectada a partir de estudos sobre a disgenesia do hibrido. Este
fenbmeno é causado pela mobilizagdo de certas familias de elementos em um
novo genoma, o0 qual ndo possui mecanismos para reprimir transposigdes
excessivas, gerando diversos tipos de mutantes. Este caso de HT do elemento P
foi posteriormente demonstrado por dados moleculares (Daniels et al., 1990a;
Clark et al., 1995, 2002; Clark e Kidwell, 1997) e tornou-se um dos casos mais
famosos e convincentes de HT em Drosophila.

ApOs esse caso, varios outros eventos de HT no género Drosophila vém
sendo relatados, envolvendo elementos como: mariner (Maruyama e Hartl, 1991;
Brunet et al., 1999, entre outros), Minos (Arca e Savakis, 2000; Almeida e
Carareto, 2005), hobo (Daniels et al., 1990b; Simmons, 1992, entre outros), gypsy
(De Frutos et al., 1992; Herédia et al., 2004; Ludwig e Loreto, 2008), copia
(Jordan et al., 1999; Almeida e Carareto, 2006) e gtwin (Ludwig e Loreto, 2007,
Kotnova et al., 2007).
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Quando os TEs sao transmitidos verticalmente, espera-se que suas
historias filogenéticas retratem, ao menos em termos amplos, aquelas de seus
hospedeiros (Silva et al., 2004). Quando inconsisténcias entre as filogenias dos
TEs e de seus hospedeiros sdo reveladas, deve-se considerar quais possiveis
alternativas levam a explicagdo desses dados. Uma possivel explicacdo para tais
inconsisténcias filogenéticas é a de que estes TEs n&o tenham sido transmitidos
verticalmente e sim por eventos de HT entre as espécies.

Segundo recente revisdo de Loreto et al. (2008), além de premissas
basicas como sobreposigado geografica, ecoldgica e temporal entre as espécies
possivelmente envolvidas, trés tipos de distorgdes filogenéticas sdo normalmente
usadas para inferir eventos de HT de TEs: 1) detecgdo de elementos com alto
grau de similaridade de sequéncia entre espécies distantes evolutivamente; 2)
diferengas topologicas entre as filogenias dos TEs e de suas espécies
hospedeiras; e 3) distribuicdo descontinua de um TE entre espécies préximas
evolutivamente.

No entanto, mesmo que essas situagdes sejam verdadeiras para um dado
caso, antes de inferir eventos de HT, € necessario excluir qualquer possibilidade
de transferéncia vertical, uma vez que polimorfismo ancestral, taxas evolutivas
diferentes entre espécies, pressoes seletivas fortes em porgbes do elemento
ancestral e perdas estocasticas podem ocorrer (Capy et al., 1998).

3) Classificagao dos TEs

A classificacdo de TEs passou por mudancas a partir de dezembro de
2007, com a publicagcdo de Whicker et al. (2007). Os autores reorganizam o
sistema de classificagdo de TEs, mantendo padrbes antigos, como a divisdo em
duas Classes de acordo com o intermediario de transposigdo, e inovando em
outros, como a divisdo da Classe |l em subclasses de acordo com o numero de
fitas de DNA clivadas no sitio doador durante o processo de transposicao.

Elementos de Classe |, também chamados retrotransposons, utilizam
um intermediario de RNA ao transporem-se, ndo havendo clivagem no sitio
doador. O RNA intermediario é transcrito de uma copia do elemento que

esta inserido no genoma e em seguida é transcrito reversamente para
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cDNA, por uma transcriptase reversa. Na sequéncia, este cDNA ¢é inserido
em outro local do genoma. Este processo de mobilizagdo € descrito como
replicativo, pois aumenta o numero de copias do elemento no genoma a
cada evento de transposicéo.

A Classe | é subdividida em cinco Ordens, com base em
caracteristicas de seu mecanismo, organizacéo e filogenia da transcriptase
reversa: retrotransposons com longas repeticdes terminais (LTRs — do
inglés “long terminal repeats”), LINEs (do inglés “long interspersed nuclear
elements”, ou seja, longos elementos nucleares dispersos), SINEs (do inglés
“short interspersed nuclear elements”, ou seja, curtos elementos nucleares
dispersos), elementos relacionados a DIRS (“DIRS-like”) e elementos
relacionados a Penelope (PLEs - “Penélope-like”)

Nos retrotransposons com LTRs, as longas repeticbes terminais
diretas flanqueiam uma regido que tipicamente possui duas fases abertas de
leitura, gag e pol, que codificam as enzimas necessarias para a sua
replicacdo e transposicao. LINEs e SINES ndo possuem LTRs. Os LINES
autbnomos codificam pelo menos algumas enzimas requeridas para sua
transposi¢cdo, como a transcriptase reversa e uma nuclease, em sua fase
aberta de leitura pol. Os SINEs s&o n&o-autbnomos e as proteinas
requeridas para sua mobilizacdo podem ser fornecidas pelos elementos
LINEs, embora ndo sejam derivados de elementos autdnomos de Classe |
deletados. As Ordens dos DIRs-like e PLEs surgiram com a nova
classificacdo de TEs (Whicker et al., 2007) e, apesar de apresentarem
mecanismo/estrutura diferente dos outros elementos de Classe |, foram
inseridos nesta classe por também se transporem com intermediario de
RNA.

Elementos de Classe Il, também chamados transposons de DNA,
transpdem-se diretamente via DNA, e sdo divididos em duas subclasses de
acordo com o numero de fitas de DNA que sado clivadas no processo de
transposicao (para revisao detalhada da classificagdo de TEs ver Wicker et al.,
2007). A Subclasse 1 compreende os classicos TEs, os quais clivam ambas as
fitas de DNA durante a transposi¢ao, por um mecanismo denominado “corta-e-
cola”. A Subclasse 2 compreende os TEs que transpéem-se clivando apenas uma
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das fitas de DNA, incluindo 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 que ndo possuem mecanismo de transposi¢céo
completamente elucidado.

Os elementos da Subclasse 1 podem ser divididos em duas Ordens: a
Ordem TIRs (do inglés “Terminal Inverted Repeats”, ou seja, que possuem
repeticdes terminais invertidas ) e a Ordem Crypton. Whicker et al. (2007)
incluem Crypton como uma nova ordem, pois, embora se conhega muito pouco
sobre este elemento, acredita-se que ele transponha-se diretamente por DNA a
partir da clivagem de ambas as fitas de DNA (sendo posicionado assim na
Subclasse 1 da Classe Il). No entanto, Crypton ndo possui TIRs, sendo assim
designado como uma segunda Ordem da Subclasse 1.

Membros da Ordem TIRs s&o elementos da Classe Il Subclasse 1 que
possuem TIRs flanqueando o gene da transposase. A transposase € a enzima
responsavel por reconhecer as TIRs e clivar as duas fitas de DNA em ambas as
pontas do elemento no processo de transposicdo. Estes elementos estédo
distribuidos em nove Superfamilias, de acordo com a estrutura da proteina ou
dominios nao codificadores, que sado: Tc1-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib,
P, PiggyBac, PIF-Harbinger e CACTA. Elementos da mesma Superfamilia
apresentam limitada similaridade de sequéncia de aminoacidos e compartilham
caracteristicas como presenga/auséncia e tamanho da duplicagdo do sitio alvo
nas extremidades do elemento no momento de sua inser¢cao e baixa similaridade

de sequéncia das TIRs .

4) Superfamilia hAT

Desde a caracterizagcdo molecular dos primeiros TEs descritos (Ac —
Activator e Dc - Dissociation), no inicio da década de 1980, uma quantidade
crescente de TEs tém sido isolados e caracterizados. Logo se tornou evidente
que alguns transposons compartilhavam caracteristicas estruturais e funcionais
com o elemento Ac, formando uma dentre as varias familias de transposons
(Kempken e Windhofer, 2001). Em 1994, Warren et al. criaram o nome hAT para
a Superfamilia, fazendo referéncia aos seus trés membros fundadores: hobo de

16



Drosophila melanogaster (Calvi et al., 1991), Activator (Ac) de Zea mays
(McClintock, 1948), Tam3 de Antirrhinum majus (Hehl et al., 1991).

Uma caracteristica compartilhada pela maioria dos elementos hAT € a
presenca de TIRs normalmente curtas (5 a 27pb) e com sequéncias pouco
definidas, além de poucos dominios conservados na transposase (Rubin et al.,
2001). Além disso, a inser¢cao desses elementos em determinado local causa a
duplicagdo 8pb do genoma do hospedeiro.

O numero e estrutura dos dominios conservados entre sequéncias da
transposase de elementos hAT variam de acordo com os elementos analisados e
com os programas utilizados. Calvi et al. (1991) localizam trés regides
conservadas, situadas da por¢cado mediana a final da transposase, denominadas
regides 1, 2 e 3, sendo que a regidao 3, localizada na porgao C-terminal da
transposase, apresenta alta similaridade entre os elementos hobo, Ac e Tam3.
Kempken e Windhofer (2001), analisando elementos hAT de plantas, animais e
fungos e identificaram os mesmos dominios conservados que Calvi et al. (1991).
Ja Rubin et al. (2001) identificam seis blocos de aminoacidos conservados,
dividindo em dois dominios a regido 2 e em trés dominios menores a regido 3
descrita por Calvi et al. (1991). Ortiz e Loreto (2009), analisando outro conjunto
de elementos hAT, encontram estes mesmos seis dominios, entretanto, com o
emprego de diferentes programas computacionais este numero pode chegar a 18
dominios conservados.

