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Acph1   fosfatase ácida-1 

Adh  álcool desidrogenase 

Amd  alfa metildopa 

BuTs  transposons de D. buzzatii  

COI  citocromo oxidase I 

COII  citocromo oxidase II 
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LINEs  
(Long Interspersed Nuclear 

Elements) 
elementos nucleares intercalados longos 
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MITEs  
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Transposable Elements) 
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TSD  (Target Site Duplication) duplicação do sítio alvo 
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(Unweighted Pair Group Method 

by Arithmetic Averages) 
 

Xdh  xantina-desidrogenase 
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RESUMO 

 

Galileo foi identificado em D. buzzatii e classificado como transposon do tipo foldback 

devido às suas longas IRs (repetições invertidas), que capacitam o elemento a formar uma 

estrutura secundária que leva a quebras e rearranjos cromossômicos. Evidências indicam 

que Galileo foi responsável pela geração de três inversões naturais segregantes em 

populações de D. buzzatii. A descoberta de Galileo em seis das 12 espécies de Drosophila 

sequenciadas, incluindo a D. willistoni, através de um estudo in silico, foi promissora para 

a busca de agentes causadores de quebras e rearranjos cromossômicos nesta espécie, que é 

altamente polimórfica, e em espécies a ela relacionadas. Nesse contexto, o presente estudo 

foi o primeiro a caracterizar o transposon Galileo em populações naturais de espécies do 

grupo willistoni de Drosophila. Para a investigação da presença de Galileo foram 

construídos primers com base na sequência de Galileo encontrada no genoma da linhagem 

sequenciada (GdH4) de Drosophila willistoni, para amplificar um fragmento do domínio 

central do elemento, assim como da inferida transposase e de seu domínio THAP. Os 

fragmentos polimórficos foram clonados e sequenciados para posterior caracterização 

molecular. O alinhamento das sequências nucleotídicas e de aminoácidos foi obtido no 

software Muscle com posterior edição no Bio Edit e o programa Gene Doc foi utilizado na 

tradução das sequências. Foram investigadas as espécies Drosophila willistoni, D. 

tropicalis, D. equinoxialis, D. insularis e quatro das semiespécies de D. paulistorum 

(Amazônica, Andino-Brasileira, Interior e Orinocana) do subgrupo willistoni, e D. 

nebulosa, D. capricorni e D. fumipennis, subgrupo bocainensis, do grupo willistoni, pelas 

técnicas de PCR e Dot blot. Foi encontrada variabilidade intra e interespecífica no tamanho 

dos fragmentos amplificados de Galileo, sendo que todas as sequências analisadas são 

indicativas de cópias defectivas. Foram caracterizadas 22 variantes a partir das sequências 

obtidas, permitindo a construção de um dendrograma de acordo com a presença ou 

ausência das variantes no genoma de todas as espécies estudadas por meio do software 

NTSYSpc 2.1. Os dados resultaram em dois clados bem-definidos: (1) formado pelas 

quatro semiespécies de D. paulistorum e (2) pelas espécies crípticas D. tropicalis, D. 

insularis e D. equinoxialis. Drosophila willistoni do subgrupo willistoni, D. sucinea, D. 

nebulosa e D. capricorni do subgrupo bocainensis, apresentaram variantes exclusivas e, 

assim, formaram ramos independentes aos dois agrupamentos. Entre todas as espécies 
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crípticas do subgrupo willistoni somente D. willistoni não compartilha qualquer uma das 

suas quatro variantes. O quadro que emerge de nossos achados é sugestivo de mais de um 

evento evolutivo, implicando tanto a manutenção por ancestralidade de certas variantes 

quanto a ocorrência de perdas estocásticas. Além disso, o fenômeno de introgressão, já 

bem-documentado dentro do subgrupo willistoni, pode ter sido o mecanismo pelo qual 

tenham sido transferidas sequências de Galileo entre alguns táxons estudados, 

principalmente entre algumas semiespécies de D. paulistorum. A singularidade de D. 

willistoni entre as crípticas quanto às diferentes sequências de Galileo em seu genoma, 

pode ser consequência da presença de elementos quiméricos, uma vez que foi observada a 

inserção secundária de outros elementos em Galileo de D. buzzatii. Considerando a 

peculiaridade de Galileo, como gerador de inversões cromossômicas em populações 

naturais de D. buzzatii, nossos resultados sugerem que Galileo também pode ter 

desempenhado um papel importante na evolução genômica no grupo willistoni de 

Drosophila, uma vez que D. willistoni e D. paulistorum apresentam muitos arranjos 

cromossômicos segregando em suas populações naturais. 
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ABSTRACT  

 

Galileo was identified in Drosophila buzzatii and classified as a foldback-like transposon 

due to its long IRs (inverted repeats), which allow the element to form a secondary 

structure that leads to breaks and chromosomal rearrangements. Several evidences indicate 

that Galileo was responsible for the generation of three natural segregating inversions in 

populations of D. buzzatii. The finding of Galileo in six of the 12 species of Drosophila 

that were sequenced, including D. willistoni, through an in silico study, is promising for the 

search of agents that cause chromosomal breaks and rearrangements in this species, that is 

highly polymorphic, and in related species. Based on this context, this was the first work to 

characterize the Galileo transposon in natural populations of the willistoni group of 

Drosophila. To detect the presence of Galileo, we used primers based on the sequence of 

Galileo found in the genome of the sequenced lineage (GdH4) of Drosophila willistoni, so 

that a fragment of the central domain of the element is amplified, as well as the putative 

transposase and its THAP domains. The polymorphic fragments were cloned and 

sequenced for later molecular characterization. The alignment of the nucleotide sequences 

and amino acids was obtained in the Muscle software with later edition in the Bio Edit, and 

the Gene Doc program was used to translate the sequences. We investigated, by PCR and 

Dot blot, the following species: D. willistoni, D. tropicalis, D. equinoxialis, D. insularis 

and four semispecies of D. paulistorum (Amazonian, Andean-Brazilian, Interior and 

Orinocan) of the subgroup willistoni, besides D. nebulosa, D. capricorni and D. 

fumipennis, subgroup bocainensis, group willistoni. The size variability of the Galileo 

amplified fragments was intra and interspecific; all the analyzed sequences indicate 

defective copies. Twenty two variants were identified in the obtained sequences, allowing 

the construction of a dendrogram based in the presence or absence of the variants in the 

genomes of all the species studied through the NTSYSpc 2.1 software. The data produced 

two well-defined clades: (1) formed by the four semispecies of D. paulistorum and (2) by 

the sibling species D. tropicalis, D. insularis and D. equinoxialis. D. willistoni (subgroup 

willistoni), D. sucinea, D. nebulosa and D. capricorni (subgroup bocainensis) have 

exclusive variants of Galileo, forming two independent branches of the two clades. Among 

all the sibling species of the subgroup willistoni, only D. willistoni does not share any of its 

four variants.  
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The results of our observations suggest more than one evolutionary event, indicating both 

the maintenance by ancestrality of some variants and the occurrence of stochastic loss. 

Besides, the introgression phenomenon, well-documented in the willistoni subgroup, may 

have been the mechanism through which the Galileo sequences were transferred between 

some taxons that were studied, specially between some semispecies of D. paulistorum. The 

uniqueness of D. willistoni among siblings, regarding the different Galileo sequences in its 

genome, can be a consequence of the presence of quimeric elements, since a secondary 

insertion of other elements in Galileo of D. buzzatii was observed. Taking into account the 

Galileo element singularities, as a generator of chromosomal inversions in natural 

populations of D. buzzati, our findings suggest that Galileo could also have played an 

important role in the genomic evolution of the Drosophila willistoni group, since D. 

willistoni and D. paulistorum have many chromosomal rearrangements segregating in their 

natural populations. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO 

  

Elementos Transponíveis 

Elementos transponíveis (TEs, do inglês Transposable Elements) são componentes 

intrínsecos aos genomas de todos os organismos já investigados, com exceção do 

Plasmodium falciparum e provavelmente espécies intimamente relacionadas. Classificados 

como DNA medianamente repetido, possuem capacidade de mobilização, causam 

duplicação do sítio alvo de inserção (TSD, do inglês Target Site Duplication), são dotados 

de polimorfismos de sítios de inserção e possuem número variável de cópias dentro e entre 

espécies. Essas características são importantes para o reconhecimento das diferentes 

classes de TEs (Capy et al., 1998, Wicker et al., 2007). 

Wicker et al. (2007) propuseram um sistema de classificação para TEs, o qual, em 

uma ordem hierárquica, inclui os níveis de classe, subclasse, ordem, superfamília, família e 

subfamília. O nível mais elevado divide os TEs pela presença ou ausência de um 

intermediário de RNA na transposição, como elementos da classe I e da classe II, 

respectivamente, como proposto por Finnegan (1989). A subclasse previamente usada para 

separar TEs da classe I dotados de repetições terminais longas (LTRs, do inglês Long 

Terminal Repeats) dos elementos intercalados longos e curtos (LINEs e SINEs, do inglês 

Long and Short Interspersed Nuclear Elements), distingue agora elementos da classe II que 

utilizam o mecanismo replicativo daqueles que se transpõem pelo mecanismo 

conservativo. A ordem marca diferenças importantes no mecanismo de inserção, 

consequentemente, na organização geral e enzimologia, substituindo assim a subclasse 

para TEs da classe I. As superfamílias dentro de uma ordem compartilham uma estratégia 

de replicação, mas são distinguidas por características uniformes e amplamente difundidas, 

tais como a estrutura protéica e domínios não-codificantes. Além disso, superfamílias 

diferem na presença e tamanho da duplicação do sítio alvo de inserção. Superfamílias são 

divididas em famílias, as quais são definidas pela conservação da sequência de DNA, 

embora essa seja mínima e restrita à região codificante. Subfamílias são definidas com 

base nos dados filogenéticos e podem, em casos específicos, servir para distinguir 

elementos autônomos de não-autônomos. 
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Em um mesmo genoma podem existir cópias completas de um TE, também 

denominadas de autônomas, e elementos deletados, também referidos como não-

autônomos ou defectivos. Recentemente tem sido postulado (Wicker et al., 2007) que as 

categorias autônomas e não-autônomas, devam ser consideradas em função das seguintes 

particularidades: um elemento seria autônomo simplesmente se ele codificar todos os 

domínios necessários para a sua transposição, independentemente de estar funcional ou 

ativo; não-autônomos, por sua vez, são definidos como qualquer grupo de elementos que 

tenha perdido algum ou todos os domínios encontrados nos elementos autônomos. 

Normalmente elementos não-autônomos têm região codificadora altamente degenerada.  

A transposição de TEs pode ocorrer entre regiões de um mesmo cromossomo, entre 

cromossomos diferentes (Capy et al., 1998) ou ainda entre genomas de diferentes espécies 

por meio de vetores, processo chamado de transferência horizontal (HT, do inglês 

Horizontal Transfer) (Loreto et al., 2008). 

O impacto da presença de TEs pode adquirir proporções distintas dependendo de 

sua localização no genoma do organismo. Enquanto cópias ativas são encontradas, 

principalmente na eucromatina, cópias defectivas e rearranjadas são observadas na 

heterocromatina. No entanto, permanece ainda a dúvida se existe uma preferência 

insercional de TEs por determinadas regiões ou se este padrão é resultado de diferentes 

pressões seletivas (Capy et al., 1998). 

Um aumento de evidências sugere que alguns elementos transponíveis podem ter 

um importante papel na evolução de espécies seja via alterações da função gênica através 

das inserções e excisões, pela indução de rearranjos cromossômicos, ou ainda permitindo o 

surgimento de novos genes e sequências regulatórias (McDonald, 1993; Wessler et al., 

1995; Kidwell & Lisch, 1997; Kidwell & Holyoake, 2001; Kazazian, 2004; Feschotte & 

Pritham, 2007; Feschotte, 2008).  

 

Evidências da Relação de TEs com Rearranjos Cromossômicos 

Inversões cromossômicas são notavelmente abundantes no gênero Drosophila, 

sendo observadas como polimorfismos intra-específicos, assim como diferenças 

interespecíficas fixadas (Bhutkar et al., 2008). 

TEs podem gerar inversões cromossômicas por recombinação homóloga 

intracromosomal entre duas cópias do mesmo TE posicionados em orientações opostas 



 16 

(Petes & Hill, 1988). Este mecanismo é conhecido como recombinação ectópica ou 

recombinação homológa não-alélica (NAHR, do inglês Nonallelic Homologous 

Recombination). Podem também induzir inversões, bem como outros tipos de rearranjos, 

quando duas extremidades oriundas de diferentes variantes de um TE participam juntas em 

um evento aberrante de transposição. O resultado depende da 

localização e orientação das cópias no cromossomo e na região cromossômica onde se 

inserem. Se os dois exemplares estão localizados em cromátides irmãs ou em 

cromossomos homólogos, o processo é chamado de inserção de elemento híbrido (hybrid 

element insertion) (Svoboda et al., 1995; Gray et al., 1996; Gray, 2000). Quando os dois 

exemplares estão localizados em regiões vizinhas da mesma cromátide, o mecanismo é 

conhecido como transposição de extremidades invertidas (reversed ends transposition) 

(Huang & Dooner, 2008; Zhang et al., 2009). 

Evidências da implicação dos TEs na origem de rearranjos cromossômicos, através 

do mecanismo de recombinação ectópica, foram fornecidas por Daveran-Mingot et al. 

(1998), Parkhill et al. (2001), Deng et al. (2002), Brinig et al. (2006), Redder & Garrett 

(2006) e Beare et al. (2009) para bactérias, sendo que algumas linhagens experimentaram 

um impressionante grau de rearranjo (Chain et al., 2004; Parkhill et al., 2003; Cho et al., 

2007; Reith et al., 2008). Da mesma forma deleções, duplicações, translocações e 

inversões mediadas pela recombinação de elementos Ty em leveduras foram relatadas por 

Roeder (1983), Petes & Hill (1988), Picologlou et al. (1988) e Kim et al. (1998). Nos 

mamíferos elementos intercalados longos e curtos (LINEs e SINEs) têm sido implicados na 

geração, por recombinação ectópica, de 50 inversões fixadas entre humanos e chimpanzés 

(Schwartz et al.,1998; Lee et al., 2008). 