Hickman et al. (2005) apresentam um estudo profundo da arquitetura
molecular da proteina da transposase do elemento Hermes, membro da
superfamilia hAT. Os autores determinaram a estrutura tridimensional da
transposase de Hermes e caracterizaram trés dominios estruturais: 1) um dominio
N-terminal; 2) um dominio catalitico com assinatura DDE e 3) um grande dominio
todo em a-hélice inserido no dominio catalitico, constituido pelos aminoacidos da
porcao mediana a final da transposase.

O dominio N-terminal da transposase identificado por Hickman et al. (2005)
parece ser o dominio de ligagcdo a DNA sitio-especifico, responsavel pelo
reconhecimento das TIRs, e esta localizado adjacente ao dominio BED “finger”.
Aravind (2000) caracteriza o dominio BED “finger”, também chamado Zn-BED,

(que possui o motivo BED e o motivo “Zinc finger”), presente na regido N-terminal
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de transposases de varias elementos hAT. O dominio BED “finger” é
aparentemente responsavel pela propriedade de ligacdo da transposase ao DNA
(Aravind, 2000) ou, mais especificamente, ligagdo ao DNA néo especifico durante
a transposicdo (Hickman et al, 2005). Uma regido N-terminal, de
aproximadamente 200 aminoacidos, também foi identificada por Kunze (1996) ao
estudar a transposase codificada pelo elemento Ac, de milho. Esta regido também
€ apontada como apresentando fung¢des de transporte nuclear e de ligagdo a DNA
(Kunze, 1996).

Hickman et al. (2005) identificam um dominio catalitico que possui uma
assinatura DDE, comumente encontrada em integrases de retrotransposons e
retrovirus e no centro catalitico de transposases (Capy et al., 1998). Entretanto,
esta assinatura ndo havia sido previamente encontrada em transposases de
elementos da Superfamilia hAT.

A regido C-terminal da transposase de Hermes ja havia sido previamente
caracterizada, correspondendo, ao menos em termos, a regido 3 proposta por
Calvi et al. (1991) (Michel et al., 2003). Esta por¢cédo C-terminal é tida como a
mais conservada entre membros da Superfamilia hAT e contém um dominio de
dimerizagdo. Um dominio equivalente foi previamente descrito por Essers et al.
(2000) para a transposase de Ac e € denominado dominio de dimerizagcdo da
familia hAT. Essers et al. (2000) indicam que varios segmentos do dominio de
dimerizagdo apresentam uma estrutura predita de a-hélice e que este dominio
pode ser considerado uma sequéncia assinatura de transposases de elementos
da Superfamilia hAT.

A Superfamilia hAT é numerosa e amplamente distribuida, tendo membros
descritos nos trés reinos eucarioticos (por exemplo, dTok em espécies do género
Oryza — Moon et al., 2006; Restless em Tolypocladium inflatum — Kempken and
Kack, 1996; e Myotis-nhAT em Myotis lucifugus — Ray et al., 2007). No genoma
humano, por exemplo, ha cerca de 195.000 coépias de membros de hAT
(“International Human Genome Sequencing Consortium”, 2001).

Varias familias de elementos hAT foram caracterizadas em insetos, como
hobo em D. melanogaster (Calvi et al., 1991) Hermes em Musca domestica
(Warren et al., 1994), Hermit em Lucilia cuprina (Coates et al., 1996), Homer em
Bactrocera tryoni (Pinkerton et al., 1999), hopper em B. dorsalis (Handler e
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Gomez, 1997) e Herves em Anopheles gambiae (Arensburger et al., 2005).
Recentemente, novas sequéncias de hAT, pertencentes a quatro familias
diferentes, foram identificadas por Ortiz e Loreto (2009) através de buscas in silico
no 12 genomas disponiveis de Drosophila (“Drosophila 12 Genomes Consortium”,
2007).

Esta ampla distribuicdo de elementos hAT parece ser devida a origem
muito antiga desta superfamilia, provavelmente precedendo a separagdo de
plantas, fungos e animais (Rubin et al., 2001). No entanto, alguns casos de HTs
podem explicar a distribuicdo destes elementos e as relagdes entre sequéncias
hAT em alguns grupos de espécies. Eventos de HTs parecem fazer parte da
histéria evolutiva de alguns membros da Superfamilia hAT como, por exemplo,
Herves, transmitido de um doador desconhecido para o genoma de Anopheles
gambiae (Subramanian et al., 2007); Tol2, o qual invadiu duas espécies de peixes
do género Oryzias (Koga et al., 2000) e Myotis-hAT1 passado para o genoma de
morcegos do género Myotis a partir de uma fonte desconhecida (Ray et al,
2007). Este ultimo caso é especialmente interessante, visto que, até entéo,
acreditava-se que transposons de DNA se tornaram inativos na linhagem de
mamiferos ha muito tempo e este é o primeiro registro de atividade recente de
transposons de DNA em uma linhagem de mamiferos.

No género Drosophila, o elemento hobo, da Superfamilia hAT, € um dos
TEs mais estudados e aparentemente esta envolvido em eventos de HTs
recentes entre membros do grupo melanosgaster, pertencente ao subgénero
Sophophora (Boussy e Daniels, 1991; Pascual e Periquet, 1991; Simmons, 1992).
Além disso, foi sugerido que hobo foi transmitido horizontalmente entre alguma
espécie do grupo melanogaster e uma espécie de mosca-das-frutas de um
género distinto, a Ceratitis capitata (Handler e Gomez, 1996; Torti et al., 2005).
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5) Género Drosophila

O género Drosophila possui uma distribuicdo ampla e dinédmica, sendo
composto por 1.157 espécies, agrupadas em 8 subgéneros (Bachli, 2008), sendo
eles: Chusqueophila, Dorsilopha, Drosophila, Dudaica, Phloridosa, Psilodorha,
Siphlodora e Sophophora. Dentre os subgéneros, podemos destacar dois,
Drosophila e Sophophora, pela diversidade de espécies apresentadas.

Segundo Russo et al. (1995), estes dois subgéneros divergiram ha cerca
de 40 milhdes de anos. Tamura et al. (2004), por outro lado, ao corrigir distancias
sinbnimas para os efeitos de viés na utilizacdo de codons, obtém estimativas mais
antigas, da ordem de 63 milhdes de anos. De acordo com Robe (2008), a partir de
extenso estudo com uso de marcadores nucleares e biogeografia, estes dois
subgéneros divergiram ha cerca de 55 milhées de anos.

5.1) Subgénero Drosophila

O subgénero Drosophila &€ o maior representante do género
Drosophila, com pelo menos 739 espécies, subdivididas em 45 grupos
(Bachli, 2008): angor, annulimana, antioquia, aureata, bizonata, bromeliae,
calloptera, canalinea, caponei, carbonaria, cardini, carsoni, coffeata,
dreyfusi, flavopilosa, funebris, gquarani, gquttifera, histrio, immigrans,
macroptera, melanica, mesophragmatica, morelia, nannoptera, nigrosparsa,
onychophora, pallidipennis, peruensis, peruviana, picta, pinicola, polychaeta,
quadrisetata, quinaria, repleta, robusta, rubrifrons, simulivora, sticta,
testacea, tripunctata, tumiditarsus, virilis e xanthopallescens.

Throckmorton (1975) propde para o subgénero Drosophila duas
linhagens principais: a radiagcédo virilis-repleta e a radiagdo quinaria-
tripunctata, além do grupo funebris, basal em relagdo a ambos. Segundo
Russo et al. (1995), membros das duas radiagdes divergiram entre si ha
aproximadamente 33 milhdes de anos. Ja Robe (2008) indica que a
separagao entre essas duas radiagdes ocorreu ha aproximadamente 45
milhées de anos, no Oriente do Velho Mundo. Ainda segundo esses autores,
depois de diversificarem-se, as duas radiagdes invadiram a regido Holartica

20



(ha aproximadamente 32-28 milhdes de anos), chegaram a regidao Neatica e,
em seguida (ha cerca de 25-22 milhdes de anos) invadiramm a regido
Neotropical.

A radiacao virilis-repleta € formada por 19 grupos, dos quais sete sdo
usados no presente estudo, sendo eles: mesophragmatica, repleta,
annulimana, canalinea, flavopilosa, virilis e robusta.

O grupo mesophragmatica, descrito originalmente por Brncic e Koref-
Santibafiez (1957), compreende 13 espécies de distribuicdo exclusivamente
Neotropical, sendo praticamente restrito ao complexo de montanhas dos
Andes (Bachli, 2008). Quatro espécies deste grupo foram analisadas neste
estudo: D. gasici, D. brncici, D. gaucha e D.pavani.

O grupo repleta € composto por 101 espécies (Bachli, 2008), sendo assim
um dos maiores grupos do género Drosophila. Este grupo apresenta uma
distribuicdo tipicamente Neotropical (Val et al., 1981). A maioria das espécies do
grupo repleta apresenta distribuicdo desértica, normalmente associada aos
cactos, embora algumas espécies possam ser encontradas em regides mais
umidas de florestas e em plantacbes de banana e café da América Central e
América do Sul (Throckmorton, 1975). As espécies D. hydei, D. mercatorum e D.
mojavensis pertencem ao grupo repleta e foram incluidas neste estudo.

O grupo annulimana ocupa um posicionamento relativamente basal dentro
da radiacédo virilis-repleta (Tatarenkov e Ayala, 2001). Duas espécies (D.
annulimana e D. schineri) das 16 descritas para este grupo (Bachli, 2008) foram
analisadas aqui. A maioria das espécies do grupo apresenta distribuicdo
exclusivamente Sul-Americana; somente quatro espécies, ndo amostradas neste
estudo, possuem uma distribuicdo mais ampla, podendo ser encontradas desde o
México até o Brasil e Argentina (Val et al., 1981).

D. canalinea foi a unica espécie incluida do grupo canalinea. Este grupo
compreende atualmente 11 espécies (Bachli, 2008) e, segundo Throckmorton
(1975), possui uma distribuicdo centralizada na América de Sul e suas espécies
sdo essencialmente habitantes de florestas.

Do grupo flavopilosa, as espécies amostradas foram D. cestri e D.
incompta. Este grupo é composto por 17 espécies e possui distribuicdo
essencialmente Neotropical. As espécies desse grupo caracterizam-se por
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apresentar uma ecologia restrita, associada as flores do género Cestrum
(Solanaceae).

Apenas uma espécie, D. virilis, das 12 descritas para o grupo virilis (Bachli
2998/12), foi analisada neste estudo. Este grupo apresenta uma distribuicdo
tipicamente boreal (Markov and O’Grady, 2006), sendo que apenas D. virilis
apresenta uma distribuicdo mais abrangente, estendendo-se até a regiédo
Neotropical (Val et al., 1981).

O grupo robusta também foi amostrado com uma unica espécie, D.
robusta, das 16 descritas (Bachli, 2008). As espécies do grupo sao encontradas
principalmente em regides temperadas da América do Norte, da Europa e da Asia
(Markov e O’Grady, 2006).

A radiagao quinaria-tripunctata, por sua vez, é constituida por pelo menos
13 grupos de espécies, dos quais seis foram amostrados neste estudo: guarani,
tripunctata, cardini, pallidipennis, calloptera e immigrans.

O grupo guarani é formado por 16 espécies, as quais apresentam
distribuicdo exclusivamente Neotropical, e subdividido em dois subgrupos. Neste
estudo foram utilizadas cinco espécies do grupo guarani, sendo trés do subgrupo
guarani: D. ornatifrons e D. guaru, que ocorrem essencialmente em territério
brasileiro, tendo apenas um registro de coleta de D. ornatifrons no Uruguai, e D.
subbadia, que apresenta distribuicdo restrita ao México (Bachli, 2008). As outras
duas espécies analisadas, pertencentes ao subgrupo guaramuru, foram D.
griseolineata, encontrada em regidées do Brasil, Bolivia, Colédmbia, Equador e
Venezuela, e D. maculifrons, com registros no Brasil, Argentina, Bolivia e Peru
(Salzano, 1955; Kastritsis, 1969; Bachli, 2008).

O grupo tripunctata, proposto por Sturtevant (1942), engloba atualmente 79
espécies (Bachli, 2008). Segundo Vilela (1992), com excec¢ao de D.tripunctata que
ocorre em regides Nearticas, todas as demais espécies sdo endémicas da regido
Neotropical, onde este grupo é superado apenas pelo grupo repleta com relagéo a
diversidade de espécies. Deste importante grupo foram incluidas as espécies D.
nappae, D. paraguayensis, D. crocina, D. paramediostriata, D. tripunctata, D.
mediodifusa, D. bandeirantorum e D. mediopictoides

O grupo cardini é constituido por 16 espécies (Bachli, 2008) com
distribuicdo ao longo da América Neotropical, abrangendo inclusive as ilhas do
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Caribe. Deste grupo foram incluidas as seguintes espécies: D. cardinoides, D.
neocardini, D. polymorpha, D. procardinoides e D. arawakana.

Os seguintes grupos foram representados por uma unica espécie: grupo
pallidipennis, o qual & formado unicamente por D. palidipennis, que possui
distribuicdo Neotropical; grupo calloptera, formado por oito espécies com
distribuicdo essencialmente Latino-America, foi representado por D. ornatipennis,
a qual & endémica das llhas do Caribe; grupo immigrans, primariamente habitante
do Velho Mundo, é constituido por 101 espécies, amostrado por D. immigrans, a
unica espécie cosmopolita do grupo; e grupo funebris, atualmente composto por
sete espécies, das quais a unica representante cosmopolita, D. funebris, foi
utilizada (Bachli, 2008).

5.2) Subgénero Sophophora

O subgénero Sophophora, estabelecido por Sturtevant (1939), &€ constituido
atualmente por 330 espécies e dividido em oito grupos (Bachli, 2008), dos quais
quatro sdo amostrados aqui: melanogaster, obscura, saltans e willistoni. Os
grupos-irmaos saltans e willistoni sdo descritos um pouco mais detalhadamente,
uma vez que os resultados do nosso estudo envolvem principalmente estes dois
grupos.

O grupo melanogaster é atualmente constituido por 185 espécies e
subdividido em 12 subgrupos (Bachli, 2008). As espécies deste grupo s&o
distribuidas ao longo das regides tropicais e subtropicais do Velho Mundo, com
excegdo das quatro espécies do grupo que sdo consideradas cosmopolitas: D.
ananassae, D. kikkawai, D. simulans e D. melanogaster (Throckmorton, 1975).
Neste estudo as seguintes espécies foram utilizadas: D. melanogaster, D.
simulans, D. sechelia, D. mauritiana, D. teissieri, D. santomea, D. erecta, D.
yakuba, D. kikkawai, D. ananassae e D. malerkotliana.

O grupo obscura, atualmente formado por 41 espécies (Bachli, 2008),
€ encontrado principalmente em florestas temperadas Holarticas e em
ambientes de altas altitudes, com clima similar ao temperado (Gao et al.,
2007). Throckmorton (1975) sugere que este grupo tenha se originado nos

trépicos do Velho mundo, a partir de uma linhagem proto-melanogaster.
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Segundo esse autor, apdés uma adaptagdo a ambientes temperados, este
grupo teria se diversificado na regido Paleartica e se espalhado pela
América do Norte através do Estreito de Bering. Apenas uma espécie deste
grupo, D. pseudoobscura, foi incluida neste trabalho.

O grupo saltans é constituido por 20 espécies atualmente, divididas em
cinco subgrupos (Bachli, 2008). Espécies de trés subgrupos foram incluidas neste
estudo: subgrupo saltans (D. prosaltans e D. saltans), subgrupo elliptica (D.
neoelliptica) e subgrupo sturtevanti (D. sturtevanti). Dentre estes subgrupos
amostrados, Trockmorton (1975) e O’ Grady et al. (1998) postulam o subgrupo
elliptica como o mais primitivo, o subgrupo saltans como o mais derivado e o
subgrupo sturtevanti como intermediario. No entanto, esta ordem de divergéncia
nao € consenso, uma vez que trabalhos recentes tém recuperado histérias
evolutivas diferentes para o grupo saltans (Rodriguez-Trelles et al., 1999; Tarrio et
al., 2000). Como consequéncia, o local de origem e diversificagdo do grupo
saltans volta a ser duvida, podendo ter ocorrido nos tropicos da América do Norte
(Trockmorton, 1975) ou da América do Sul (Rodriguez-Trelles et al., 1999). De
qualquer maneira, a distribuicdo atual das espécies do grupo saltans é
essencialmente Neotropical, com representantes desde o Sul do Brasil até o
Nordeste do México e Sudoeste dos Estados Unidos da América (Bachli, 2008).

O grupo willistoni apresenta distribuicdo essencialmente Neotropical,
estando presente desde o México e sul da Florida (Estados Unidos da América),
passando pela América Central e llhas do Caribe, até o Sul do Brasil e Argentina
(Ayala et al., 1970). As espécies do grupo variam quanto a sua abrangéncia:
algumas espécies estdo amplamente distribuidas enquanto outras séo restritas a
regides do continente americano ou insulares (Gleason et al., 1998).

O grupo willistoni € formado por 23 espécies, distribuidas em trés
subgrupos (Bachli, 2008). O subgrupo willistoni, constituido por seis espécies
cripticas, com morfologia praticamente idéntica, distinguiveis por leves diferengas
na genitalia masculina. Quatro dentre as espécies cripticas (D. willistoni, D.
paulistorum, D. equinoxialis e D. tropicalis), apresentam uma maior distribuigdo
geografica, sobrepondo-se em varias regides, enquanto as outras duas espécies
cripticas (D. insularis e D. paviovskiana) sdo endémicas (Gleason et al., 1998).
Neste estudo foram utilizadas todas as espécies do subgrupo willistoni, com
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excegao de D. pavlovskiana. O subgrupo bocainensis é formado por 12 espécies,
das quais quatro sao incluidas no presente estudo, sendo elas: D. capricorni, D.
fumipennis, D. nebulosa e D. sucinea. Nenhuma das cinco espécies do subgrupo
alagitans foi analisada.

Além de espécies destes grupos apresentados, incluimos em nossa
amostra também uma espécie representante do subgénero Dorsilopha (D.
busckii), duas espécies do género Zaprionus (Z. indianus e Z. tuberculatus) e
duas do género Scaptodrosophila (S. latifasciformis e S. lebanonensis).