 A implicação circunstancial de TEs na origem de inversões em Drosophila foi 

primeiramente obtida por hibridização in situ com sondas de diferentes elementos: hobo 

em D. melanogaster (Lim, 1988; Lyttle & Haymer, 1992), P em D. willistoni (Regner et 

al., 1996), Penelope e Ulysses em espécies do grupo virilis (Zelentsova et al., 1999; 

Evgen’ev et al., 2000). A evidência da implicação de TEs na geração de inversões é 

limitada. Em D. pseudoobscura, a inversão polimórfica Arrowhead e um número de 

inversões fixadas foram geradas por recombinação ectópica entre repetições de 128 pb e 

315 pb, mas a natureza dessas repetições ainda permanece desconhecida (Richards et al., 

2005). Cópias de MITEs (do inglês Miniature Inverted Repeat Transposable Elements) 
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foram encontradas flanqueando a inversão In(4)a em D. americana e responsabilizadas 

pelo rearranjo através da recombinação entre suas repetições (Evans et al., 2007). Em D. 

buzzatii, o elemento foldback Galileo, tem sido implicado na geração de três inversões 

polimórficas (2j, 2q
7 e 2z

3) através da recombinação entre sequências em orientações 

opostas (Cáceres et al., 1999; Casals et al., 2003 e Delprat et al., 2009). 

 

Elementos foldback 

Elementos foldback foram descritos pela primeira vez em Drosophila 

melanogaster (Potter et al., 1980), subsequentemente em outros organismos como, por 

exemplo, em Strongylocentrotus purpuratus (Liebermann et al., 1983), Chiromonus 

thummi (Hankeln & Schmidt, 1990), Caenorhabditis elegans (Yuan et al., 1991), 

Lycopersicon esculentum, L. chmielwvskii, L. hirsutum, Solanum fenderli, S. polyadenium 

(Rebatchouk & Narita, 1997), Arabidopsis thaliana (Adé & Belzile, 1999), Oryza sativa 

(Cheng et al., 2000), Cionas intestinalis (Simmen & Bird, 2000); Drosophila buzzatii 

(Cáceres et al., 2001). 

Estes elementos, pertencentes à classe II, apresentam características bem 

peculiares. Entre as principais características que os distinguem são as muito longas 

repetições invertidas (IRs, do inglês Inverted Repeats) ao contrário das repetições terminais 

invertidas (ITRs do inglês Inverted Terminal Repeats). Estas usualmente se estendem por 

quase o elemento inteiro e são separadas por um domínio central (M, do inglês Midle 

Domain) que varia no seu comprimento e composição. Como consequência de sua 

estrutura, quando desnaturadas, as duas repetições invertidas (IRs) podem dobrar e 

permanecerem pareadas, dando origem a uma estrutura secundária estável, a qual inspirou 

o nome do elemento (Potter et al., 1980). As repetições invertidas possuem uma 

organização modular com três possíveis domínios: o domínio que flanqueia toda a 

sequência (IR-FD, do inglês Inverted repeat-Flanking Domain); o domínio externo (IR-

OD, do inglês Inverted repeat-Outer Domain), o qual inclui uma série de repetições 

imperfeitas em tandem; e o domínio interno (IR-ID, do inglês Inverted repeat-Inner 

Domain), o qual habitualmente contém sequências ricas em A-T (Adé & Belzile, 1999; 

Simmen & Bird, 2000) (Figura 1). A capacidade de codificar não tem sido encontrada na 

vasta maioria de transposons foldback descritos e seu mecanismo de transposição não é 

plenamente compreendido (Yuan et al., 1991; Rebatchouk & Narita, 1997; Adé & Belzile, 
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1999; Cheng et al., 2000; Simmen & Bird, 2000; Casals et al., 2005), embora recentemente 

Marzo et al. (2008) sugerem uma alternativa, pelo menos, no que refere ao elemento 

Galileo. 

Em nível funcional, elementos foldback são caracterizados por sua capacidade de 

induzir instabilidade e processos de recombinação, conduzindo para a geração espontânea 

de mutações e rearranjos cromossômicos em D. melanogaster (Levis et al., 1982; Bingham 

& Zachar, 1989; Smith & Corces, 1991) e em D. buzzatii (Cáceres et al., 1999; Casals et 

al., 2003; Delprat et al., 2009). Esses processos parecem ocorrer por recombinação 

ectópica entre sequências do mesmo elemento (Collins & Rubin, 1984; Cáceres et al., 

1999; Delprat et al., 2009) que poderiam também explicar a grande heterogeneidade 

estrutural dessa família (Hoffman-Liebermann et al., 1985; Cheng et al., 2000; Windsor & 

Waddel, 2000). Além disso, elementos foldback, devido à presença das longas IRs, 

possuem a habilidade de formar estruturas secundárias, as quais estimulam a produção de 

quebras de dupla fita e recombinação (Lobachev et al., 1998) e, consequentemente, sendo 

uma fonte de instabilidade genômica (Zhou et al., 2001). Adé & Belzile (1999) verificaram 

que em Arabidopsis thaliana os elementos Hairpin apresentam um potencial para formar a 

estrutura secundária muito estável, pois estes autores obtiveram, para esses elementos 

foldback, valores de ∆G entre -54 a -92 kcal mol-1. 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da organização modular dos elementos foldback e da sequência 

duplicada do sítio alvo de inserção (TSD). IR-FD, domínio flanqueador da repetição invertida; IR-OD, 

domínio externo da repetição invertida; IR-ID, domínio interno da repetição invertida; ( )n, o número de 

repetições do domínio externo pode variar; M, domínio central. As diferentes repetições invertidas (IRs) estão 

representadas nas mesmas cores em ambos os lados, como também o TSD. Baseada em Casal et al. (2005). 

 

O Elemento Galileo como o principal agente de reorganização cromossômica em 

Drosophila 

Em 1999 Cáceres et al. sustentaram que o mecanismo de recombinação ectópica 

seria o responsável pela geração de uma inversão (2j), comumente observada no segundo 

cromossomo de D. buzzatii. A partir da clonagem e sequenciamento dos pontos de quebra 
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da inversão, os autores demonstraram que esses pontos possuíam largas inserções, as quais 

não estão presentes no arranjo 2st ancestral. A inserção entre A e C (ponto de quebra distal 

em 2j) apresenta 392 pb sendo 106 pb correspondentes às repetições terminais invertidas 

(ITRs), que poderiam representar as longas regiões invertidas (IRs), características dos 

elementos foldback. A inserção entre B e D (ponto de quebra proximal em 2j) possui 4319 

pb, com uma complexa estrutura interna. Apresenta uma ITR proximal como na inserção 

AC (106 pb) e uma distal com 47 pb correspondentes a sequência inicial da repetição de 

106 pb. Os 180 pb centrais da inserção AC e os que acompanham a ITR proximal de BD 

são homólogos, com uma identidade de 95%, mas em orientações opostas. Flanqueando 

cada inserção, sequências de 7 pb correspondem ao sítio duplicado durante o evento da 

inserção, contudo, dispostas separadamente e invertidas, o que sugere fortemente que a 

inversão 2j decorreu de um pareamento intracromossomal e a recombinação entre as duas 

sequências homólogas inseridas em sítios distantes, em orientações opostas (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2. Modelo para a geração da inversão cromossômica 2j em D. buzzatii. Primeiro duas sequências 

homólogas do TE foram inseridas entre as sequências A e B e entre C e D do cromossomo com o arranjo 

padrão, gerando duplicações de 7 nucleotídeos (destacados nos retângulos). A recombinação ectópica entre 

as sequências do TE em orientação oposta resultou na inversão do fragmento cromossômico entre as cópias. 

Como resultado deste processo, os sítios alvos duplicados foram trocados entre as inserções do TE 

adquirindo a atual orientação encontrada nos cromossomos com a inversão 2j. Linhas pontilhadas referem-se 

às sequências nucleotídicas que não estão representadas em escala (Modificado de Cáceres et al., 1999). 
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Embora ainda não se conheça com detalhes a estrutura original dessas inserções, 

elas são homólogas em aproximadamente 274 pb e, mesmo sendo relativamente pequenas, 

parecem longas suficientes para promover recombinação ectópica em Drosophila (Busseau 

et al., 1989; Nassif & Engels, 1993).  

As inserções nos pontos de quebra da inversão 2j não mostraram homologia 

nucleotídica com qualquer sequência depositada em bancos de dados e foi designada como 

Galileo. A variação encontrada no número de sinais de hibridização in situ e nas suas 

localizações no cromossomo sugere uma recente atividade transposicional desse TE. A 

inserção AC é provavelmente uma cópia defectiva, mas que mantém as sequências 

terminais necessárias para a transposição. A cópia encontrada entre B e D pode ter 

degenerado parcialmente, mas contém regiões de leitura abertas (ORFs, do inglês Open 

Reading Frames) que poderiam codificar uma proteína envolvida na transposição. A ORF 

maior prediz uma sequência de 172 aminoácidos e apresenta 32% de identidade com a 

ORF maior do elemento Gandalf de D. koepferae (Marin & Fontdevila, 1995) espécie 

críptica de D. buzzatii (Cáceres et al., 1999). 

Cáceres et al. (1999) avaliaram a diversidade nucleotídica entre cinco linhagens 

com a inversão 2j e que continham o elemento Galileo. Os autores encontraram que a 

diversidade nucleotídica entre uma sequência de 428 pb, correspondente aos pontos de 

quebras A, B, C e D da inversão 2j, e 794 pb de Galileo era de 0,0053 e virtualmente zero 

nas regiões da inversão 2j entre as linhagens. Frente ao exposto e considerando que a 

divergência nucleotídica (0,0279) entre as linhagens possuidoras do arranjo standard (2st), 

é plausível considerar que os arranjos 2j descendem do produto de um único evento de 

recombinação ectópica. Cáceres et al. (2001) afirmam com base em um alto valor de 

bootstrap que todas as sequências oriundas de 2j formariam um grupo monofilético e que o 

arranjo teria ocorrido há aproximadamente 1 milhão de anos. Esse dado é consistente com 

a difusa distribuição da inversão nas populações de D. buzzatii que, de acordo com o 

tempo de coalescência dos alelos 2j, teriam se diferenciado há menos de 84 mil anos. Isto 

representa uma rápida reestruturação genômica nunca vista antes na natureza e qualifica os 

pontos de quebra 2j como hotspots (pontos quentes) instáveis.  

Cáceres et al. (2001) realizaram uma exaustiva análise molecular (Southern blot, 

PCR de diferentes segmentos, mapa de restrição dos produtos da PCR e sequênciamento de 

DNA) das regiões dos pontos de quebra de 2j em 9 linhagens de D. buzzatii com o 
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rearranjo ancestral (2st) e 30 linhagens com a inversão 2j. De acordo com a enzima de 

restrição utilizada, foram observadas diferenças no tamanho das bandas somente nas 

linhagens 2j tanto no ponto de quebra proximal quanto no ponto de quebra distal.  

A partir do sequênciamento das regiões e dos fragmentos que apresentaram 

variação, foram identificados 10 tipos estruturais no ponto de quebra proximal e 7 no ponto 

de quebra distal, sendo a maioria deles relacionada por uma mudança relativamente 

simples, como inserções e deleções. Além das inserções, Galileo-1 e Galileo-2 implicadas 

na geração da inversão 2j (Cáceres et al., 1999), há mais duas cópias inseridas nos pontos 

de quebra (Galileo-3 e Galileo-4). As duas últimas cópias são compostas basicamente por 

longas IRs e uma região central relativamente pequena e heterogênea que parece não 

codificar alguma proteína envolvida na transposição. Cinco outras inserções correspondem 

aos TEs Kleper e Newton, intimamente relacionados (com uma média de identidade de 

84%), os quais apresentam similaridades com elementos foldback.  Além disso, sete 

inserções corresponderam a quatro diferentes TEs, os quais têm sido designados como 

BuTs (transposons de D. buzzatii) e outras cinco inserções a elementos ainda não 

classificados (Figura 3).  

As inserções, deleções e os outros rearranjos não estão distribuídos 

uniformemente ao longo dos cromossomos, mas parecem ter ocorrido após as inserções de 

Galileo-1 e Galileo-2, dentro ou muito próximo deles. Assim, a idéia de que inserções de 

Galileo são hotspots mutacionais na geração de rearranjos cromossômicos foi proposta por 

Cáceres et al. (2001). 

Junto às múltiplas inserções de TEs, foram encontradas por Cáceres et al. (2001) 

13 deleções com mais de 17 pb sendo que cinco parecem ter sido originadas pelo 

mecanismo de mal pareamento por deslize (slipped-strand mispairing). Um mecanismo 

similar poderia também ter gerado a duplicação em tandem observada nos 41 pb da 

extremidade terminal do Galileo-2 em uma das linhagens estudadas com a inversão 2j. Em 

algumas linhagens foi encontrada também uma mudança na orientação de 55 pb no 

fragmento interno de Galileo-1, sugerindo que a inversão teria ocorrido no interior da 

inserção do ponto de quebra proximal.  