6) Sobre a escolha do tema

A idéia deste estudo partiu de resultados obtidos por Ortiz e Loreto (2009).
Embora esse artigo tenha sido publicado no inicio de 2009, tivemos acesso aos
resultados com bastante antecedéncia, no inicio de 2007, por se tratar do mesmo
grupo de pesquisa.

Assim, nosso estudo € baseado em duas sequéncias de elementos da
Superfamilia hAT, identificadas por Ortiz e Loreto (2009), a partir de buscas in
silico nos 12 genomas disponiveis de Drosophila (“Drosophila 12 Genomes
Consortium”, 2007): Homo3 de D. mojavensis e Howilli3 de D. willistoni,. Essas
sequéncias compartilham uma inesperada similaridade de 97% no nivel de
aminoacido, o que € surpreendente dado que suas espécies hospedeiras sao
distantemente relacionadas, pertencendo a diferentes subgéneros de Drosophila.
Esta intrigante descoberta nos levou a tentar compreender melhor o cenario no
qual estas sequéncias estdo evoluindo no género Drosophila.

Para facilitar a compreensdo do item seguinte (Objetivo), esclarecemos
desde ja que Homo3 e Howilli3, juntamente com as sequéncias obtidas no
presente estudo, formam uma nova familia de elementos transponiveis da

Superfamilia hAT, a qual denominamos harrow.
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7) Objetivos

O objetivo geral deste trabalho € contribuir para o entendimento sobre a
evolugdo de elementos transponiveis da Superfamilia hAT em espécies do
Género Drosophila.

Os objetivos especificos sao:

1) Caracterizacdo de uma nova familia de elementos, pertencente a

Superfamilia hAT, denominada harrow;

2) Elucidar a distribuicdo de sequéncias harrow no genoma de espécies do
género Drosophila;

3) Compreender as relagdes filogenéticas entre sequéncias da familia

harrow e seus padrdes evolutivos;

4) Testar se estas sequéncias foram transmitidas vertical ou
horizontalmente entre os genomas das espécies hospedeiras;

5) Inferir o cenario responsavel pela evolugéo desta familia de elementos
transponiveis no género Drosophila.
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Abstract

In this study, a new family of transposable elements, harrow, belonging to
the hAT superfamily of DNA transposons, is described. Searches for harrow
sequences were performed in 65 Drosophilidae species, mainly representing
Neotropical and cosmopolitan groups from genus Drosophila. The patchy
distribution through out genus Drosophila and the high similarity presented
between all harrow sequences indicate that horizontal transfer could play a major
role in the evolution of harrow family. The results obtained suggest an evolutionary
scenario where harrow would have gone under multiple horizontal transfer events
in the Neotropics, involving D. tripuncatata, D. mojavensis (Subgenus Drosophila)
and several species of the willistoni and saltans groups (Subgenus Sophophora).
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Introduction

Transposable elements (TEs) are the largest component of the genetic
material of most eukaryotes, where they are considered to have a profound impact
on genome evolution. The Class Il elements, which transpose directly via DNA,
are characterized by terminal inverted repeats (TIRs) flanking a single gene that
encodes a transposase, required for transposition. hAT elements comprise a large
and prevalent superfamily of DNA transposons which is widely spread and has
been found in all eukaryotic kingdoms (e.g. Activator from Zea mays — McClintock,
1948; Restless from Tolypocladium inflatum — Kempken & Kuck, 1996; Myotis-
nhAT from Myotis lucifugus — Ray et al., 2007). Members of hAT superfamily
share common features, like the presence of short (5 to 27 bp) and weakly defined
TIRs, as well as few conserved domains in the transposase. Moreover, they
promote 8 bp duplications in the insertion site.

Several families of hAT elements have been characterized in insects, like
hobo from D. melanogaster (Calvi et al., 1991), Hermes from Musca domestica
(Warren et al., 1994), Homer from Bactrocera tryoni (Pinkerton et al., 1999),
hermit from Lucilia cuprina (Coates et al., 1996), hopper from B. dorsalis (Handler
& Gomez, 1997) and Herves from Anopheles gambiae (Arensburger et al., 2005).
Recently, new hAT sequences, belonging to four different families, were identified
by Ortiz & Loreto (2009) through in silico searches on the 12 Drosophila genomes
available (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).

This wide distribution of hAT superfamily TEs seems to be due to the very
ancient origin of these elements, probably predating the plant-fungi-animal
separation (Rubin et al., 2001). However, some cases of horizontal transfer (HT)
can explain particular distribution and relationships of hAT sequences in some
species groups, like Herves, transmitted from an unknown source to Anopheles
gambiae (Subramanian et al., 2007), Tol2, invading two fish species of the Oryzias
genus (Koga et al., 2000), Myotis-hAT1 to the bat genus Myotis from an unknown
source (Ray et al., 2007). In the Drosophila genus, the hAT member hobo is one
of the most studied TEs and is apparently involved in HT events between

members of the D. melanogaster group (e.g. Simmons, 1992) and even between
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these and a member of a distinct genus, Ceratitis capitata (Handler & Gomez,
1996; Torti et al., 2005).

Our study is based on two hAT sequences, Homo3 from D. mojavensis and
Howilli3 from D. willistoni, identified by Ortiz & Loreto (2009). These sequences
share an unexpected 97% similarity at amino acid level, which is surprising given
that their host species are distantly related, even belonging to different Drosophila
subgenera. This intriguing finding led us try to better understand the scenario in
which these sequences are evolving in the genus Drosophila. Ortiz & Loreto
(2009) placed Homo3 and Howilli3 inside the homo family. However, according to
a new TE classification proposed by Whicker et al. (2007), these sequences,
together with the ones obtained in this study, should be grouped on a family of

their own. Here we propose to name this new family as harrow.

Results

Characterization of a new hAT family

Ortiz & Loreto (2009) have classified the Drosophila elements from hAT
superfamily into four different families based on amino acid similarity, following
Capy et al. (1998). Homo3 and Howilli3 sequences were placed inside their homo
family. This family was composed additionally for five other sequences from D.
mojavensis (Homob, 7, 8, 9, 10), three sequences from D. ananassae (Hoana2, 6
and 7), one from D. yakuba (Hoyak2), one from D. sechellia (HosecZ2) and the
element hopper from B. dorsalis. Using the 1500 bp most conserved region, we
detect an overall mean nucleotide divergence of 46%. The relationships of these
sequences are shown in the Figure S1 of Supplementary Material. The phylogeny
shows three well supported groups: 1) one clustering Homo9 sequences together
with Homo3 and Howillli3 sequences; 2) the second with hopper sequences; and
3) a third one comprised by the remaining sequences, which presents high internal
divergence. The divergences between and within groups are shown in Table S1 of
Supplementary Material. Within the first group, the nucleotide divergence between

Homo9 sequences clade and the one containing Howilli3 and Homog3 is 29.7%.
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This divergence indicates that these two clusters should be considered as different
families according the criteria proposed by Whicker et al. (2007) of 20%
divergence to split TE sequences into different families.

Additionally, we used the hierarchical system classification steps,
suggested by Whicker et al. (2007), to classify the studied TE. First, a BLASTn
was performed on NCBI nucleotide collection and on Repbase (Jurka et al., 2005)
to ascertain the sequences do not belong to a known family of TEs. In this search,
no significant hit was obtained, indicating that the studied sequences could be
classified as a new family. In the next step, a BLASTx search validated the
classification of these sequences as belonging to hAT superfamily, from Order
TIR, with hopper as the most similar sequence. Once confirming we were indeed
dealing with a new family of TEs, we propose to name it as harrow, since the
resulting phylogeny of the sequences included in this family present a polyphyletic

clade, resembling the gardening tool, harrow.

Complete harrow sequences were identified from D. mojavensis and D.
willistoni genomes by Ortiz & Loreto (2009). No new complete harrow sequence
was obtained in our work. D. mojavensis genome presents only one complete
harrow sequence and D. willistoni presents two complete harrow sequences,
however one of them (Howilli3.2) has small internal deletions, which eliminates its
encoding capacity. At contrast, Howili3.1 and Homo3 were presented as putatively
active elements (Ortiz & Loreto, 2009). Here, we identify that Howilli3.1, like other
hAT elements (e.g. hoho-like, from Caenorhabiditis elegans — Bigot et al., 1996;
and Folyt1, from Fusarium oxysporum — Gomez-Gomez et al., 1999) contains an
intron, which is 64 bp and splits the BED zinc finger (Zf-BED) and DUF-659
domains from the hAT dimerization domain (hATC) (Fig.1). Homo3, however, has
a 101 bp deletion, which includes the splicing acceptor site, preventing the joining
of the two exons. This results in Homo3 encoding a shorter protein, with no hATC,
what probably makes it a non-active element.
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Fig.1. Schematic representation of the harrow transposase amino acid sequence, based on
Howilli3.1. Above the full transposase (659 amino acid), the three domains identified by CDD: Zf-
BED domain, the DUF659 domain and the hATC. The rectangle below the transposase represents
the analyzed 225 amino acid fragment used in this study, in approximated size and position. The
triangle localizes the 64 pb intron of Howilli3.1, identified by NetGene2 Server (Brunak et al., 1991;
Hebsgaard et al., 1996).

harrow family shows a patchy distribution

A PCR screening for sequences homologous to harrow was performed
in 61 Drosophila species, mainly representing Neotropical and cosmopolitan
groups. Among these, 35 species belong to subgenus Drosophila, 25
species to subgenus Sophophora and one to subgenus Dorsilopha. In
addition, two species from genus Zaprionus and two from genus
Scaptodrosophila were also screened by PCR. Supplementary Table Il lists
the species used in this study, together with their PCR results. Besides D.
mojavensis and D. willistoni, we obtained PCR amplification in D. tripunctata
(subgenus Drosophila) and in seven species of the subgenus Sophophora:
D. equinoxialis, D. paulistorum, D. fumipennis, D. nebulosa, D. prosaltans,
D. neoelliptica and D. sturtevanti. These Sophophoran species belong to the
Neotropical willistoni and saltans sister groups (Throckmorton, 1975). The
phylogenetic relationships among the harrow host species are shown in the
Fig.2B.