Casals et al. (2003) caracterizaram molecularmente uma outra inversão 

polimórfica de D. buzzatii, 2q
7. Enquanto a inversão 2j está localizada na posição central  
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Figura 3. Representação esquemática das estruturas encontradas nos pontos de quebra proximal (A) e distal 

(B) da inversão 2j em 30 linhagens de D. buzzatii estudadas. Todas as estruturas diferentes são apresentadas, 

com exceção da j-16 localizada no ponto de quebra proximal, que difere da jz3-4 pela deleção de 6 

nucleotídeos. Linhas grossas representam sequências de cópia única A, B, C e D. TEs estão ilustrados como 

retângulos coloridos, sendo que as pontas agudas de cor preta estão representando as ITRs. Inserções e 

deleções estão delimitadas por linhas verdes e rosas, respectivamente e são identificadas com um i ou d 
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seguido de um número. As sequências dos sítios alvos duplicados são mostradas acima das estruturas. As 

linhas azuis indicam a inversão de um segmento interno. Setas abaixo dos diagramas informam sobre a 

orientação de alguns segmentos homólogos. Os fragmentos de cada estrutura que foram sequênciados estão 

dentro de retângulos claros. Hyp são estruturas hipotéticas não encontradas na amostra, mas representadas 

como intermediárias daquelas observadas. As pequenas setas pretas são os primers utilizados no estudo 

(Modificada de Cáceres et al., 2001). 

 

do cromossomo, amplamente distribuída em populações de D. buzzatii e presente em altas 

frequências, a inversão 2q
7 está situada mais proximalmente (com um dos pontos de 

quebra próximo do centrômero), é mais recente, apresentando uma distribuição geográfica 

restrita e baixa frequência (< 10%), além de sobrepor a 2j. Na caracterização fez-se uso de 

27 linhagens de D. buzzatii, as quais eram homocariotípicas para um dos quatro diferentes 

arranjos do cromossomo 2: 2st, 2j, 2jz
3 e 2jq

7.  

No trabalho foram encontradas grandes inserções nos pontos de quebra AC e BD 

em cromossomos 2jq
7, as quais apresentaram uma alta identidade com os TEs previamente 

descritos por Cáceres et al. (2001). No ponto de quebra distal observou-se uma inserção de 

1,8 kb na junção AC, que compreende uma cópia truncada do elemento BuT5-2 e o 

elemento Galileo-10; outra de 387 pb na região A, a qual representou a exceção (por não 

ter sido observada no trabalho anterior), foi designada como sendo um novo elemento da 

superfamília hAT, BuT6. No ponto de quebra proximal (BD) inserções de 2,4 e 3 kb 

separadas por apenas 11 pb, os quais correspondem aos primeiros 11 nucleotídeos da 

sequência D, foram identificadas. A inserção de 2,4 kb, localizada na junção BD, é 

constituída por três cópias parciais e uma completa do TE BuT5, uma cópia do Kepler-5 e 

duas sequências pequenas correspondentes à extremidade terminal do Galileo-11; o 

fragmento de 3 kb continha uma longa cópia do Galileo-12 inserida dentro de um elemento 

BuT3-6. 

A localização em sentido direto das inserções de 1,8 kb e 2,4 kb nas junções A-C e 

B-D, respectivamente, aponta para o envolvimento das mesmas na origem da inversão. As 

outras duas inserções nos pontos de quebra não estão diretamente envolvidas na geração da 

inversão 2q
7 e foram aparentemente causadas por invasões secundárias de TEs, como 

mostram os sítios diretos duplicados que flanqueiam BuT6 na região A e BuT3 na região D. 

Contudo, Galileo é apontado como o provável indutor da inversão 2q
7 com posterior 

invasão dos demais. A duplicação que flanqueia o Galileo-10 na região C é invertida e 
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complementar à sequência de 7 pb que flanqueia o Galileo-11 na região D. A sequência de 

7 pb da outra extremidade do Galileo-10 corresponde à sequência alvo consenso 

(G16T16a10g10T15A18c9) proposta para Galileo e os outros dois elementos foldback, Kepler e 

Newton, descritos em D. buzzatii (Cáceres, 2000). Esta sequência de 7 pb pertence ao 

BuT5-2, o que sugere que Galileo-10 foi inserido originalmente dentro do elemento BuT5 

pré-existente. Nem a sequência complementar de 7 pb nem o fragmento remanescente de 

BuT5-2 foram encontrados na outra extremidade de Galileo-11 na região B, como seria 

esperado pela recombinação ectópica e pelo modelo de inserção de elemento híbrido 

(hybrid element insertion), ambos modelos propostos para explicar a indução de inversões 

cromossômicas por TEs (Petes & Hill, 1988; Lim & Simmons, 1994). Contudo, devido à 

região BD sustentar um maior número de inserções e mudanças estruturais, a explicação 

provável é que uma deleção removeu a duplicação de 7 pb junto com o elemento BuT5-2. 

Esta deleção poderia ter também removido os 23 nucleotídeos da sequência AB que não 

estão presentes nos cromossomos com as inversões.  

No estudo detalhado realizado Casals et al. (2003) uma evidência adicional 

fornece suporte para o papel do Galileo na origem da inversão 2q
7 e sugere que a 

recombinação ectópica pode ser o mecanismo envolvido: Galileo-10 parece ser uma 

quimera que foi provavelmente gerada por recombinação entre duas cópias de Galileo 

ligeiramente diferentes. Foram comparadas as IRs de ambas as extremidades do Galileo-10 

com as sequências correspondentes no Galileo-12 e com outras duas cópias previamente 

descritas, Galileo-3 e Galileo-4 (Cáceres et al., 2001). As IRs de um mesmo elemento 

sempre exibiram uma menor divergência que aquelas de elementos diferentes. A exceção é 

o Galileo-10, cujas IRs mostram um aumento na divergência, similar com aquela 

observada entre IRs de diferentes elementos e seis vezes maior do que entre IRs 

pertencentes a um mesmo elemento. Embora as diferenças entre as duas IRs do Galileo-10 

pudessem ter surgido por mutação, a taxa de mutação deveria ser excessivamente alta para 

dar conta do alto nível de divergência. Dessa forma suporta-se o modelo de recombinação 

ectópica para a origem do elemento Galileo-10.  

Casals et al. (2003) estimaram que a inversão 2q
7 ocorreu há 490 mil anos sendo 

que, ao excluírem a região A (a qual apresentou o maior nível de polimorfismo), a 

estimativa passou para 670 mil anos. Da mesma forma, para as diferenças estruturais entre 

as linhagens que possuíam o cromossomo 2jq
7 os autores estimaram entre 20 mil e 25 mil 
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anos a idade dos alelos. As estimativas são consistentes com aquelas calculadas por 

Cáceres et al. (2001) para inversão 2j e suas formas alélicas (aproximadamente 1 milhão 

de anos e 83 mil anos respectivamente), da qual a inversão 2q
7 se formou. A ausência de 

polimorfismo nucleotídico e a pouca idade dos alelos de 2j, ratificam a baixa frequência da 

inversão 2q
7 em populações naturais de D. buzzatii (Hasson et al., 1995).  

Sequências que formam palíndromos, semelhantes às ITRs, tem sido 

demonstradas como a fonte para a instabilidade genômica em camundongos (Zhou et al., 

2001), causando diferentes tipos de rearranjos cromossômicos. O número de rearranjos 

aumenta com o comprimento das ITRs e diminui com o maior tamanho da sequência 

interna, e ambos estão provavelmente envolvidos na habilidade para formar estruturas 

secundárias e ocasionar quebras na dupla fita de DNA. O tamanho das IRs de cópias 

completas do elemento Galileo variam de 683 pb e 1229 pb (Cáceres et al., 2001; Casals et 

al., 2003; Marzo et al., 2008) e, juntamente com o comprimento do DNA espaçador 

(domínio central), são premissas para o aumento no número de rearranjos, o que 

justificaria a denominação desses como hotspots mutacionais.  

Além disso, Cáceres et al. (2001) e Casals et al. (2005) argumentam sobre a 

capacidade do Galileo em formar estruturas secundárias o que poderia explicar as 

dificuldades encontradas na amplificação deste TE por PCR e, principalmente, ser 

sugestivo de um elemento ativo com um importante papel na evolução genômica de D. 

buzzatii e espécies relacionadas.  

Casals et al. (2005) ao caracterizarem molecularmente os TEs Galileo, Kepler e 

Newton, analisaram 14 cópias de Galileo, as quais apresentaram uma variação em tamanho 

de 20 a 2304 pb com regiões invertidas (IRs) de 8 a 1115 pb (Figura 4). A região 

flanqueadora das IRs de Galileo (IR-FD) contém 479 pb, os quais são relativamente 

conservados em todas as cópias. O domínio externo (IR-OD) é composto por três 

repetições imperfeitas em tandem de 136 pb, com uma identidade média de 91%, mais uma 

repetição menor incompleta de 43 pb. Tipicamente há duas a três repetições por IR e esse 

número difere entre ambos os lados do elemento. O domínio interno (IR-ID) além de ser 

extremamente heterogêneo em comprimento e na composição da sequência, é 

caracterizado por um alto conteúdo de AT (mais de 75%). Em Galileo-3 e -6, essa região 

inclui uma região de leitura aberta (ORF) de 141 pb e 34% de identidade com a 

transposase (TPase) de Hoppel, um elemento P-like de D. melanogaster (Reiss et al., 
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2003). Muitos dos elementos contêm uma região central com 81 a 158 pb que não tem sido 

encontrada formando parte das IRs e pode ser considerada como o domínio M. 

Kepler e Newton apresentam uma identidade nucleotídica de 90% e diferem de 

Galileo por aparentemente conter apenas IR-FD e o domínio M, mas não as repetições em 

tandem (IR-OD) ou domínios IR-ID. Em média, os primeiros 600 pb de Galileo (IR-FD e 

parte da primeira repetição em tandem), Kepler (IR-FD e a maior parte da região M), e 

Newton (IR-FD) têm aproximadamente 75% de identidade nucleotídica (Cáceres et al., 

2001). Em particular, os 40 pb terminais são quase idênticos entre eles e a região interna de 

200 pb mostra aproximadamente 86% de identidade nucleotídica. Outra característica 

comum entre Galileo, Kepler e Newton é a geração da duplicação de 7 pb do sítio alvo 

durante a inserção. As comparações das 19 sequências flanqueadoras desses elementos 

corroboram com a proposta feita por Cáceres (2000) da preferência por um sítio de 

inserção que contenha a sequência consenso (G16T16a10g10T15A18c9). Curiosamente, essa 

sequência é palindrômica e as primeiras duas bases de cada lado são complementares às 

extremidades dos elementos (CA...TG). 

 

 

 

Figura 4. Variantes de Galileo caracterizadas em D. buzzatii por Casals et al. (2005). 

 

Para determinar a relação filogenética entre Galileo, Kepler e Newton, Casals et 

al. (2005) utilizaram duas sequências homólogas das IRs (totalizando aproximadamente 
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250 pb). Apenas os elementos que continham ambas as regiões completas foram incluídos 

na análise e as duas extremidades dos elementos foram consideradas independentemente. 

A árvore obtida mostrou dois clados altamente divergentes, um incluindo cópias do 

Galileo e o outro as cópias de Kepler e Newton. Cópias de Galileo apresentaram um alto 

grau de variação e formaram diferentes subgrupos. Cópias de Kepler e Newton formaram 

dois grupos monofiléticos separados, mas estritamente relacionados. 

De acordo com Rebatchouk & Narita (1997) e Simmen & Bird (2000), elementos 

foldback podem ser classificados em quatro tipos dependendo da presença de diferentes 

domínios nas IRs. Galileo se enquadra no quarto tipo, pois na maioria dos casos ele 

apresenta os domínios IR-FD, IR-OD e IR-ID (Figura 5). É notável que as repetições 

internas em tandem do domínio IR-OD de Galileo são maiores do que as observadas em 

outros elementos foldback, as quais possuem normalmente 7 a 32 pb de comprimento. 

Kepler e Newton por apresentarem apenas o domínio IR-FD e a região M podem ser 

classificados como um novo tipo de elementos foldback, embora seja possível que as 

cópias analisadas por Casals et al. (2005) fossem defectivas (Figura 6). 

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática dos domínios da maioria das variantes de Galileo em D. buzzatii. Todas 

as variantes observadas por Casals et al. (2005) apresentaram suas IRs na orientação invertida. 

 

 

 

Figura 6. Representação esquemática dos domínios observados por Casals et al. (2005) nas variantes de 

Kepler e Newton em D. buzzatii. 

 

As cópias dos três elementos foldback caracterizadas por Casals et al. (2005) em 

D. buzzatii não mostraram alguma evidência de capacidade de codificação ou ORFs com 

homologia para uma proteína conhecida, com a exceção de duas cópias de Galileo, as 

quais possuem um segmento com baixa similaridade com a transposase de Hoppel. O alto 

nível de heterogeneidade estrutural descrito nesses e outros elementos foldback (Hoffman-

TSD 

IR-FD M 

M 

IR-OD 

IR-ID IR-FD 

TSD 

(  )n (  )n 



 28 

Liebermann et al., 1985; Cheng et al., 2000; Cáceres et al., 2001; Casals et al., 2005) 

sugere que todos os elementos encontrados poderiam ser defectivos e terem perdido a 

sequência necessária para codificar a transposase. Alternativamente, esses elementos 

poderiam ser mobilizados através de proteínas produzidas por outros TEs ou processos 

celulares (Rebatchouk & Narita, 1997). Em D. buzzatii, as similaridades entre os sítios de 

inserção alvos dos três elementos foldback sugerem que provavelmente eles são 

mobilizados por um mesmo mecanismo de transposição. Em adição, a conservação de 

certas regiões das IRs, especialmente as extremidades, poderia ser um indicativo do 

possível papel de reconhecimento e ligação da transposase. Parece que as repetições 

internas em tandem poderiam ter um importante papel no reconhecimento e na ligação de 

proteínas. Essas sequências poderiam ser os alvos da transposase que após ligar-se, se 

deslocaria para o término do elemento. Também, segundo Cheng et al. (2000) a maior 

probabilidade de mobilização de um elemento estaria correlacionada com o aumento do 

número de repetições em tandem. 