The harrow family shows a patchy distribution pattern throughout the
genus Drosophila. Even in the willistoni and saltans groups, where harrow
seems to be more frequent, its distribution is not continuous and would
demand several stochastic loss events to be explained by vertical

transmission (VT).
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harrow sequence present low divergence between species

The amplicons of roughly 680 bp obtained by the PCR screening were
cloned and 4-6 clones of each species were sequenced. Here we analyze 37 new
harrow transposase partial sequences (GenBank accession numbers GQ165474-
GQ165510), together with the equivalent fragments of Homo3 and the two Howilli3
copies (Howilli3.1 and Howilli3.2). The overall mean nucleotide divergence (p-
distance) between sequences is 0.059. The average divergence values between
species vary from 0.026 (D. sturtevanti x D. fumipennis; D. sturtevanti x Homo3) to
0.093 (D. tripunctata x D. nebulosa) and the within species values vary from 0.001
(D. paulistorum) to 0.020 (Howilli3 and D. neoelliptica). This low harrow sequence
divergence presented between species is incongruent with the divergence of the
host species genomes.

The analyzed fragment potentially encodes 225 amino acids near the N-
terminal and center region of the transposase. As can be seen in Fig.1, it includes
the last 34 of the 51 residues of the Zf-BED domain and the first 119 of the 163
residues of the DUF 659 domain of harrow transposase. The Zf-BED domain
seems to be responsible for the DNA-binding ability of the transposase (Aravind,
2000; Hickman et al., 2005) and the DUF 659 is a transposase domain with
unknown function. Ortiz & Loreto (2009) indicated that Howilli3.1 and Homo3
sequences are putatively encoding. Additionally, we found potentially encoding
sequences in D. tripunctata, D. sturtevanti and D. fumipennis. In D. prosaltans, D.
nebulosa, D. equinoxialis and D. paulistorum we obtained only non-encoding
copies of harrow, presenting premature stop codons and/or frameshift. D.
neoelliptica presented both putatively encoding and non-encoding copies.
Howilli3.2 is also a non-encoding copy, from D. willistoni, and was identified in
silico by Ortiz & Loreto (2009).
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Fig.2. Phylogenetic trees representing A) relationships between harrow sequences from different
Drosophila species, reconstructed through a Maximum Parsimonious bootstrap search. The
bootstrap support after 1000 replications is presented near each internal node. Branch lengths are
proportional to the scale that reflects the number of substitutions. B) Topology of harrow’s host
species (species group relationships according to O’Grady et al., 1998; Robe et al., 2005; and L. J.

Robe - personal communication).
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harrow phylogeny is polytomic

In order to comprehend the evolutionary relationships of these harrow
sequences, three phylogenetic reconstructing methods were applied: Maximum
Parsimony (MP), Neighbor Joining (NJ) and Maximum Likelihood (ML). Fig. 2A
shows the MP bootstrap consensus phylogeny, which places as the most basal
group of the harrow family the D. tripunctata sequences clade, although with low
bootstrap support. The remaining sequences are divided into two clades: one of
them grouping D. prosaltans sequences and the other comprising a poorly
supported and defined clade, which is almost entirely polytomic. In this polytomy,
species specific clades were recovered in all cases, most of them with high
bootstrap support. NJ and ML trees can be found in the Figures S2 and S3 of the
Supplementary Material. The NJ tree presents a similar topology, positioning the
D. tripunctata clade as the first to branch off, followed by successive splits of the
D. prosaltans clade and of the remaining sequences. The ML presents an entire
polytomic tree, with the only established relationships being the recovered species
specific clades (with the exception of Dneoelliptical that branches off alone) and
the weakly supported clustering of D. tripunctata and D. prosaltans clades.

harrow dS values are lower than those of host genes

To rule out the chance that the high similarity presented between harrow
sequences from different species is consequence of high selective constrains, we
chose to analyze its divergence on synonymous sites (dS). This approach offers a
measure of neutral evolution in the absence of strong codon usage bias (CUB). If
a TE was acquired via VT, its dS values are expected to be similar to dS values of
host genes. Alternatively, if the TE was horizontally transmitted to the host
genome, the TE dS should be significantly lower than host genes dS (Silva &
Kidwell, 2000; Ludwig et al., 2008; Bartolomé et al., 2009). Sequences of Adh,
Amd and Ddc nuclear genes were obtained in GenBank and used as examples of

VT evolution to compare with harrow sequences.
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Fig.3. Mean dS values for harrow, Adh, Amd and Ddc in species pairwise comparisons. Results of Fisher’'s exact test: (***) p<0.001; (**) p<0.01; (*)

p<0.05; (NS) nonsignificant.
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harrow sequences of each species were grouped and the mean dS values
were obtained for each pair of species. The differences of harrow and host genes
dS values were examined using the Fisher's Exact Test. As can be seen in Fig. 3,
in all comparisons, the harrow dS were significantly lower than those of host
genes, except between D. willistoni and D. paulistorum (for Adh), as well as
between D. paulistorum and D. equinoxialis (Adh and Amd). These data sustain
the harrow HT hypothesis.

However, as the variation on dS rates among genes has been found to be
negatively correlated to the intensity of natural selection on synonymous codon
usage (Shields et al., 1988; Sharp & Li, 1989), we took in consideration the CUB
level of harrow and the three chosen host genes. The CUB was measured by two
indices: the effective number of codons (ENC; Wright, 1990) and the codon bias
index (CBI; Morton, 1993).

As can be seen in Table 1, the level of harrow CUB is lower than those of
the host genes, since harrow presents the highest ENC and the lowest CBI.
Among the host genes, Amd exhibits the lowest CUB. In this context, Amd is the
best fit gene for the dS analyses since it does not present a high CUB (which
would lead to low dS values and possibly result in underestimation of HT), and, in
the other hand, it presents higher CUB than harrow (avoiding overestimation of
HT). For these same reasons, Amd has been previously used for dS comparisons
to infer HT (Ludwig et al., 2008). Nevertheless, Adh and Ddc were included in dS

analyses as well, taking a more conservative position in the HT inference.

harrow sequences are evolving under purifying selection

Evolutionary pressures on proteins are often quantified by the ratio of
substitution rates at non-synonymous and synonymous sites (dN/dS). To verify if
harrow sequences are under evolutionary constrains the mean dN/dS ratio was
measured for each pair of species which had potentially encoding sequences. The
mean dN/dS ratio of harrow sequences is 0.308 and the codon-based Z Test,
rules out the neutrality hypothesis, indicating that harrow sequences are evolving

at some purifying selection to maintain its transposition properties. However, as
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can be seen in Fig. 4, harrow’s dN/dS ratio is higher than the host genes,
indicating that the TE sequences are under lower selective constrains than the

other genes.

Table 1. Mean values of ENC and CBI for harrow sequences and for three host genes. ENC may
vary from 21 for maximum codon bias and 61 for minimum codon bias; CBI value of O corresponds
to no bias and a value of 1 corresponds to maximum bias. In parenthesis is the number of

sequences used in this analysis.

ENC CBI

harrow (40) 59.353 0.266

Adh (9) 43218 0.511

Amd (7) 50.812 0.392

Ddc (5) 46.968 0.455

Note: (ENC) Effective Number of Codons; (CBI) Codon Bias Index.

Estimated divergence time among harrow sequences

We have computed the estimated divergence time between the clades of
harrow phylogeny. We estimate the divergence time between the D. tripunctata
clade and the one comprising the rest of the sequences as around 6 Myr. Within
this last clade, the estimated time between the D. prosaltans sequences and the
others is about 2.6 Myr. Within the polytomic clade, the overall divergence time is
1.5 Myr. The divergence times between harrow sequences should reveal the times
when HT events have occurred. However, as these phylogenetic clades are
weakly supported, these estimative do not necessarily provide the direct pathway

and direction of the HT events.
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Fig.4. Comparative analyzes of dN/dS values of harrow and host genes. Only potentially encoding
sequences were used to obtain harrow’s pairwise dN/dS mean value (for exception see Material
and Methods).

Discussion

In the last two decades, an increasing number of HT events have been
identified, showing that this phenomenon is not so rare in eukaryotes as previously
thought. HT of a functional element into a new host genome is a way for them to
escape from extinction, being an essential step on the life cycle of TEs (Lohe et
al., 1995). Recently, Bartolomé et al. (2009) compared dS substitutions among
141 TEs families and 10150 nuclear genes of D.melanogaster, D. simulans and
D.yakuba genomes. They showed that a large number of TE families have dS
values lower than expected if acquired by VT, suggesting that HT is a widespread

phenomenon across Drosophila evolution.

As extensively reviewed by Loreto et al. (2008), three different kinds of
evidence are usually applied to infer HT of TEs: 1) Patchy distribution of a TE
across a group of species; 2) Incongruence between host and TE phylogenies;
and 3) High sequence similarity between TEs of distantly related species. Silva et
al. (2004) proposed that the stronger cases of HT are those confirmed by these

three sorts of evidence.

The patchy distribution pattern of harrow trough out the Drosophila genus is
clearly verified by the presence of harrow sequences in only 6.5% of the studied
species, without phylogenetic pattern. Instead, it was found in only two of 35

39



species tested from subgenus Drosophila, each one belonging to a different group,
and in eight of the 25 species tested from subgenus Sophophora. A Dot Blot
analysis of species from different Drosophila groups was performed to check the
presence of harrow sequences (data not shown). We verify that the species tested
that did not present PCR amplification of harrow also did not present hybridization
signal by Dot Blot, refusing possible PCR amplification absence by miss annealing
of the primers

Since the relationships between the species specific clades of harrow’s
phylogeny are poorly supported, there are no evident and reliable incongruence
between host and TE phylogenies. However, this lack of resolution is due to the
low divergence presented between harrow sequences from different species. As
we used different phylogenetic methods, we consider that the brushy pattern

observed results from multiple simultaneous HT events.

Unquestionably, the high similarity between harrow sequences is the most
outstanding evidence that these sequences were spread through events of HT.
The high similarity between harrow sequences from species belonging to different
subgenera is particularly surprising since the split between subgenera Drosophila
and Sophophora has been estimated as approximately 63 and 55 Mya (Tamura et
al., 2004, L. J. Robe — personal communication, respectively). There is no
indication that this high conservation is due to selection. Moreover, the fragment of
the transposase analyzed belongs to its N-terminal and central region, avoiding
the C-terminal portion which is the most conserved one between hAT
transposases (Calvi et al., 1991, Rubin et al., 2001).

An alternative approach implemented, dS comparisons between TE and
nuclear genes, also supports the HT inference as harrow dS values are much
lower than those of the nuclear genes. Bartolomé et al., (2009) recently stated
that the best evidence of HT between two species is the detection of much lower
level of divergence at neutral sites in the TE sequence than the average neutral
divergence between these species genomes. Despite using only three nuclear
genes, our results are consistent with the ones obtained by Bartolomé et al.,
(2009), supporting the notion that HT events between eukaryotes are much more
common than previously thought.
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The mechanisms for HTs remain obscure, although these transfer events
require the occurrence of common premises, such as geographical, temporal, and
ecological overlap between donor and recipient species. In the effort of
understanding the possible HT scenarios, we have plotted in a map the
geographic coordinates where host species have already been collected, also

showing where they are probably able to inhabit (Fig. 5)

There is overlap distribution between most of the host species, within the
Neotropics. The distribution of members from all the four species groups
(tripunctata, mojavensis, saltans and willistoni) overlaps near the borders between
the United States of America and Mexico, as well in the Central America, allowing
species contact and the occurrence of HT events. The overlapping area of
members of the willistoni and saltans species groups is much wider, spreading
trough most Central and South America.

The patchy distribution of harrow suggests previous harrow HT event, from
an unknown source, to one or more Drosophila species. This donor species could
be a genus Drosophila species that was not included in our study, could be a more
distantly related Drosophilidae species or even any fruitfly. More recently, probably
recurrent HT events occurred in Neotropical lands, especially between or within
saltans and willistoni species groups, resulting in the observed polytomy. The
recently and almost simultaneous transfer of harrow prevented the accumulation
of substitutions, resulting in short branch lengths, where it is impossible to picture
the donor and recipient of each HT event. A similar transfer pattern was observed
by Silva & Kidwell (2000) for P element, also involving the saltans and willistoni

groups and at approximately the same estimated time.

Although there are well supported evidences sustaining the HT inference of
harrow between the host species, other possibilities are yet to be considered in
some particular situations. For example, for the willistoni subgroup species,
introgression events could also be invoked as a potential TE spread mechanism,
since it has been reported that under some conditions these species could
produce viable/fertile hybrids (Cordeiro & Winge, 1995). This is a plausible

alternative for this particular species group.
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Fig.5. Geographic distribution of harrow’s host species: Geographic coordinates of collection points
obtained in TaxoDros (Bachli, 2008) were plotted on maps with Diva-GIS 5.2 software (Hijmans et
al. 2005).
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Another possibility is that harrow could have spread throughout genus
Drosophila through VT, and its patchy distribution could be consequence of
subsequent element loss by most species. However, we consider this as a less
parsimonious scenario when applied to the entire group of studied species and it
does not explain the high similarity among sequences. In the other hand, the
stochastic loss should be considered more carefully for the members of willistoni
subgroup as the difference of dS values form harrow and the host genes were not
always significant. Alternatively, it is possible that there is an unknown important
biological process that leads, throughout the evolution, high dS conservation
among TE sequences. However, considering the current biological knowledge and
the results presented in this study, we suggest that HT events have indeed played

a special role in the evolutionary history of harrow family.

Material and Methods

Characterization of harrow family

We used the hierarchical system, suggested by Whicker et al. (2007) to
classify the studied TE. All nucleotide sequences from homo family (proposed by
Ortiz & Loreto, 2009) were aligned using MUSCLE 3.7 (Edgar, 2004). The most
conserved region was used to access the nucleotide divergence. A phylogenetic
tree was inferred by Neighbor-Joining using Kimura 2 Parameters model (Kimura,
1980) executed by Mega 4 software (Tamura et al., 2007).

The NetGene2 Server (Brunak et al., 1991; Hebsgaard et al., 1996)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) was used to detect the presence of

introns. Additionally, the transposase ORF was identified by the ORF Finder tool
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

The amino acid sequences were deduced by GeneDoc 2.6.001
program (Nicholas & Nicholas, 1997). Conserved domains were identified in the
complete Howilli3.1 transposase aminoacid sequence by the Conserved Domain
Database (CDD; Marchler-Bauer et al, 2007), available at NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml).
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Fly stocks maintenance and DNA management

The flies were maintained in the laboratory by mass crosses and reared on
corn flour culture medium (Klein et al., 1999) at 17 °C. The investigated species
are shown in Supplementary Table 1. DNA samples were extracted according to
Sassi et al. (2005).

PCR screening, cloning and sequencing

Primers were designed with Oligo 4.1 software (Rychlik, 1992) based
on the sequences of Homo3 e Howilli3.1 described by Ortiz & Loreto (2009).
The primers (hAT1F sense GCTTTTGYTGGAGGCACTTTAC and hAT1R
antisense GTAYGTGCTTTTTTCGCCCAA) amplify a 728 bp fragment of the
transposase gene, of which the core 676 bp was used in the analyses. The
components of the 50 pl reaction mixture were 100 ng DNA, 1 U Taq
polymerase, 5 ul 10x reaction buffer supplied by the manufacturer
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 200 yM of each nucleotide, 20 pmol of each
primer and 1.5 mM MgCI2. Amplification parameters were 96 °C for 2 min,
35 cycles at 96 °C for 30 s, 60 °C for 45 s and 72 °C for 45 min, followed by
an extension cycle at 72 °C for 7 min. PCR products were cloned into the
PCR4.1 cloning vector using the TOPO Cloning® kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). DNA sequencing was carried out directly from the purified
amplicons in MegaBace 500 automatic sequencer. The dideoxy chain-
termination reaction was implemented with the use of the DYEnamicET Kkit
(GE Healthcare, Little Chalfont, Bucks, U.K.). Both DNA chains were
sequenced. Consensus sequences for each clone were obtained by the
electropherogram analyses using the GAP 4 software of the Staden Package
(Staden, 1996).

Evolutionary analyzes

The nucleotide sequences were aligned using the ClustalW software
(Higgins et al., 1994) according to the system default parameters. Mega 4
software (Tamura et al., 2007) was used to compute overall and between species
average harrow nucleotide divergences trough p-distance model (using pairwise
deletion).
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Phylogenetic trees were inferred by Neighbor-Joining (NJ) and
Maximum Parsimony (MP) methods using the Mega 4 software (Tamura et
al., 2007) and by Maximum Likelihood (ML) method using PAUP software
(Swofford, 2003). In MP analysis, the best tree was searched using 500
random stepwise addition trees followed by close-neighbor interchange
rearrangements (search level 1). For the NJ tree, the Tamura-3-Paramethers
evolutionary model (Tamura, 1992) was followed. In ML analysis, the GTR
evolutionary model (Rodriguez et al., 1990) was used as pointed by the AIC
Test (Akaike, 1974) executed in ModelTest (Posada & Crandall, 1998). In all

analyses, 1000 replications of bootstrap were implemented.

Comparatives analysis of dS and CUB

A codon alignment for harrow sequences was used to estimate the mean
dS values, the mean number of synonymous sites (S) for each pair of species and
the level of CUB for each of the analyzed genes. In order to include all
sequences in this analysis, we slightly edited some sequences repairing
insertions and premature stop codons.