A partir da estimativa da idade de Galileo, Kepler e Newton no genoma de D. 

buzzatii realizada por Casals et al. (2005), verificou-se um padrão de distribuição 

interespecífica desses elementos, o qual sugere que estariam presentes antes da radiação do 

complexo buzzatii, sendo transmitidos verticalmente durante subsequentes eventos de 

especiação. Nenhuma evidência de transmissão horizontal foi encontrada nesse trabalho e 

em outros estudos da distribuição de elementos foldback, como os de D. melanogaster 

(Silber et al., 1989) ou os encontrados nos gêneros Solanum e Lycopersicon (Rebatchouk 

& Narita, 1997). Esses resultados diferem consideravelmente dos observados em vários 

transposons da classe II, os quais frequentemente transmitidos horizontalmente entre 

espécies distantes (Capy et al., 1998; Loreto et al., 2008). 

Com relação à distribuição cromossômica desses elementos Casals et al. (2005) 

ainda observaram que a mesma não é randômica e que há uma tendência clara do acúmulo 

em regiões proximais dos braços cromossômicos e em cromossomos pontuais. Dois fatores 

principais têm sido propostos na distribuição de TEs no genoma: taxa de recombinação e 

densidade gênica. Espera-se que a taxa de recombinação afete inversamente a abundância 

de TE de duas maneiras diferentes. Primeiro, a redução da taxa de recombinação em certas 

regiões irá dificultar a eliminação de inserções deletérias por seleção natural (Hill & 

Robertson, 1966; Gordo & Charlesworth, 2001). Segundo, TEs inseridos em regiões de 
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baixa recombinação provavelmente evitarão a geração de rearranjos cromossômicos 

deletérios por recombinação ectópica (Langley et al., 1988; Montgomery et al., 1991; 

Goldman & Lichten, 1996). Por outro lado, TEs poderiam se acumular em regiões de baixa 

densidade gênica onde suas inserções causariam menores efeitos deletérios. Assim, o 

acúmulo de elementos foldback, em D. buzzatii, próximo de regiões centroméricas e em 

cromossomos pontuais é consistente com o efeito esperado da taxa de recombinação. 

Contudo, o acúmulo de TEs em cromossomos pontuais, cuja densidade gênica é similar a 

de outras regiões com elevada recombinação, contradiz esta hipótese. Curiosamente, em 

ambas Drosophila melanogaster (Bartolomé et al., 2002; Kaminker et al., 2002) e D. 

buzzatii, TEs não se acumulam em regiões teloméricas, onde a taxa de recombinação é 

também baixa (Charlesworth, 1996). Uma possível explicação é que a recombinação 

ectópica não é reduzida nessas regiões (Bartolomé et al., 2002), como tem sido encontrado 

em regiões subteloméricas de leveduras (Haber et al., 1991). Além disso, regiões de baixa 

recombinação próximas ao telômero são geralmente menores do que as de regiões 

centroméricas, e a presença de inserções de TE em regiões de baixa recombinação parece 

estar relacionada com a distância da região de elevada recombinação (Maside et al., 2001). 

Marzo et al. (2008) através de análise in silico dos doze genomas de Drosophila 

(Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007) encontraram cópias do elemento Galileo em 6 

espécies: D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. willistoni, D. virilis e D. 

mojavensis. Verificaram que esse transposon estava presente em abundância com mais de 

100 cópias em todos os casos, sendo que o máximo de 495 foi observado em D. willistoni.  

A partir de inúmeras PCRs, Marzo et al. (2008) isolaram a maior cópia de Galileo 

em D. buzzatii, a qual apresenta 5406 pb, IRs de 1229 pb e um intronless de 2738 pb, com 

a ORF posicionada entre os nucleotídeos 1348 e 4087, responsável por uma proteína de 

912 aa. Utilizando-se o BLASTX, observaram uma similaridade significante da TPase do 

Galileo de D. buzzatii com aquelas relacionadas com o elemento 1360 (Hoppel) e 

elementos P de D. melanogaster (Laski et al., 1986; Reiss et al., 2003). Galileo de D. 

buzzatii possui um domínio THAP próximo da extremidade N (27-104 aa) similar ao 

domínio que se liga ao DNA da TPase do elemento P (Lee et al., 1998; Roussigne et al., 

2003; Clouaire et al., 2005; Quesneville et al., 2005). Uma cópia do TE 1360, localizada 

no cromossomo 4 de D. melanogaster (Kapitonov & Jurka, 2003), codifica uma TPase de 

854 aa e também possui um domínio THAP próximo da extremidade N. O alinhamento 
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global da TPase de Galileo (D. buzzatii) com as dos elementos 1360 e P (D. melanogaster) 

demonstrou identidades de 34,5% e 27,6%, respectivamente. Contudo os autores não 

encontraram similaridade significante entre a TPase de Galileo (D. buzzatii) e proteínas 

codificadas por elementos foldback já descritos em D. melanogaster (Templeton & Potter, 

1989; Harden & Ashburner, 1990). 

Ao caracterizarem as cópias de Galileo relativamente longas que continham 

segmentos da TPase nos 6 genomas, Marzo et al. (2008) observaram que eram dotadas de 

uma ou duas IRs longas com similaridade àquela encontrada em Galileo de D. buzzatii. 

Com relação à sequência de 7 pb, oriunda da duplicação do sítio alvo, foi calculada a 

frequência dos nucleotídeos em cada uma das posições para cada espécie separadamente e 

a sequência consenso resultante foi o palíndromo GTANTAC. 

Com exceção de D. pseudoobscura e D. persimilis, as longas IRs apresentam pouca 

similaridade entre as diferentes espécies tanto em comprimento quanto em composição. A 

conservação parece ser restrita à extremidade: 17 dos 40 pb terminais são conservados 

entre treze sequências, entre as quais estavam as cópias de Galileo de D. buzzatii e de 

outras 6 espécies do gênero Drosophila, além das sequências de Kepler e Newton de D. 

buzzatii. A partir da sequência consenso da porção terminal de Galileo e do elemento 1360, 

os autores (Marzo et al., 2008) verificaram que 15 dos 31 pb (que compõem as ITRs de 

1360) são idênticos entre os transposons, uma evidência da relação evolutiva entre esses 

TEs. Além disso, a sequência consenso de Galileo compartilha 17 pb dos 31 pb das ITRs 

de Dmel\P, e os três elementos compartilham terminações idênticas: 5’-CA...TG-3’. 

Galileo e 1360 geram a duplicação de 7 pb do sítio alvo de inserção, enquanto o elemento 

P causa a duplicação de 8 pb, os quais também correspondem a um palíndromo 

(GTCCGGAC), característica essa relacionada com a dimerização da sua transposase. Isso 

sugere que a transposase funcional do Galileo também é um dímero e que esse elemento é 

membro da superfamília P de transposons que utilizam o mecanismo de “corta-e-cola” nas 

suas mobilizações.  

Em Drosophila willistoni, além das cópias pequenas não-autônomas, a cópia mais 

completa do elemento Galileo apresentou 4386 pb, embora nenhuma transposase funcional 

foi identificada, assim como ocorre nas demais espécies (todas carregam códons de parada, 

alterações no quadro de leitura, e/ou deleções). 
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A interpretação da árvore filogenética elaborada por de Marzo et al. (2008), com a 

sequência consenso das transposases de Galileo e dos elementos P e 1360, sugere que 

Galileo surgiu a partir de um ancestral com IRs muito mais curtas. As IRs longas de 

Galileo são de tamanho variável dentro e entre as espécies, sugerindo um notável 

dinamismo estrutural. Por exemplo, entre as cópias mais completas em D. willistoni foram 

encontradas IRs com 765 e 959 pb. ITRs podem encurtar por deleção, mas é muito 

provável que possam ser alongadas pela duplicação interna, recombinação desigual e/ou 

outros mecanismos, tais como conversão gênica (Richardson et al., 1998) ou reparo de 

quebras de fita simples (Kapitonov & Jurka, 2006).  Os autores sugerem que diferentes 

elementos foldback poderiam ter sido originados a partir de linhagens de transposons 

independentes, que o comprimento e a estrutura de IRs não são critérios confiáveis para a 

classificação de um TE, e ainda que elementos foldback não constituam um grupo 

monofilético. 

A filogenia de Galileo entre as 7 espécies do gênero Drosophila é incongruente 

com as reconstruções filogenéticas das mesmas (Drosophila 12 Genomes Consortium, 

2007). Os elementos de D. willistoni e D. virilis, pertencentes a diferentes subgêneros 

(Sophophora e Drosophila, respectivamente), são intimamente relacionados. Da mesma 

forma, o Galileo de D. mojavensis e D. buzzatii (subgênero Drosophila) está mais 

estreitamente relacionado com o de D. ananassae, D. pseudoobscura, e D. persimilis 

(subgênero Sophophora) do que o de D. virilis, uma espécie do mesmo subgênero. Há duas 

explicações plausíveis para estas disparidades topológicas: lineage sorting e transferência 

horizontal (Page & Charleston, 1998). A primeira refere-se à diversificação vertical das 

linhagens de TEs e suas perdas diferenciais ao longo dos ramos da árvore filogenética. 

Transferência horizontal é o processo de invasão de um novo genoma por um TE, que é 

comum nos transposons e é considerado como uma fase integrante do ciclo de vida do 

transposon, que permite a sobrevivência em longo prazo (Hartl et al., 1997; Silva et al., 

2004, Loreto et al., 2008). Eventos de transferência horizontal têm ocorrido durante a 

evolução dos elementos P, por exemplo, no gênero Drosophila (Silva & Kidwell, 2000; 

Loreto et al., 2008). No entanto, até o momento não há evidências para transferência 

horizontal de Galileo e, portanto, segundo Marzo et al. (2008) lineage sorting deve ser a 

provável explicação.  
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Delprat et al. (2009) com o intuito de aumentar a compreensão dos mecanismos e 

verificar a implicação de TEs na geração de inversões em Drosophila, isolaram e 

caracterizaram os pontos de quebra de outra inversão polimórfica de D. buzzatii, 2z
3. Essa 

inversão surgiu em um cromossomo que já continha a inversão 2j, dando origem ao arranjo 

2jz
3, o qual abrange cerca de um terço do cromossomo 2 (~ 11Mb) e se sobrepõe ao 

segmento 2j de forma que as duas inversões não podem ser separadas por recombinação 

(Ruiz & Wasserman, 1993). O arranjo 2jz
3 tem uma ampla distribuição geográfica, estando 

presente em populações naturais da Argentina, Brasil, Chile e do Antigo Mundo (Ruiz et 

al. 1984; Hasson et al., 1995). Em populações argentinas a sua frequência relativa varia de 

0,5 a 31,5%, com uma média de 8% (Hasson et al., 1995).  

A partir do alto grau de similaridade entre Galileo, Newton e Kepler e devido ao 

fato de todos produzirem a duplicação de 7 pb do sítio alvo de inserção (com a mesma 

sequência consenso), Delprat et al. (2009) passaram a considerá-los como diferentes 

subfamílias de Galileo no genoma de D. buzzatii e os denominam como GalileoG, 

GalileoN e GalileoK, respectivamente. 

TEs foram encontrados nas regiões dos pontos de quebra da inversão 2z
3, contudo 

apenas GalileoN estava presente nas duas junções do ponto de quebra. Dois elementos, 

BuT5 e LINE-like, foram encontrados inseridos numa cópia de GalileoN no ponto de 

quebra distal e outras duas inserções, But3 e But4 dentro da outra cópia de GalileoN no 

ponto de quebra proximal. Segundo Delprat et al. (2009) estes quatro TEs estão presentes 

em um único ponto de quebra e cada um deles é flanqueado por TSDs diretos e idênticos e, 

sendo assim, eles não seriam responsáveis pela geração da inversão e são mais bem 

interpretados como colonizadores secundários do ponto de quebra. 

Os dois exemplares de GalileoN, GalileoN-4 e GalileoN-5, encontrados na inversão 

2z
3, têm tamanhos e estrutura semelhantes (1541 pb e 1533 pb, respectivamente), com IRs 

relativamente longas, a região central é orientada em posição aposta nas duas cópias e 

apresentam uma alta similaridade com as outras duas variantes previamente descritas 

(GalileoN-1 e GalileoN-2) por Cáceres et al. (2001) e Casals et al. (2005). Assim como no 

trabalho de Cáceres et al. (1999) os 7 pb duplicados, gerados no evento de transposição de 

Galileo, estão trocados entre as cópias de GalileoN nos pontos de quebra. Estas 

observações são consistentes com a geração da inversão 2z
3 por recombinação ectópica 

entre cópias de GalileoN, mas não exclui o modelo de inserção de elemento híbrido.  
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Outra evidência, no mesmo trabalho de Delprat et al. (2009), foi revelada pela 

comparação dos nucleotídeos das IRs dentro e entre as cópias de GalileoN, onde observou-

se que as extremidades de cada variante de GalileoN-4 e GalileoN-5 apresentam uma 

divergência de 6%, mas são 99% idênticas entre cópias, sendo dessa forma, elementos 

quiméricos. Uma análise mais aprofundada revelou um padrão impressionante de 

organização estrutural e conduziu à mesma conclusão. Em 33 sítios variáveis (posição 1 a 

824) os nucleotídeos de GalileoN-4 são idênticos ao de GalileoN-1, sendo que o mesmo é 

observado entre as cópias GalileoN-5 e GalileoN-2. A situação é completamente invertida 

para os 20 sítios variáveis, da posição 966 até o final da sequência do elemento, onde os 

nucleotídeos de GalileoN-4 são idênticos ao de GalileoN-2 e a sequência nucleotídica de 

GalileoN-5 é idêntica a de GalileoN-1. Análises filogenéticas das quatro cópias, realizadas 

separadamente para as duas porções do elemento e o método do qui-quadrado máximo, 

corroboraram com as estruturas quiméricas de GalileoN-4 e GalileoN-5. 

Através destas evidências Delprat et al. (2009) sustentam que o evento de 

recombinação que originou a inversão 2z
3 ocorreu dentro de 141 pb da região central entre 

as posições 825 e 965 de GalileoN. Os autores propõem que as longas IRs do Galileo 

induzem a formação de estruturas secundárias e quebras de dupla fita de DNA (DSBs, do 

inglês Double Stranded Breaks) em alta taxa e isso contribui para a sua capacidade única 

de gerar inversões cromossômicas. Complementam ainda sugerindo que, pelo fato do 

evento de recombinação ectópica ter ocorrido entre a região central de duas variantes de 

Galileo, ele parece consistente com a clivagem de nuclease na alça (loop) da estrutura.   

A origem das numerosas inversões cromossômicas em Drosophila e outros dípteros 

é ainda uma questão em aberto e poucas espécies têm sido investigadas a este respeito. 

Embora não tenha sido encontrada por Marzo et al. (2008) qualquer TPase funcional na 

análise in silico, apenas um genoma de cada espécie foi sequenciado e assim averiguado, 

sendo necessário o estudo de Galileo em outros genomas de populações naturais de 

Drosophila. No referido trabalho os autores estimaram uma recente atividade 

transposicional de Galileo (< 1 Ma) para as quatro espécies mais polimórficas (D. 

ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis e D. willistoni) e para D. virilis, 

cromossomicamente monomórfica, a atividade mais antiga deste elemento de transposição 

(aproximadamente 3 Ma). A detecção de cópias quiméricas que podem ser o resultado de 

rearranjos cromossômicos (Casals et al., 2003) indica que de fato Galileo poderia estar 
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envolvido na origem das inversões, pelo menos em algumas outras espécies além D. 

buzzatii. 

 

Grupo willistoni 

 No gênero Drosophila, o grupo willistoni pertence ao subgênero Sophophora, o 

qual foi estabelecido por Sturtevant (1939). Inclui, segundo Bächli (2008) 23 espécies, 

agrupadas em três subgrupos: alagitans (5 espécies), bocainensis (12 espécies), willistoni 

(6 espécies).  

O subgrupo willistoni é composto pela D. willistoni Stutervant (1916) e as suas 

cinco espécies crípticas: D. paulistorum Dobzhansky & Pavan (Burla et al., 1949), D. 

pavlovskiana Kastritsis & Dobzhansky (1967), D. tropicalis Burla & da Cunha (Burla et 

al., 1949), D. insularis Dobzhansky (Dobzhansky et al., 1957) e D. equinoxialis 

Dobzhansky (1946).  

Quanto à sua distribuição geográfica, o grupo willistoni é essencialmente 

Neotropical, incluindo espécies com grande distribuição ou mesmo espécies extremamente 

restritas, endêmicas (Figuras 7 e 8). De acordo com Garcia et al. (2006) o subgrupo 

willistoni constitui um dos mais notáveis e abundantes grupos de drosofilídeos nesta 

região.  

D. willistoni apresenta a mais ampla distribuição neotropical e constitui-se na 

espécie dominante na maioria das suas florestas quentes e úmidas, apesar de apresentar 

elevadas flutuações sazonais (Hoenigsberg et al., 1977; Sene et al., 1980; Valente et 

al.¸1981; Bizzo & Sene, 1982 e Martins, 1987), existindo em altas densidades desde a 

Flórida até o sul do Brasil e Argentina, e desde o Oceano Pacífico até o Atlântico (Figura 

7) (Spassky et al., 1971 e Ehrman & Powell, 1982). Segundo Ayala & Tracey (1973) D. 

willistoni diferencia-se nas subespécies willistoni e quechua (restrita ao Peru e Equador) 

entre as quais o cruzamento não ocorre facilmente e apenas machos híbridos estéreis são 

produzidos (Dobzhansky, 1965). 

A distribuição das demais espécies do subgrupo críptico encontra-se, em geral, 

dentro da extensão ocupada por D. willistoni, sendo que esta espécie, juntamente com D. 

paulistorum, D. equinoxialis e D. tropicalis são simpátricas desde a Guatemala, através da 

América Central e do norte da América do Sul, até a região central do Peru e do Brasil 

(Ayala et al., 1970; Spassky et al., 1971). Segundo Spassky et al. (1971), ao sul do estado 
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de São Paulo, no Brasil, apenas D. paulistorum e D. willistoni são encontradas. D. insularis 

apresenta uma ocorrência restrita e endêmica em algumas ilhas das Pequenas Antilhas e D. 

pavlovskiana, espécie rara estreitamente relacionada à D paulistorum, ocorre apenas nas 

Guianas (Figura 7) (Ehrman & Powell, 1982).  

D. paulistorum é considerada uma superespécie, constituída por seis semiespécies: 

Andino-Brasileira, Amazônica, Centro-Americana, Interior, Transicional e Orinocana 

(Dobzhansky & Spassky, 1959). Distribui-se desde a Guatemala e Trinidad até o sul do 

Brasil, sendo que as regiões da Guatemala, Honduras, El Salvador, Costa Rica e oeste do 

Panamá a ocupação é restrita pela semiespécie Centro-Americana; o nordeste, centro e sul 

do Brasil, juntamente com o Equador, Peru e a Bolívia, apresentam apenas a semiespécie 

Andino-Brasileira (Spassky et al., 1971). Na região mais ao sul do Panamá e no norte da 

América do Sul registra-se a ocorrência, isolada ou em simpatria, das outras quatro 

semiespécies, juntamente com a Andino-Brasileira, que ocupa a maior área de distribuição: 

a semiespécie Transicional ocorre apenas no norte da Colômbia e Venezuela; a Amazônica 

estende-se desde o sul do Panamá e Trinidade, até os estuários dos rios Amazonas e 

Tocantins; Orinocana foi coletada na região sul do Panamá, centro leste e norte da 

Colômbia, na Venezuela, em Trinidad e nas Guianas; e Interior habita regiões mais ao sul 

da Colômbia, da Venezuela e ao norte do Brasil (Figura 8) (Spassky et al., 1971; Winge, 

1971; Dobzhansky & Powell, 1975; Ehrman & Powell, 1982; Santos & Valente, 1990). 

Estas semiespécies exibem entre si um isolamento sexual etológico pronunciado, embora 

não absoluto, sendo que quando cruzamentos foram efetivados em condições laboratoriais, 

fêmeas férteis e machos estéreis foram produzidos (Ehrman & Powell, 1982). A 

semiespécie Transicional, entretanto, parece ocupar um status intermediário, pois é capaz 

de produzir híbridos férteis e viáveis, ao menos quando inter-cruzada com representantes 

das semiespécies Andino-Brasileira e Centro-Americana (Dobzhansky et al., 1964; 

Ehrman & Powell, 1982).  

Drosophila tropicalis subdivide-se nas subespécies tropicalis e cubana. Há um 

pequeno isolamento etológico entre elas, mas machos híbridos são estéreis (Townsend, 

1954). Winge (1965, 1971) argumenta que as duas subespécies deveriam ser tratadas como 

espécies separadas, a partir da elevação de D. tropicalis cubana para o nível de espécie, 

contudo Rohde et al. (2006) não detectaram diferenças nos arranjos cromossômicos. 
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Figura 7. Mapa da distribuição geográfica do subgrupo willistoni (Robe et al., 2010). 
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Figura 8. Mapa da distribuição geográfica das semiespécies de D. paulistorum (Robe et al., 2010) 
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Populações de D. equinoxialis oriundas da América do Sul ou do Panamá quando 

cruzadas com populações de Porto Rico e Costa Rica, produzem prole com fêmeas férteis e 

machos estéreis. Mediante esta observação, Ayala (1973) subdividiu a espécie em D. 

equinoxialis equinoxialis e D. equinoxialis caribbensis, a qual se distribui da Costa Rica 

através da América Central e sul do México. 

Ainda compondo o grupo willistoni, a linhagem Carmody (Carmody, 1965) possui 

status taxonômico indefinido por ser capaz de intercruzar com algumas linhagens de D. 

equinoxialis e de D. paulistorum. 

Embora tenham morfologia externa muito similar, as espécies do grupo críptico 

podem ser identificadas pela forma da genitália dos machos (Burla et al., 1949; 

Malagolowkin, 1952; Spassky, 1957; Winge & Cordeiro, 1963) e pela forma das 

espermatecas das fêmeas (Stutervant, 1921; Patterson & Mainland, 1944; Spieth, 1949). 

Além da análise destas estruturas morfológicas, as espécies crípticas podem ser 

distinguidas pela caracterização espécie-específica do intervalo interpulso (IPI, do inglês 

Interpulse interval) do som produzido pelos machos durante a corte sexual (Ritchie & 

Gleason, 1995), por meio do estudo detalhado dos cromossomos politênicos (Burla et al., 

1949; Rohde et al., 2006) e também pela variação da mobilidade eletroforética da enzima 

fosfatase ácida-1 (Acph1) (Garcia et al., 2006). 

Poucos trabalhos tiveram como objetivo a elucidação das relações filogenéticas 

entre as espécies do grupo willistoni.  Spassky et al. (1971) desenvolveram um diagrama 

esquemático das relações evolutivas do subgrupo willistoni, com base em evidências 

biogeográficas, genéticas, citogenéticas e bioquímicas. Neste diagrama são apresentadas 

como espécies-irmãs D. equinoxialis, D. pavlovskiana e D. paulistorum, assim como D. 

insularis e D. tropicalis, enquanto D. willistoni não aparece agrupada a nenhuma outra 

espécie. Dentre as semiespécies de D. paulistorum, três linhagens principais podem ser 

distinguidas ainda neste trabalho: a primeira é representada apenas por Amazônica, a mais 

divergente; a segunda une Interior e Orinocana; e a terceira agrupa as semiespécies 

Transicional, Centro-Americana e Andino-Brasileira. 

Um dendrograma das espécies crípticas foi apresentado no trabalho de Ayala et al. 

(1974), a partir do estudo da diferenciação genética de 36 loci para alozimas. D. insularis 

apresentou-se como táxon-irmão dos dois clados formados pelas espécies D. tropicalis/D. 

willistoni e D. equinoxialis/D. pavlovskiana/D. paulistorum. Com relação às semiespécies 
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de D. paulistorum, Interior e Orinocana apresentam-se estreitamente relacionadas; Centro-

Americana, Transicional e Andino-Brasileira formam um agrupamento, enquanto 

Amazônica se posiciona como um táxon-irmão deste último clado. 

Gleason et al. (1998) publicaram o primeiro trabalho de filogenia do subgrupo 

críptico realizado com base na análise das sequências de três genes: dois nucleares, period 

(per) e álcool desidrogenase (Adh) e de um gene mitocondrial, citocromo oxidase I (COI).  

A topologia melhor suportada por estes dados apresenta D. insularis como ramificação 

basal do subgrupo willistoni, seguida por D. tropicalis, de forma que D. willistoni aparece 

como espécie-irmã do clado que agrupa D. equinoxialis, D. paulistorum. Neste trabalho 

obtêm-se algumas incongruências com a taxonomia tradicional: a linhagem Carmody 

forma o clado composto por diferentes populações de D. equinoxialis, dessa forma, sob a 

perspectiva filogenética, deveria ser classificada como D. equinoxialis e D. pavlovskiana 

agrupa-se dentro do cluster formado pelas diferentes semiespécies de D. paulistorum, 

intimamente relacionada à semiespécie Centro-Americana, não corroborando com sua 

identidade biológica como espécie distinta. Quanto às relações entre as semiespécies de D. 

paulistorum, Gleason et al. (1998) não consideram muito confiáveis os resultados devido 

ao fato de terem analisado apenas uma linhagem de cada semiespécie, mas a análise do 

gene per, favoreceu, com forte suporte, a hipótese de que Amazônica foi a primeira 

semiespécie a divergir, seguida por dois clados, um que agrupa Andino-Brasileira e 

Orinocana e o segundo que inclui as semiespécies Transicional/Interior e Centro-

Americana, além de D. pavlovskiana como derivadas e irmãs entre si. 

Resultados semelhantes foram recuperados por Tarrío et al. (2000), a partir da 

análise de sequências do gene xantina-desidrogenase (Xdh). D. insularis apresentou-se 

como a linhagem mais antiga, seguida por D. tropicalis, D. willistoni, D. paulistorum e D. 

equinoxialis. 

Mediante a análise das sequências nucleotídicas do gene nuclear álcool 

desidrogenase (Adh) e do gene mitocondrial, citocromo oxidase II (COII), O’Grady & 

Kidwell (2002) propuseram um cenário evolutivo para o subgênero Sophophora, incluindo 

no estudo, do grupo willistoni, principalmente as espécies crípticas. Observa-se que 

diferentemente dos trabalhos anteriormente citados, D. equinoxialis constitui a base da 

ramificação, D. insularis agrupa-se ao cluster formado por D. willistoni e D. tropicalis, de 

forma a constituir o grupo-irmão do clado que une D. paulistorum e D. pavlovskiana. 
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 Em 2006, Rohde et al. apresentaram as relações filogenéticas entre cinco espécies 

crípticas (D. pavlovskiana não foi incluída), investigada pelo estudo dos padrões de 

bandeamento encontrados no cromossomo IIR. Esta análise citogenética também confirma 

a estreita relação evolutiva entre D. equinoxialis e D. paulistorum (sendo que as 

semiespécies Andino-Brasileira, Centro-Americana, Orinocana e interior foram incluídas 

no estudo) uma vez que uma inversão, a IIRd, é compartilhada entre ambas, indicando que 

este rearranjo de genes antecede a separação destas linhagens das outras espécies do 

subgrupo willistoni. Com relação à D. willistoni, D. tropicalis, D. equinoxialis e D. 

paulistorum os autores destacam o fato de que cada uma das inversões segregantes é 

restrita a apenas uma das espécies, sendo consistente com o isolamento reprodutivo efetivo 

entre estas espécies na natureza. Além disso, o trabalho fornece suporte para a idéia de que 

D. insularis seja a espécie mais divergente dentro do subgrupo willistoni. Embora o estudo 

evolutivo inclua apenas quatro das seis semiespécies, mostra-se congruente com o trabalho 

de Gleason et al. (1998) ao apresentar Andino-Brasileira e Orinocana como 

homossequênciais entre si (IIRdg), ao mesmo tempo em que relata o compartilhamento da 

inversão IIRh encontrada em estado polimórfico na semiespécie Centro-Americana e 

fixada na semiespécie Interior. 