Sequence of three host genes, Adh, Amd and Ddc, were used to compare
with harrow dS and CUB with the purpose of testing the HT hypothesis.
Sequences obtained in GenBank and their accession numbers are: Adh — D.
tripunctata (AY081440), D. prosaltans (AF045119), D. sturtevanti (AB026535), D.
equinoxialis (U95269), D. willistoni (U95264), D. nebulosa (U95275), D.
fumipennis (AF264075), D. paulistorum (AB026529) and D. mojavensis
(XM_002002894.1); Ddc — D. tripunctata (AF324964), D. nebulosa (AF293742)
and D. paulistorum (AF293744); Amd — D. tripunctata (AF293728), D. willistoni
(AF293730) and D. nebulosa (AF293717). Sequences of Ddc gene for D. willistoni
and Ddc and Amd genes for D. mojavensis were obtained directly on these
species available genomes (http://flybase.org/blast; Wilson et al., 2008): Ddc — D.
willistoni (Genome scf2_1100000004585: 7091604, 7093603), D. mojavensis
(scf_6500: 6787407, 6789406); Amd — D. mojavensis (scf_6500: 6792722,

6794721). Sequences of Amd for D. equinoxialis, D. fumipennis and D.

paulistorum (semi species Orinocana) were obtained by personal communication
with L. J. Robe.
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The dS and S were estimate using the Nei & Gojobori (1986) method,
applied by Mega 4 software (Tamura et al., 2007). The Fisher's Exact Test (1-
tailed), applied by DNASP 4.0 software (Rozas et al., 2003), was used to verify if
harrow dS values were statistically lower than those presented by the host genes.

The CUB level of harrow and host genes were checked by the effective
number of codons (Nc; Wright, 1990) and the codon bias index (CBI; Morton,
1993) computed by DNASP 4.0 software (Rozas et al., 2003).

Divergence times among harrow sequences

These estimative were conducted according to the formula T=k/2r (Graur &
Li, 2000), in which T is the divergence time between species, k is the divergence
between TE sequences (dS) in synonymous sites and r is the evolutionary rate.
We used a synonymous substitution rate of 0.016 substitutions per site per million
years, as calculated for Drosophila genes with low codon usage bias (Sharp & Li,
1989).

Estimates of dN/dS

Codon alignments of harrow sequences and host genes were used to
estimate the dN/dS ratio, using the Nei & Gojobori (1986) method assisted by the
Mega 4 software (Tamura et al., 2007). Only harrow potentially encoding
fragments were used with one exception. None of D. prosaltans sequences are
potentially encoding, however we considered valuable including at least one of
them in this analyzes since they form a distinct branch of the phylogenetic tree.
Thus, Dprosaltans3 sequence was used in this analysis, with its stop codon coded
as absent data. The mean harrow dN/dS value for each pair of species was
compared with pairwise dN/dS of the three host species genes. A codon based Z-
Test, applied by Mega 4 (Tamura et al., 2007), was performed to verify if harrow

sequences were under any selective constrains.

Host species distribution

The Diva-GIS 5.2 software (Hijmans et al. 2005) was used for plotting in a
map the geographic coordinates where host species have already been collected.
The information about the species distribution was obtained in TaxoDros database
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(Bachli, 2008). This software not only positions the coordinates but also makes a

prediction of where else this species is probably able to inhabit.
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Supplementary Material

Supplementary Table I: Species studied and their PCR screening results.

Genus

Subgenus

section

Group

Species

PCR
ampification

Drosophila

Zaprionus

Drosophila

Sophophora

Dorsilopha

quinaria
tripunctata

viriis repleta

guarani

guaramuru

tripunctata

cardini

pallidipennis
calloptera
immigrans
funebris
mesophragmatica

repleta

annulimana

canalinea
flavopilosa
virilis

robusta
melanogaster

obscura
saltans

willistoni

(SECRCEvivivivivivvEvvEvEvvEvECEvEvvEvvEvvvECvEvECEvEvECEvCvEEvECCEvECvECCEvECvECECEvRC G VR

ornatifrons
subbadia
guaru
griseolineata
maculifrons
nappae
paraguayensis
crocina
paramediostriata
tripunctata
mediodifusa
bandeirantorum
mediopictoides
cardinoides
neocardini
polymorpha
procardinoides
arawakana
pallidipennis
ornatipennis
immigrans
funebris

gasici

brncici

gaucha

pavani

hydei
mercatorum
mojavensis
annulimana
schineri
canalinea
cestri
incompta

virilis

robusta
melanogaster
simulans
sechellia
mauritiana
teissieri
santomea
erecta

yakuba
kikkawai
ananassae
malerkotliana
pseudoobscura
prosaltans
saltans
neoelliptica
sturtevanti
sucinea
nebulosa
willistoni
paulistoum (semi-

species Orinocana)

D.
D.
D.
D.
D.
D.

insularis
tropicalis
equinoxialis
capricorni
fumipennis
busckii

Z. indianus
Z. tuberculatus

+ .

+ o+

+
GENOME

S. latifasciaeformis -
S. lebanonensis -

Scaptodrosophila

Notes: (-) no amplicons obtained; (+) amplicons obtained; (GENOME) sequence previously
found in the available genome by Ortiz and Loreto (2009).
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Supplementary Figure S1: Neighbor-Joining bootstrap consensus
constructed with the used of Tamura 3 Parameters model (Tamura, 1992). The
bootstrap support after 1000 replication is presented near each internal node,

having been omitted when lower than 50.
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Supplementary Figure S2: Maximum Likelihood bootstrap consensus tree
following the GTR evolutionary model (Rodriguez et al., 1990), as pointed out by
ModelTest (Posada and Crandall, 1998). The bootstrap support after 1000
replication is presented near each internal node.
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Supplementary Figure S3: Boostrap consensus phylogenetic tree of the TEs previously
grouped as homo family (Ortiz and Loreto, 2009) based on alignment of the most
conserved 1500 bp transposase region. Neighbor-Joining method with Kimura 2
Parameters model (Kimura, 1980) and 1000 bootstrap replicates was implemented for

tree reconstruction.

Supplementary Table S2: Mean nucleotide divergence
(d), computed by p-distance, of sequences previously
grouped as homo family by Ortiz and Loreto (2009),
between and within the three separated groups obtained
in our phylogeny of the 1500 bp most conserved
transposase alignment region .

Groupl  Group2  Group 3
Group 1 | 0.161
Group 2 | 0.531 0.030
Group 3 | 0.535 0.509 0.426
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CAPITULO 111

Discussao

Transferéncia Horizontal

Se transposons de DNA estdo condenados a extingdo dentro de cada
genoma hospedeiro eucarioto, a unica maneira de eles terem se perpetuado e
espalhado como fizeram por tantos genomas seria através de regularmente
passarem por processos de HT para novos genomas hospedeiros (Robertson,
2002). Com essa frase Robertson (2002) inicia um trecho de seu capitulo no livro
Mobile DNA Il (Craig et al., 2002), onde mostra como ele e varios outros
pesquisadores chegaram a esta conclus&do unica. O autor mostra, por exemplo,
que estudos do elemento P (Clark et al., 1995; Clark e Kidwell, 1997; Silva e
Kidwell, 2000; Harring et al., 2000, entre outros), chegam a mesma conclusao: o
padrao de distribuicdo do elemento P leva a crer que diversos eventos de TH
ocorreram ao longo da evolugédo. Robertson (2002) argumenta ainda que seus
préprios estudos sobre a familia mariner (Robertson, 1993; Robertson, 1997,
Robertson e Martos, 1997), juntamente com trabalhos de outros autores (Garcia-
Fernandez et al., 1995; Lohe et al., 1995), chegam a conclusdo de que muitos
eventos de HT ocorreram ao longo da histéria da familia mariner, com a invaséo
de varios novos genomas hospedeiros.

Eventos de TH envolvendo elementos da superfamilia hAT ja foram
inferidos (como mencionado na introdugcédo desta Dissertagdo), assim como para
elementos da maioria das outras superfamilias de transposons de DNA descritas.
Cada vez mais evidéncias nos levam a crer que os TEs s&o transmitidos
horizontalmente com mais frequéncia do que se acreditava anteriormente. Na
verdade, os achados atuais apontam para a idéia de que o processo de HT para
novos genomas hospedeiros €, de fato, um passo essencial no ciclo de vida dos
transposons.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam esta visdo de que
eventos de HT em eucariotos sdo mais comuns do que se previa anteriormente.

Neste estudo, caracterizamos uma nova familia da superfamilia hAT, no genoma
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de espécies do género Drosophila, e a denominamos harrow. Analisamos a
distribuicdo de sequéncias desta familia ao longo do género Drosophila e outras
espécies de Drosophilidae relacionadas, fizemos uma analise filogenética das
sequéncias encontradas, computamos as divergéncias que estas sequéncias
apresentam entre si e comparamos os dados das analises de harrow com os dos
genomas das suas especies hospedeiras.

Nossos resultados permitem inferéncias robustas de HTs, de acordo com
Silva et al. (2004), pois possuem os trés principais tipos de evidéncias
normalmente utilizados: i) distribuigdo descontinua do elemento em um grupo de
especies; ii) incongruéncia entre a filogenia do elemento e das espécies
hospedeiras; e iii) alta similaridade de sequéncia entre elementos situados em
genomas de espécies diferentes. Entretanto, optamos por tomar uma posigcéo
mais conservadora ao inferir TH e, assim, incluimos um tipo de evidéncia
complementar: a comparagdao da divergéncia em sitios sindnimos (dS) de
sequéncias de harrow e de genes nucleares das espécies hospedeiras.