Recentemente, Robe et al. (2010) através de um exaustivo trabalho de reconstrução 

filogenética, demonstrou diversos aspectos relacionados à filogenia do subgrupo willistoni, 

com base em dados moleculares do gene mitocondrial citocromo oxidase II (COII) e dos 

genes nucleares hunchback (hb) e alfa metildopa (Amd). Os dados suportam, devido a 

algumas incongruências obtidas, um cenário no qual os locos, mitocondrial e nuclear, 

evoluíram através de diferentes histórias evolutivas. Os autores, através da análise das 

incongruências topológicas, basicamente obtidas a partir do gene mitocondrial, sugerem 

que estas podem ser resultantes de introgressão assimétrica. Evidências de introgressão 

foram fornecidas por Winge & Cordeiro (1960, 1963), Cordeiro (1968), Cordeiro & Winge 

(1995) e Valiati VH (1999) quando reportaram a ocorrência de cruzamentos 

interespecíficos entre espécies do subgrupo críptico. O trabalho de Valiati VH (1999) apóia 

os resultados dos autores Cordeiro & Winge (1995) de que em populações sulinas e 

geograficamente marginais das espécies D. willistoni e D. paulistorum, segregam 

genótipos capazes de produzir híbridos interespecíficos, algumas vezes férteis no caso de 

fêmeas, devido ao forte isolamento sexual entre elas. Ehrman & Powell (1982) 
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demonstraram a possibilidade de introgressão, como anteriormente citado, para as 

semiespécies de D. paulistorum, de forma que a hibridização mediada por introgressão 

mitocondrial pode resultar de retrocruzamentos entre as fêmeas híbridas e uma de suas 

semiespécies parentais. 

Com base nos dados nucleares, Robe et al. (2010) chegaram à hipótese filogenética, 

onde as espécies crípticas se ramificam a partir de D. insularis, seguindo sucessivamente 

D. tropicalis, D. willistoni, D. equinoxialis, D. paulistorum e D. pavlovskiana. Relações 

evolutivas similares foram corroboradas, como citado anteriormente, com o uso de 

marcadores moleculares e citogenéticos por Gleason et al. (1998), Tarrío et al. (2000) e 

por Rohde et al. (2006). No que diz respeito à evolução das semiespécies de D. 

paulistorum, a Amazônica teria divergido primeiro e aparece como irmã do clado que se 

ramifica em duas linhagens independentes: o primeiro agrupa Andino-Brasileira e 

Orinocana e o segundo, as semiespécies Interior e Centro-Americana, sendo que 

Transicional se posiciona como táxon-irmão deste último. A inferência de Amazônica ser a 

semiespécie mais primitiva é coerente com as conclusões de Spassky et al. (1971) e de 

Gleason et al. (1998). Os dados citogenéticos de Rohde et al. (2006) também apóiam os 

dois clados independentes formados por Andino-Brasileira/Orinocana e Interior/Centro-

Americana. Spassky et al. (1971) e Ayala et al. (1974) além de apresentarem a semiespécie 

Transicional relacionada à Centro-America, sugerem também a afinidade filogenética entre 

Transicional e Andino-Brasileira, sendo que ambas as relações estão de acordo com 

híbridos viáveis e férteis observados (Dobzhansky et al., 1964; Ehrman & Powell, 1982). 

Com relação ao subgrupo bocainensis, podemos destacar D. nebulosa Stutervant 

(1916), amplamente distribuída desde os Estados Unidos, Índias Ocidentais, México, até o 

Brasil e Peru; D. fumipennis Duda (1925), registrada desde El Salvador até o Brasil; D. 

capricorni Dobzhansky & Pavan (1943), que se distribui do Panamá até o sul do Brasil; e 

D. sucinea Patterson & Mainland (1944), com ocorrência do México à Colômbia (Val et 

al., 1981). 

Poucos são os trabalhos realizados com as espécies dos subgrupos alagitans e 

bocainensis do grupo willistoni, bem como os estudos que auxiliem no esclarecimento das 

relações entre as mesmas. De um modo geral verifica-se nos trabalhos de Tarrío et al. 

(2000), O’Grady & Kidwell (2002) e Powell et al. (2003) a definição de três linhagens 

dentro do grupo willistoni, de acordo com as espécies estudadas: a primeira une D. 
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capricorni e D. sucinea; a segunda, mono-específica, formada por D. nebulosa; e a terceira 

formada pelo clado das espécies crípticas. Segundo Tarrío et al. (2000) o subgrupo 

bocainensis, representado neste trabalho pelas espécies D. capricorni, D. sucinea e D. 

nebulosa, apresenta uma composição parafilética em relação ao subgrupo willistoni, sendo 

D. nebulosa mais intimamente relacionada às espécies crípticas do que aos demais 

membros de seu subgrupo. Entretanto, no trabalho de O’Grady & Kidwell (2002), o 

subgrupo bocainensis (com a adição de D. fumipennis, quando comparado ao trabalho 

anterior) é polifileticamente definido, uma vez que D. nebulosa é agrupada isoladamente 

com espécies do grupo saltans, o clado D. capricorni/D. sucinea constitui o grupo-irmão 

do subgrupo willistoni e D. fumipennis aparece como espécie-irmã do clado formado pelos 

grupos saltans/willistoni. O posicionamento relativo de D. nebulosa e D. willistoni na 

análise de Powell et al. (2003), apresentou-se variável com relação aos diferentes métodos 

de reconstrução filogenética, as quais ou são colocadas no mesmo clado ou são colocadas 

dentro do agrupamento D. capricorni/D. sucinea, quer com D. willistoni ou D. nebulosa 

sendo o táxon basal. Contudo, o maior corpo de evidências leva à proposição de que D. 

nebulosa é a espécie-irmã do subgrupo willistoni. 

Outra questão relevante e controversa trata a elucidação da monofilia do grupo 

willistoni. O trabalho de Tarrío et al. (2000) apóia a monofilia dos grupos willistoni e 

saltans em sua filogenia, ligando o fato de terem encontrado uma deleção de um íntron de 

Adh sinapomórfico para o grupo willistoni. Entretanto, Pélandakis et al. (1991) e O’Grady 

& Kidwell (2002) definem este grupo como parafilético em relação ao grupo saltans.  

Diferentes atributos dos genomas de Drosophila são muito conservados entre as 

espécies. Tamanho total do genoma, o número de genes, a distribuição de classes de 

elementos transponíveis, e os padrões de uso do códon são muito semelhantes em todos os 

12 genomas já investigados. D. willistoni, como caso excepcional, apresenta o uso de 

códon enviesado (codon bias), a segunda maior quantidade de elementos transponíveis, a 

ausência potencial de selenoproteínas, assim como um número maior de rearranjos no 

cluster dos genes Hox entre as espécies de Drosophila (Drosophila 12 Genomes 

Consortium, 2007). Além das evidências que distingue a D. willistoni das demais espécies 

de Drosophila, o grupo willistoni constitui um complexo em diferentes estágios evolutivos, 

uma vez que é composto por espécies, subespécies, semiespécies e ainda por espécies 

crípticas, contendo inclusive diversas espécies incipientes em statu nascendi (Dobzhansky 
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 & Spassky, 1959). Tendo muitas espécies simpátricas e ao mesmo tempo algumas 

bastante restritas, fornece, portanto, um material repleto de informações biológicas para os 

estudos dos vários níveis de divergência evolutiva. 
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CAPÍTULO II 

 

OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

A partir das evidências que apontam o elemento Galileo como o responsável pela 

geração das inversões naturais em cromossomos de linhagens de D. buzzatii e de sua 

ocorrência em diferentes gêneros de Drosophila, inclusive em D. willistoni e, considerando 

que a D. willistoni e suas crípticas são extremamente polimórficas cromossomicamente, o 

achado de Galileo em seu genoma torna-se bastante promissor para estudos sobre os 

agentes causadores das quebras e rearranjos amplamente distribuídos no grupo willistoni. 

Dessa forma o trabalho pretende caracterizar a presença deste transposon no genoma de 

indivíduos de espécies pertencentes ao grupo willistoni provenientes de diferentes 

populações naturais, dotadas de extenso polimorfismo cromossômico para inversões 

paracêntricas. Este trabalho é extremamente oportuno e promissor, uma vez que a 

linhagem sequenciada de D. willistoni (GdH4), onde foi detectada a presença de Galileo, é 

cromossomicamente monomórfica, extremamente endocruzada e produto de cruzamentos 

irmão-irmã. Como tal, ela não representa as populações naturais, cromossomicamente 

polimórficas.  

 

Objetivos específicos 

- Verificar a presença de Galileo em diferentes espécies do grupo willistoni de 

Drosophila.   

- Caracterizar molecularmente as sequências nucleotídicas de variantes 

possivelmente funcionais do elemento Galileo nestas espécies. 

- Detectar a presença de sequências que caracterizariam uma transposase 

funcional nos genomas das populações naturais de espécies do grupo willistoni. 
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CAPÍTULO III 

 

METODOLOGIA  

 

Manutenção dos estoques de Drosophila 

As linhagens das espécies D. willistoni, D. paulistorum (Amazônica, Andino-

Brasileira, Interior e Orinocana), D. equinoxialis, D. tropicalis, D. insularis, D. nebulosa, 

D. capricorni, D. sucinea, D. fumipennis (Tabela 1), foram mantidas como culturas 

massais no Laboratório de Drosophila da UFRGS, dentro de câmaras de temperatura e 

umidade constante (a 17 ºC ou a 25 ºC ± 1 grau e 60% de umidade relativa). A manutenção 

das populações era realizada semanalmente em meio de cultura estabelecido por Marques 

et al. (1966). Em todos os experimentos, a linhagem já sequenciada de D. willistoni, GdH4, 

será utilizada como controle (Tabela 1). O meio de cultura composto por farinha de centeio 

(5%), açúcar (10%) e Agar (0,1%), foi utilizado para facilitar a manutenção de linhagens 

mais sensíveis, como a própria GdH4. 

 

Extração de DNA  

O DNA genômico foi extraído a partir de moscas adultas segundo o método de 

Sassi et al. (2005) modificado. Modificou-se o volume de tampão de lise (Tris-HCl 0.1 M; 

EDTA 0.1 M; SDS 1% e NaCl 0.06 M) utilizado, de 750 µL para 650µL, assim como o 

período de incubação, de 30 minutos para 1 hora a 65 °C. Além disso, o DNA extraído foi 

ressuspendido em 30-40 µL de H2O ultra pura, ao invés de Tris-EDTA (TE). 

 

 Técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

Para a investigação da presença do elemento Galileo foram construídos primers, 

denominados de “Gal 846” (5’-TGT TCT TGC TCC TCT GTT CC-3’) e “Gal 3247” (5’-

CTT ATG TAT CAC GAA TCC CG-3’). O primeiro, senso, anela em uma região 

supostamente pertencente ao domínio M e o anti-senso ancora em uma porção da inferida 

transposase, para que o domínio THAP (motivo de ligação ao DNA) possa ser amplificado 

(Figura 9). O delineamento dos oligonucleotídeos foi realizado de forma que fosse evitado 

o anelamento entre eles, assim como a amplificação de um elemento defectivo sem a 

TPase ou de outro elemento foldback que não fosse da subfamília GalileoG (Delprat et al., 
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2009), antes denominados como Kepler e Newton. Os primers foram construídos com base 

na sequência de Galileo encontrada por Marzo et al. (2008) no genoma de Drosophila 

willistoni (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).  

Para o procedimento utilizou-se um volume total de 25 µL com 80-100 ng de 

DNA genômico, 20 pmol de cada primer, 200 µM de dNTPs, 1,0 mM de MgCl2 e 1,5 

unidade de Taq DNA polimerase. Empregou-se uma desnaturação inicial a 94 ºC por 3 

minutos, seguida por 32 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, anelamento dos 

primers a 50 ºC por 45 segundos, extensão a 72 ºC por 3 minutos e extensão final a 72 ºC 

por 6 minutos, ou por 10 minutos para a ligação do fragmento amplificado ao vetor de 

clonagem.  

 

Tabela 1. Lista de espécies e linhagens mantidas em culturas massais utilizadas neste trabalho. 

Subgrupo Espécie Semiespécie Identificação Origem geográfica 

willistoni D. willistoni  GdH4 Guadaloupe, Pequenas Antilhas 

   17A2 Eldourado do Sul (RS), Brasil 

   Cip Serra do Cipó (MG), Brasil 

   Cor Coronilla, Uruguai 

   Dla Dois Lajeados (RS), Brasil 

   Isc Florianópolis (SC), Brasil 

   Mex Apazapan, México 

   Rib Ribeirão Preto (SP), Brasil 

   Wip4 Salvador (BA), Brasil 

 D. paulistorum Amazônica Ama Belém (PA), Brasil 

  Andino-Brasileira And-MLC Florianópolis (SC), Brasil 

   And-Rib Ribeirão Preto (SP), Brasil 

  Interior Int Llanos, Colômbia 

  Orinocana Ori Georgetown, Guiana 

 D. tropicalis  tro-Jal Jalisco, México 

   tro-SS San Salvador, El Salvador 

 D. equinoxialis  equi Cidade do México, México 

 D. insularis  insu Saint Kitts, Pequenas Antilhas 

bocainensis D. nebulosa  nebu Porto Alegre (RS), Brasil 

 D. capricorni  capri Porto Alegre (RS), Brasil 

 D. sucinea  suci Cidade do México, México 

 D. fumipennis  fumi Joinville (SC), Brasil 
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Figura 9. Representação gráfica da maior variante de Galileo em D. willistoni descrita por Marzo et al. 

(2008), assim como a localização do par de primers (Gal 846 e Gal 3247) desenhados e a respectiva região 

amplificada. 

 

Medição do comprimento dos fragmentos em número de pares de base (pb) 

Para estimar as medidas relativas de migração e o tamanho dos fragmentos, após a 

amplificação e a fotodocumentação, foram utilizados os softwares: Adobe® Photoshop® 

5.5 e DNASIZE (Raghava, 1994) sendo como controle os fragmentos do marcador de peso 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen) e o fragmento de 2441 pb correspondente 

ao segmento de Gallileo amplificado a partir de D. willistoni, linhagem GdH4. O 

DNASIZE é uma ferramenta online (imtech.res.in/raghava/dnasize) que estima o tamanho 

em pares de base considerando a distância de migração (deslocamento do fragmento) do 

ponto de aplicação até o fragmento (banda no gel) em relação ao marcador de peso 

molecular. O Adobe® Photoshop ® 5.5 foi utilizado para estimar a distância de migração a 

partir do ponto de aplicação dos produtos amplificados pela PCR. 

 

Dot blot 

A sonda para hibridizar com as possíveis cópias do elemento Galileo dispersos no 

genoma das espécies em estudo foi produzida a partir do produto da amplificação de D. 

willistoni (GdH4). Utilizou-se um total de 2µg de DNA das espécies submetidas ao 

método. 

Na técnica empregou-se o kit de marcação e detecção AlkPhos
TM

 (GE Healthcare), 

método não radioativo de detecção e de marcação direta, na qual a sonda é marcada com 

fosfatase alcalina (AP). Após a hibridização dos ácidos nucléicos e as lavagens com as 

diferentes estringências, o substrato CDP-Star é adicionado. Na etapa de detecção a 

fosfatase alcalina, ligada à sonda, catalisa quebras dos dioxietanos do substrato CDP-Star 
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produzindo um sinal quimioluminescente que é capturado pelo filme de radiografia. Todo 

o procedimento foi realizado de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

Purificação dos fragmentos amplificados 

Os produtos da amplificação do DNA foram purificados, a partir da banda 

removida do gel de agarose após a eletroforese, utilizando-se o kit GFX
TM

 PCR and Gel 

Band Purification® (GE Healthcare) conforme recomendações do fabricante. 

 

Clonagem e sequenciamento 

Os fragmentos polimórficos foram clonados no vetor pGEM ®-T Easy Vector 

System (Promega) e posteriormente sequenciados automaticamente com os primers 

universais M13F e M13R-pUC pela Advancing through Genomics MACROGEN. Dessa 

forma, com base nas variantes de Galileo e de outros elementos foldback já depositadas em 

bancos de dados, foi realizada a caracterização molecular das sequências nucleotídicas, 

assim como dos domínios das inferidas transposases das variantes isoladas. 

 

Análise e edição das sequências 

A análise dos cromatogramas foi realizada no programa Chromas 2; o alinhamento 

das sequências nucleotídicas e de aminoácidos foi obtido no software Muscle com 

posterior edição no Bio Edit; o programa Gene Doc foi utilizado na tradução das 

sequências assim como na edição final das mesmas. 

A presença (1) ou ausência (0) das diferentes variantes de Gallileo em cada uma 

das espécies e semiespécies de D. paulistorum foram convertidas em matriz de dados 

binários, a partir da qual foi estimada a dissimilaridade com base no complemento do 

coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1908). A matriz foi utilizada em uma 

análise de agrupamento tipo UPGMA (do inglês Unweighted Pair-Group Method by 

Arithmetic Averages) (Sneath & Sokal 1973), que produz um arranjo hierárquico de 

classificação representado por um dendrograma, utilizando-se o software NTSYSpc 2.1 

(Rohlf, 2000). O ajuste entre as matrizes de similaridade e os respectivos dendrogramas foi 

estimado pelo coeficiente de correlação cofenética (r) (Sokal & Rohlf, 1962) e para a 

estimativa da significância da correlação (associação) entre as matrizes obtidas foi 
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empregado o teste de comparação de matrizes de Mantel, com 1.000 permutações (Mantel, 

1967), por meio do programa NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000). 
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CAPÍTULO IV 

 

RESULTADOS 

 

Isolamento de Galileo no grupo willistoni 

Foram investigadas, do subgrupo willistoni, D. willistoni, D. tropicalis, D. 

equinoxialis, D. insularis e quatro semiespécies de D. paulistorum (Amazônica, Andino-

Brasileira, Interior e Orinocana), e do subgrupo bocainensis, D. nebulosa, D. capricorni e 

D. fumipennis pelas técnicas de Dot blot e PCR (Figuras 10, 11 e 12). A amplificação dos 

fragmentos de Galileo, como regra, resulta em baixo rendimento, assim as Figuras 11 e 12 

ilustram os produtos de PCR após terem passado pelo procedimento de clonagem, os quais 

a partir do vetor eram mais facilmente amplificados, apresentando um rendimento 

satisfatório. A mesma dificuldade encontrada por Cáceres et al. (2001) e Casals et al. 

(2005) na amplificação de Galileo por meio da técnica de PCR foi constantemente 

observada no decorrer deste trabalho. Resultados aparentemente negativos quanto à 

presença do elemento no genoma de algumas espécies, tiveram que ser cautelosamente 

trabalhados, assim como o baixo rendimento dos produtos quando amplificados. Mediante 

esta dificuldade realizou-se a técnica de Dot blot (Figura 10) com intuito de verificarmos a 

presença ou ausência deste transposon no grupo willistoni.  

De acordo com o desenho dos primers, isolou-se um produto de 2441 pb da 

linhagem GdH4 de D. willistoni (controle positivo), com o qual foram comparados os 

fragmentos amplificados das demais espécies. Como regra, foi observada a variabilidade 

no tamanho dos fragmentos amplificados de Galileo tanto intra como interespecificamente 

e todas as sequências analisadas são indicativas de cópias defectivas de Galileo. O 

fragmento de maior tamanho, de aproximadamente 2198 pb, foi isolado a partir de D. 

paulistorum (Figura 11), mas nenhuma espécie apresentou um produto de igual ou maior 

tamanho do que a linhagem usada como referência para o delineamento dos primers. 

Na verificação da presença de Galileo em D. willistoni por meio da técnica de PCR, 

obteve-se indícios de diferença interpopulacional quanto ao tamanho dos fragmentos 

amplificados. Mesmo considerando-se a possível dificuldade em amplificar este transposon 

a partir do DNA genômico, após inúmeras reações, observou-se que o fragmento de maior 

tamanho (de aproximadamente 1587 pb) para D. willistoni, foi isolado apenas a partir de 
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três populações (Cip, 17A2 e Wip4) entre oito (Cor, Dla, Isc, Mex e Rib, além das três já 

citadas) submetidas à técnica (dados não apresentados) e os demais fragmentos 

amplificados foram compartilhados entre as populações. 

Ao visualizamos o resultado da eletroforese dos produtos de PCR a partir do DNA 

genômico das espécies estudadas, observamos o aparente compartilhamento de um único 

fragmento de aproximadamente 1200 pb entre as espécies D. tropicalis, D. equinoxialis, D. 

insularis e D. paulistorum (Figuras 11 e 12). A partir do isolamento e purificação da única 

banda em gel de agarose para cada espécie, obteve-se, em alguns casos, mais de uma 

variante após o procedimento de clonagem e de sequenciamento, de forma que o indício 

inicial do compartilhamento do fragmento foi confirmado, porém com a caracterização 

molecular de mais de uma forma de Galileo. 

 

 

 

Figura 10. Detecção da presença de Galileo por meio da técnica de Dot blot. A primeira amostra, oriunda da 

linhagem GdH4 de D. willistoni, corresponde ao controle positivo, a partir da qual a sonda foi produzida. O 

subgrupo willistoni está representado neste procedimento por cinco populações de D. willistoni (Mex, Rib, 

Wip4, 17A2 e Cip, respectivamente), pelas semiespécies Andino-Brasileira (população de Santa Catarina) e 

Amazônica, pela D. tropicalis (de Jalisco) e pela D. equinoxialis; do subgrupo bocainenis foram submetidas 

à técnica D. nebulosa e D. capricorni.  

 

Caracterização molecular das variantes isoladas  

A partir da caracterização molecular das sequências obtidas, foi possível identificar 

22 variantes de Galileo entre as espécies investigadas do grupo willistoni, sendo que as 

sequências que deram origem a cada variante apresentaram uma divergência nucleotídica 

na ordem de 8%. Com relação ao tamanho das sequências caracterizadas, D. sucinea 

apresentou a menor, com 393 pb e D. willistoni a maior, com 1522 pb (fragmentos maiores 

como aqueles amplificados a partir de D. paulistorum e D. tropicalis não tiveram até o 

momento a caracterização totalizada, pois serão necessários primers internos para que haja 

o sequenciamento completo destas variantes). Mediante a comparação das sequências 

isoladas, observou-se a deleção de vários segmentos, como por exemplo, em D. tropicalis 

quando na análise de duas sequências de aproximadamente 1200 pb, oriundas de 

GdH4 Mex Cip Rib Wip4 17A2 Ama tro-Jal And-MLC equi nebu capri 
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populações diferentes (de Jalisco e de San Salvador), identificou-se a ausência de 7 pb na 

extremidade 3’ do fragmento de Galileo (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fragmentos de Galileo obtidos a partir da técnica da PCR nas espécies do subgrupo willistoni após 

a realização do procedimento de clonagem. A: D. willistoni (com cinco fragmentos de comprimentos 

distintos, além daquele oriundo da linhagem GdH4, o qual é o controle positivo) e D. paulistorum (Interior, 

Andino-Brasileira, Orinocana e Amazônica respectivamente, com um total de três fragmentos de tamanhos 

diferentes). B: D. tropicalis, D. insularis (com dois fragmentos cada uma) e D. equinoxialis (com três 

fragmentos isolados). Os valores abaixo das bandas representam o tamanho aproximado em pares de bases 

(pb) de cada fragmento. * A semiespécie Andino-Brasileira, assim como Interior e Orinocana também 

apresentou um fragmento de aproximadamente 2198 pb amplificado e posteriormente caracterizado como 

mostram os resultados a seguir.  
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Figura 12. Fragmentos de Galileo obtidos a partir da técnica da PCR em D. capricorni, D. nebulosa e D. 

sucinea, respectivamente, do subgrupo bocainensis após a realização do procedimento de clonagem. Os 

valores abaixo das bandas estão representando o tamanho aproximado em pares de base (pb) de cada 

fragmento. D. fumipennis teve um fragmento de aproximadamente 1342 pb amplificado (dado não 

apresentado). 

.  

A Figura 14 mostra o dendrograma resultante da análise de agrupamento pelo 

método UPGMA e a similaridade existente entre as espécies investigadas em decorrência 

da presença ou ausência das 22 diferentes variantes de Gallileo caracterizadas no presente 

estudo. O coeficiente de correlação cofenética do dendrograma (r = 0,40) mostrou baixo 

ajuste entre a matriz de similaridade e o respectivo dendrograma, sem correlação entre as 

matrizes (P = 0,9940).  Contudo, ressalta-se que graficamente é possível observar a 

formação de dois clados bem definidos: (1) formado pelas quatro semiespécies de D. 

paulistorum (Amazônica, Andino-Brasileira, Interior e Orinocana) submetidas ao estudo e 

(2) pelas espécies crípticas D. tropicalis, D. insularis e D. equinoxialis, em um total de 11 

variantes, sendo seis compartilhadas entre duas a três espécies ou semiespécies. D. 

willistoni do subgrupo willistoni, mais D. sucinea, D. nebulosa e D. capricorni do 

subgrupo bocainensis, apresentaram variantes exclusivas e, por consequência, formaram 

ramos independentes aos dois agrupamentos. 

 Cabe salientar que entre todas as espécies crípticas do subgrupo willistoni somente 

D. willistoni não compartilha alguma de suas quatro variantes. Em D. tropicalis e D. 

equinoxialis foram caracterizadas três variantes: uma forma compartilhada entre ambas as 

espécies e a semiespécie Andino-Brasileira (pertencente ao outro clado); uma segunda 

variante de D. equinoxialis foi também identificada em D. insularis, assim como ocorre 
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com uma forma estrutural caracterizada em D. tropicalis, com a diferença que também é 

compartilhada com a semiespécie Interior (agrupada com as demais semiespécies de D. 

paulistorum); a terceira, é exclusiva de D. tropicalis e D. equinoxialis. O último 

agrupamento apresenta inicialmente Andino-Brasileira com cinco formas de Galileo, como 

a semiespécie dotada do maior número de variantes isoladas e caracterizadas, seguido por 

Interior com três variantes, Amazônica e Orinocana com duas. Dentro deste complexo, 

além do compartilhamento das variantes já descritas, Andino-Brasileira possui em comum 

apenas uma forma com Orinocana e outra com Interior (duas formas estruturais são 

exclusivas), enquanto as duas últimas também compartilham uma variante, ausente em 

Andino-Brasileira, com a semiespécie Amazônica. 

 

Análise das sequências de aminoácidos 

Foram incluídas na análise as sequências de aminoácidos que continham pelo 

menos 300 resíduos e dessa forma, seis variantes de Galileo caracterizadas no grupo 

willistoni foram comparadas com outras variantes de Galileo previamente caracterizadas 

(Marzo et al., 2008). Embora as variantes isoladas neste trabalho sejam estruturalmente 

mais degeneradas, dentro do motivo THAP observou-se a presença de alguns resíduos 

conservados, assim como o compartilhamento de resíduos entre as inferidas transposases 

de outras variantes de Galileo previamente caracterizadas no trabalho dos autores acima 

(Figura 15).  