A magnitude dos valores de dS variam com uma correlacdo negativa a
intensidade da sele¢cdo do uso de cddons preferenciais. Como as sequéncias de
harrow apresentam menor viés do uso de codons que 0s genes usados na
comparacgao, seria esperado, caso tivessem sido transferidas verticalmente, que
os valores de dS de harrow fossem maiores que dos genes das espécies
hospedeiras. No entanto, n&o foi este o resultado que obtivemos. Os valores de
dS de harrow foram significativamente menores que os dos genes das espécies
hospedeiras para a maioria dos casos comparados, indicando que as sequéncias
de harrow devem possuir um ancestral comum mais recente do que os genomas
da espécies hospedeiras.

Estes resultados, juntamente com os resultados dos trés tipos de evidéncia
tradicionalmente utilizados para inferir HTs (citados anteriormente), reforcam a
hipétese de que eventos de HT parecem exercer um importante papel na
evolugédo da familia harrow. De maneira especulativa, hipotetizamos que harrow
tenha sido transmitido horizontalmente para D. tripunctata, a partir de uma fonte
desconhecida. Em seguida, tenha sido transmitido para D. prosaltans (podendo
ter sido D. tripunctata a espécie doadora), e na sequéncia tenha havido uma onda

de HT, relativamente recente, onde harrow invadiria novos genomas de espécies
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Neotropicais quase simultaneamente. Situagdes de ondas de HTs ja foram
reportadas por outros autores (exemplo, Haring et al., 2000). Além disso, o tempo
estimado para a ocorréncia desta onda de invasdo de harrow € similar ao
estimado por Silva e Kidwell (2004) para a invasao do elemento P nos grupos
saltans e willistoni, 0 que sugere que processos similares poderiam estar

envolvidos na propagacéo de ambos os elementos nestas espécies.

Vetores e/ou Mecanismos de HT

Em um artigo de revisdo sobre casos de HTs em Drosophila, Loreto et al.
(2008) apresentam seis possiveis vetores ou mecanismos pelos quais os TEs
poderiam ser transmitidos horizontalmente: 1) no caso de alguns retrotransposons
que apresentam capacidade de produzir particulas semelhantes as virais, um
vetor externo seria desnecessario; 2) virus poderiam servir de veiculo para a HT,
no qual os TEs pegariam “carona”; 3) parasitas e/ou parasitéides de Drosophila,
sugando material celular de uma espécie e em seguida de outra; 4) bactérias
intracelulares simbiontes, transmitidas entre espécies; 5) transferéncia de
bactérias endosimbiontes infectadas por bacterifagos carregando TEs; e 6)
bactérias endosimbiontes infectadas por bacteriofagos carregando TEs sendo
transportadas por parasitas e/ou parasitdides de Drosophila. Os autores explicam
que estes possiveis modelos ndo sdo mutuamente exclusivos, uma vez que HTs
nao parecem ser restritas a um mecanismo unico.

Como harrow nao é um retrotransposon e € incapaz de produzir particulas
semelhantes as particulas virais, o primeiro possivel modelo apresentado é
descartado para o TE em questdo. Todos os demais mecanismos sao possiveis
maneiras pelas quais copias de harrow podem ter invadido os genomas das
espécies hospedeiras. Consideramos especialmente interessantes, e talvez um
pouco mais provaveis, 0s processos que envolvem virus, bacteriofagos e/ou
bactérias endosimbiontes. No entanto, ndo descartamos a possibilidade de que
parasitas e parasitdides de Drosophila exergcam um papel nos eventos de HTs de
Drosophila. Contudo, é provavel que estes ajam em conjunto com os outros
possiveis vetores, uma vez que eles parasitam especialmente ovos e larvas e néo
ha evidéncias que eles possam, sozinhos, transmitir TEs para a linhagem
germinativa das espécies receptoras.
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Hipoteses alternativas

Tentamos pensar em hipoteses alternativas para estes resultados, para
nao parecer que estamos presos somente a idéia de HT. Consideramos que as
sequéncias de harrow poderiam estar sob algum tipo de evolugdo em concerto, e
assim estarem evoluindo muito lentamente dentro de cada espécie. No entanto,
nas duas espécies que possuem harrow das quais ja dispomos dos genomas
completos disponiveis, este esta presente em um baixo numero de copias. D.
mojavensis tem uma copia apenas de harrow, impossibilitando essa sequéncia de
estar sob evolugdo em concerto. Embora D. willistoni apresente duas copias, uma
delas possui pequenas delecgdes e varias substituicdes de sitio unico ao longo da
sequéncia do gene de transposase, 0 que imaginamos ser pouco provavel se
estivessem sob forte evolugcdo em concerto. As outras espécies estudadas nao
possuem o genoma completo disponivel ainda; assim, ndo podemos saber o
numero exato de copias de harrow que elas apresentam. Entretanto, € possivel
dizer que essas espécies apresentam mais de uma copia de harrow nos seus
genomas, com excegao de D. paulistorum, pois obtivemos clones com sequéncias
divergentes.

Este achado (possibilidade de varias copias) que poderia por um lado
suportar a hipotese de evolugdo em concerto, por outro lado a enfraquece um
pouco, pois muitas copias apresentam divergéncias razoaveis entre si.
Encontramos, inclusive, cépias com e sem grandes dele¢des ocorrendo no
mesmo genoma. A excegcdo € D. paulistorum, em que todos os clones
sequenciados s&o muito similares, podendo sugerir a ocorréncia de convergéncia
génica. Alternativamente, este resultado também pode refletir a presenga de uma
copia de harrow no genoma desta espécie, de forma que as duas unicas
substituicbes de nucleotideos, entre os 676 pb dos quatro clones sequenciados,
podem ser artefatos metodologicos. Assim, embora ndo possamos descartar a
hipétese de evolugdo em concerto, achamos que esta deve ser insuficiente para
explicar este alto grau de similaridade apresentado entre sequéncias de harrow
nos genomas das diferentes espécies hospedeiras.

Outra hipdtese alternativa considerada € que as sequéncias de harrow
estariam sob selegdo em nivel de RNA, por serem alvo de interferéncia de RNA
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(RNAI, do inglés, “RNA interference”). RNAi € um mecanismo de silenciamento de
expressado génica e acredita-se que seja uma importante defesa dos genomas
hospedeiros contra invasbes e multiplicagbes de virus e TEs (Slotkin e
Martienssen, 2007). Assim, harrow poderia estar sendo mantido conservado para
permitir o reconhecimento de sequéncias homdélogas no processo de RNAI.

Uma descrigao simplificada da forma geral como o silenciamento por RNAI
ocorre € apresentada a seguir (baseada na revisdo de Slotkin e Martienssen,
2007). O processo de RNAI é ativado pela presenga de moléculas de RNA dupla
fitas homologas a por¢cdes do gene alvo. Estas moléculas s&o clivadas por
proteinas da familia Dicer em fragmentos menores, de cerca de 21 a 30 pb,
chamados siRNAs (do inglés, “small interfering RNAS”). Estes siRNAs ligam-se a
varias proteinas formando o complexo de silenciamento RNA-induzido (RISC, do
inglés “RNA-induced silencing complex”). Em seguida, RISC é ativado quando
estes siRNAs passam a ser fita unica. Uma vez ativado, RISC pode reconhecer e
se ligar ao mRNA alvo, o qual é clivado e posteriormente degradado por outras
proteinas.

Acreditamos que a hipdotese da alta similaridade interespecifica das
sequéncias de harrow ser resultado de forte restricao seletiva por estar sob acao
de RNAI seja menos provavel do que a hipotese harrow ter passado HT, pelos
seguintes motivos: 1) Primeiramente, uma vez que a ligacdo ao mRNA é feita por
fragmentos tdo pequenos de siRNA, nd&o conseguimos visualizar como seria
possivel manter uma regido da transposase grande (quase 700 pb) como a
analisada aqui tdo conservada; 2) Por outro lado, estudos atuais apontam para
um processo inverso a conservacao de sequéncia devido a RNAI. De fato, uma
espécie de “corrida armamentista” € apontada para a relagcdo entre “sequéncias
parasitas” (como virus e TEs) e genes responsaveis pelo mecanismo de RNAI,
mostrando que estes genes evoluem rapidamente em resposta a também rapida
evolugdo das sequéncias invasoras para escapar do silenciamento (Obbard et al.,
2006; Aravin et al., 2007; Obbard et al., 2009 ). Adicionalmente, nem mesmo
sabemos se estas sequéncias estdo envolvidas de qualquer maneira com RNA..

Além dessas consideragdes, levamos em conta que, admitindo a hipotese
de VT, seguida de evolugdo em concerto ou restricdo seletiva por RNAI, para
explicar os resultados obtidos, ainda dependeriamos de inumeros eventos de
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perda estocastica do elemento ao longo da evolugdo. Acreditamos que se ha
algum mecanismo para manter sequéncias de TEs tdo similares, inclusive
mantendo baixa divergéncia sindnima, entre espécies tdo distantes (mesmo de
subgéneros distintos), este mecanismo € ainda completamente desconhecido.
Quem sabe, com descobertas futuras da ciéncia, o quadro possa mudar, porém,
agora, consideramos que a explicagao mais razoavel para nossos achados seja a
ocorréncia de multiplos eventos de HT. Tal interpretacdo esta completamente de
acordo com a visao atual sobre a propensdo, e aparente necessidade, de
transposons de DNA de serem transmitidos horizontalmente, invadindo novos

genomas hospedeiros, para n&o se tornarem extintos.
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