Corroborando com a análise de agrupamento, a sequência de aminoáciodos da 

variante 14, isolada a partir de populações de D. willistoni, apresenta segmentos 

exclusivos, uma vez que não são observados nem nas demais espécies do subgrupo 

willistoni, como também naquelas que tiveram o elemento Galileo já caracterizado por 

Marzo et al. (2008). 
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Figura 13. Sequências nucleotídicas de um dos fragmentos de Galileo isolado a partir de duas populações de D. tropicalis. Na população de Jalisco (tro-Jal) há 7 

nucleotídeos na extremidade 3’ (circulados em vermelho), os quais estão ausentes na população de San Salvador (tro-SS). O segmento sublinhado em azul corresponde à 

sequência nucleotídica do vetor de clonagem. Os valores entre parênteses correspondem ao número de nucleotídeos do transposon omitidos inicialmente, assim como 

aqueles do vetor no término da sequência. Considerando os 7 nucleotídeos, o fragmento apresenta 1230 pb. 
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Figura 14. Dendrograma resultante da análise de agrupamento pelo método UPGMA de cinco espécies do subgrupo críptico willistoni (D. willistoni, D. equinoxialis, D. 

insularis, D. tropicalis D. paulistorum), quatro semiespécies de D. paulistorum (Andino-Brasileira, Orinocana, Amazônica e Interior), mais três espécies do subgrupo 

bocainensis (D. sucinea¸ D. nebulosa e D. capricorni) em relação à presença ou ausência das 22 diferentes variantes de Gallileo caracterizadas.  Os números entre 

parênteses correspondem às diferentes variantes caracterizadas neste trabalho. 
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Figura 15. Alinhamento das sequências de aminoácidos entre seis variantes caracterizadas em espécies do subgrupo willistoni e sequências identificadas por Marzo et al. 

(2008) em D. pseudoobscura, D. persimilis, D. ananassae, D. buzzatii, D. mojavensis, D. willistoni, e D. virilis, respectivamente. V_3: variante 3 (compartilhada por D. 

tropicalis, D. insularis e a semiespécie Interior; V_14: variante 14 (isolada a partir de D. willistoni); V_20: variante 20 (presente na semiespécie Andino-Brasileira); V_1: 

variante 1 (compartilhada por D. tropicalis, D. equinoxialis e a semiespécie Andino-Brasileira; V_15: variante 15 (compartilhada pelas semiespécies Amazônica, Interior e 

Orinocana); V_19: variante 19 (obtida a partir da semiespécie Amazônica). A linha em vermelho destaca a região correspondente ao motivo THAP, as setas vermelhas os 

resíduos conservados dentro desta região e as setas pretas os resíduos conservados logo após o término deste motivo de ligação ao DNA. Os retângulos rosas destacam 

segmentos de DNA exclusivos da variante 14 de D. willistoni. Em lilás, azul e verde estão destacados os resíduos com o percentual de 80%, 60% e 40% de conservação, 

respectivamente. Os valores entre parênteses correspondem ao número de aminoácidos omitidos no início das sequências. 
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CAPÍTULO V 

 

DISCUSSÃO 

Desde a sua identificação em Drosophila buzzatii (Cáceres et al., 1999) e 

depois através da análise in silico realizada por Marzo et al. (2008) em mais seis 

espécies de Drosophila, Galileo vem sendo caracterizado molecularmente apenas na 

referida espécie (Cáceres et al., 2001; Casals et al., 2003; Casals et al., 2005; Marzo et 

al., 2008; Delprat et al., 2009), de forma que o presente trabalho foi o primeiro que 

caracterizou o transposon Galileo em populações naturais de espécies neotropicais. 

Assim como argumentaram Cáceres et al. (2001) e Casals et al. (2005), podemos 

considerar como uma evidência indireta da capacidade de Galileo em formar estruturas 

secundárias quando desnaturado, a dificuldade de isolar um segmento deste transposon, 

por meio da técnica de PCR, no genoma de espécies do grupo willistoni. Além disso, o 

fato de termos encontrado segmentos deletados quando comparamos a região isolada de 

Galileo entre as diferentes linhagens estudadas, pode ser decorrente de eventos de 

transposição do elemento, mas pode também ser ocasionado pelo deslize da Taq 

polimerase naquela região durante a síntese de DNA como apontado por Cáceres et al. 

(2001) e Casals et al. (2005). Este mecanismo de excisão durante a PCR corresponde a 

deleções espontâneas que podem ocorrer durante a replicação do DNA como 

consequência do fenômeno conhecido como slippage (Farabaugh et al., 1978; Albertini 

et al., 1982), estimulado pela formação de alças de estruturas secundárias (Egner & 

Berg, 1981). Desta forma, nossos achados podem ser evidências de que Galileo também 

estaria desempenhando um importante papel na evolução genômica no grupo willistoni 

de Drosophila.  

Galileo foi isolado a partir de espécies do subgrupo willistoni, assim como do 

subgrupo bocainensis, mostrando-se ser antigo no genoma do grupo willistoni É 

interessante salientar que D. willistoni e D. paulistorum (Andino-Brasileira) apresentam 

o maior número de variantes isoladas neste trabalho, sendo que também são as espécies 

mais polimórficas do subgrupo willistoni (Burla et al., 1949; Kastritsis, 1967; Rohde et 

al., 2006) e que apresentam a maior distribuição geográfica (Spassky et al., 1971 e 

Ehrman & Powell, 1982). Em contrapartida, a D. insularis, que apresenta a distribuição 

geográfica mais restrita (Ehrman & Powell, 1982) foi a única espécie dentre as 

investigadas que não tem variante exclusiva, entre as duas encontradas em seu genoma. 
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A linhagem estudada desta espécie, além disso, é virtualmente monomórfica para 

inversões paracêntricas (Rohde et al., 2006) e ocupa uma posição basal em relação ao 

grupo críptico willistoni (Gleason et al., 1998; Tarrío et al., 2000; Rohde et al., 2006; 

Robe et al., 2010).   

Estas peculiaridades de Galileo, até o momento, não permitem que se 

estabeleçam hipóteses mais conclusivas sobre a evolução deste elemento nos genomas 

das espécies do grupo willistoni. O quadro que emerge de nossas observações é 

sugestivo de mais de um evento evolutivo, implicando tanto a manutenção por 

ancestralidade de certas variantes quanto à ocorrência de perdas estocásticas.  

A primeira hipótese pode ser representada pelas variantes 1, 3 e 17.  As variantes 

3 e 17 de D. insularis são compartilhadas ou com D. equinoxialis (17) ou com D. 

tropicalis e a semiespécie Interior de D. paulistorum (3). Similarmente, a variante 1 é 

compartilhada por D. equinoxialis, D. tropicalis e D. paulistorum (Andino-Brasileira). 

O compartilhamento das variantes citadas dentre membros do agrupamento que engloba 

as crípticas D. insularis, D. tropicalis, D. equinoxialis e D. paulistorum é sugestivo de 

polimorfismo ancestral, que também pode ser evocado para explicar a presença das 

variantes (1) na semiespécie Andino-Brasileira e (3) na Interior de D. paulistorum. Por 

outro lado, as semiespécies Amazônica e Orinocana de D. paulistorum não apresentam 

nenhuma dessas variantes de Galileo, e Andino-Brasileira, não apresenta as variantes 3 

e 17, bem como a Interior não possui a 1 e a 17. Considerando que estas variantes 

estariam presentes nas espécies mais ancestrais, a hipótese de perda estocástica pode ser 

aventada. 

Dentro das semiespécies de D. paulistorum, que correspondem à ramificação 

mais recente, também pode ser proposta ancestralidade, representada pela ocorrência da 

variante 15, compartilhada pelas semiespécies Amazônica (a mais divergente segundo 

Spassky et al., 1971; Gleason et al., 1998; Robe et al,. 2010) Orinocana e Interior.  

Também a variante 12 é compartilhada pelas semiespécies Andino-Brasileira e 

Orinocana, cuja relação filogenética é estritamente mais próxima (Rohde et al., 2006; 

Robe et al,. 2010). Já o compartilhamento da variante 11 por Andino-Brasileira e 

Interior, não tão próximas filogeneticamente, merece outras considerações.  

Se observarmos o mapa da distribuição geográfica (Figura 8) veremos que as 

semiespécies Amazônica, Andino-Brasileira e Interior são simpátricas em uma ampla 

faixa territorial que compreende as regiões norte e nordeste do Brasil. Assim, embora 

mais evidências sejam necessárias, a possibilidade de ocorrência de Transferência 
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Horizontal (HT) não pode ser de todo descartada, uma vez que Galileo pertence à 

superfamília P (Marzo et al., 2008), onde vários eventos de HT têm sido registrados 

(Silva & Kidwell, 2000, Loreto et al,. 2008). Da mesma forma, o fenômeno de 

introgressão tem sido bem-documentado dentro do subgrupo willistoni (Ehrman & 

Powell, 1982; Cordeiro e Winge, 1995; Valiati, 1999; Robe et al., 2010) e pode ter sido 

o mecanismo pelo qual tenham sido transferidas sequências de Galileo entre os táxons 

considerados. 

As espécies não crípticas D. nebulosa, D. sucinea e D. capricorni, apresentam 

variantes exclusivas de Galileo. Seu posicionamento mais basal em relação aos outros 

membros do grupo críptico pode em parte explicar essa divergência, sem descartar a 

possibilidade de perdas estocásticas e de surgimento de novas variantes ao longo do 

tempo, tendo evoluído de forma independente das demais espécies.  

A ocorrência de variantes exclusivas de Galileo no genoma de D. willistoni, 

nenhuma das quais é compartilhada com suas crípticas, é mais difícil de explicar, já que 

ela não parece ser a espécie ancestral (Gleason et al., 1998; Tarrío et al., 2000; Rohde et 

al., 2006; Robe et al., 2010) e que é simpátrica com todas as espécies do subgrupo 

willistoni ao longo da sua distribuição geográfica (Ayala et al., 1970; Spassky et al., 

1971; Ehrman & Powell, 1982). A singularidade da D. willistoni, entretanto, foi 

recentemente demonstrada pelos resultados do Drosophila 12 Genomes Consortium 

(2007), que incluem o uso de códon enviesado, a ausência potencial de selenoproteínas, 

um número maior de rearranjos no cluster dos genes Hox e inclusive, a segunda maior 

proporção de elementos transponíveis de várias famílias. Neste contexto, e também 

considerando que é uma característica do elemento Galileo a inserção de outros 

elementos como, por exemplo, BuT (Cáceres et al. 2001, ver Figura 3), formando 

elementos quiméricos, é possível que as diferentes variantes encontradas em D. 

willistoni correspondam a fenômenos deste tipo. A favor desta idéia, podemos ver na 

Figura 15, que a variante 14 de D. willistoni, apresenta claramente segmentos de 

aminoácidos, não encontrada em nenhuma outra sequência. Seriam eles correspondentes 

a inserções secundárias de outros elementos dentro de Galileo? Análises futuras neste 

sentido serão importantes para responder tal questionamento e estão entre as 

perspectivas do grupo de trabalho em curto prazo. 

Também merece comentário o achado, ainda que preliminar, de diferença quanto 

às sequências amplificadas entre populações de Drosophila willistoni, representadas 

pela ocorrência exclusiva, até o momento, do fragmento que gerou a variante 14, nas 
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populações Cip, Wip e 17A2, não encontrado nas demais 5 populações analisadas desta 

espécie. Diferenças interpopulacionais também foram registradas para Galileo em D. 

buzattii por Cáceres et al. (2001), Casals et al. (2003 e 2005). Cabe salientar que essas 

três populações de D. willistoni são muito distantes geograficamente (Cip do Brasil 

Central, 17A2 do Sul do Brasil e Wip do Nordeste do Brasil), e assim, a variante 14 

poderia ser pensada como uma das sequências mais antigas no genoma da Drosophila 

willistoni. 

Até o momento nenhum elemento com ORF que codificasse uma transposase 

funcional foi encontrado por nós nem pelos pesquisadores que se dedicaram a estudar 

Galileo em D. buzzatii (Cáceres et al., 1999; Cáceres et al., 2001; Casals et al., 2003; 

Casals et al., 2005; Marzo et al., 2008; Delprat et al., 2009). A estrutura deste 

transposon vem sendo definida por meio da construção de sequências consensos obtidas 

a partir de inúmeras variantes ou cópias isoladas de diferentes linhagens de D. buzzatii. 

Os autores mencionados demonstraram que Galileo é singular no sentido de que não 

precisa estar ativo para provocar instabilidade no genoma hospedeiro, mas que sua 

estrutura molecular permite que ele mesmo como um substrato passivo, seja o indutor 

de rearranjos cromossômicos. Dessa forma, mesmo que não tenha sido encontradas 

sequências do segmento da transposase e de seu domínio THAP com características que 

apontassem para a sua atual atividade, cópias defectivas de Galileo, assim como atuam 

em D. buzzatii, podem também estar sendo uma fonte endógena de variação para o 

grupo willistoni. 
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CAPÍTULO VI 

 

PERSPECTIVAS 

O panorama de evolução complexa do elemento Galileo no grupo willistoni de 

Drosophila abre caminho para estudos futuros que devem esclarecer muitas das 

peculiaridades destas espécies neotropicais, especialmente da singularidade da 

Drosophila willistoni e de sua imensa variabilidade genética e cromossômica. 

Durante a realização do presente trabalho, tivemos evidências de que há 

diferenças em nível interespecífico quanto à presença de variantes de Galileo, o que 

torna promissor o estudo populacional de Galileo em espécies do grupo willistoni. 

Também outras espécies como D. fumipennis e mais populações de cada uma das 

espécies, além das semiespécies Transicional e Centro-Americana de D. paulistorum 

deverão ser incluídas em estudo futuro. 

Tendo-se evidências indiretas da capacidade de Galileo de formar estrutura 

secundária assim como da participação efetiva na geração de inversões cromossômicas 

naturais através do mecanismo de recombinação ectópica, será de grande valia a 

caracterização das IRs das variantes deste transposon encontradas no grupo willistoni, 

que é altamente polimórfico para inversões paracêntricas. A localização in situ das 

variantes de Galileo encontradas no presente trabalho está sendo feita pela Mestranda 

Carolina Flores Garcia, do nosso grupo de pesquisa. 

A caracterização molecular das variantes de Galileo encontradas neste trabalho 

deverá ser concluída através da construção de novos primers. Neste processo, espera-se 

detectar a presença de elementos Galileo quiméricos se eles forem comuns em D. 

willistoni, como o são em D. buzzatii.  
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