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1. INTRODUÇÃO 

 
A descoberta dos elementos transponíveis (TEs) foi realizada pela 

pesquisadora Bárbara McClintock (McClintock,1951), que observou a capacidade de 
sequências mudarem de locus dentro do genoma e se moverem de um cromossomo 
para outro, e nomeou este mecanismo de transposição. 

O elemento P é um dos elementos transponíveis melhor estudado. Foi 
primeiramente descrito em D. melanogaster e sua mobilização em células 
germinativas causa uma síndrome chamada disgenesia do híbrido (KIDWELL, M.; 
KIDWELL, J., 1977; SVED, 1976), caracterizada pela esterilidade parcial ou total, 
diversas quebras cromossômicas, altas taxas de mutações e recombinações em 
machos (CLARK; KIDWELL, 1997).  

Daniels et al. (1990) evidenciaram que o elemento P não estava presente nas 
linhagens de D. melanogaster mais antigas. Para explicar a origem deste TE neste 
genoma, foi proposta a transferência horizontal do P de D. willistoni para D. 
melanogaster. O que embasa esta ideia é que: a sequência do P encontrado em D. 
melanogaster varia em apenas um nucleotídeo com o presente em D. willistoni na 
posição 32 (A > G), o que gera uma incongruência entre a filogenia do gênero 
Drosophila com a filogenia do elemento P (SILVA; KIDWELL, 2000); há uma 
distribuição descontínua deste TE nas linhagens de D. melanogaster; as duas 
espécies compartilham o mesmo nicho ecológico e utilizam os mesmos sítios de 
ovoposição, podendo ser parasitadas pelo ácaro Proctolaelaps regalis que poderia 
servir como vetor desta transferência horizontal (HOUCK et al., 1991). 

Estudos recentes mostraram a presença do elemento P em Drosophila 
simulans da África do Sul, Flórida e Japão, desde 2012, 2010 e 2008 
respectivamente, (KOFLER et al., 2015 YOSHITAKE et al., 2018). A comparação da 
sequência do elemento P de D. simulans com D. melanogaster mostra a diferença 
de um nucleotídeo na posição 2040 (G > A), sugerindo uma possível transferência 
horizontal do elemento P de D. melanogaster para D. simulans devido a semelhança 
de suas sequências (KOFLER et al., 2015).  

Tendo em vista que não há estudos sobre elemento P em D. simulans da 
América do Sul, este presente trabalho busca investigar se este elemento já está 
presente nas linhagens do Brasil. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Os exemplares de D. simulans utilizados foram coletados nos seguintes locais 
e anos: Florianópolis – SC (2019 e 2005), Ribeirão Preto – SP (2018), Capão do 
Leão (Horto Botânico Irmão Theodoro Luis) – RS (2018, 2014 e 2013), Rio Grande, 
Rio Grande (Ilha dos Marinheiros) – RS (2011), e Tangará da Serra – MT (2007 e 
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2008), e foram disponibilizados de acervos do Laboratório de Evolução e Genética 
de Insetos (LEGIN).  

A extração de DNA foi feita de cinco indivíduos machos de cada amostra, 
utilizando o kit Dneasy Blood & Tissue Kit, seguindo o protocolo do fabricante 
(Qiagen). 

Os iniciadores usados nas PCR foram do gene nuclear ribossomal 28S, usado 
no controle da qualidade do DNA, sendo realizado previamente à reação com o uso 
dos iniciadores para o elemento P. O primer para o elemento P foi sintetizado com 
auxílio do software Primer-BLAST disponibilizado pelo National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) com local de anelamento ilustrado na Figura 1, 
amplificando a região onde foi descrita a mutação no nucleotídeo 2040 (G > A) de D. 
simulans. 

 
Figura 1 – Representação do elemento P canônico de Drosophila melanogaster. 

Sequência de 2,9kb mostrando as regiões codificadoras (ORF 0,1,2,3), os íntrons 
(IVS1, IVS2 e IVS3), a sequência de anelamento dos iniciadores sintetizados e o 

local da mutação na posição 2040. Os números entre parênteses indicam a posição 
do primer em pb. Modificado de Blauth (2005) 

 
As reações utilizaram concentrações variáveis de DNA molde de D. simulans, 

entre 5 a 30ng, tendo como controle positivo 6ng de DNA de D. melanogaster, 
devido a grande identidade da sequência do elemento P entre as duas espécies, 
enquanto que para o controle negativo foi utilizado água. As condições da reação 
foram 2,5mMol de MgCl², 20mMol de cada iniciador (front e reverse), tampão de 
reação 1x, 10mMol de dNTPs e 0,75U de taq DNA polimerase (Quatro G), obtendo-
se um volume final de 15uL. O programa de amplificação utilizado para ambos os 
iniciadores foi de desnaturação a 94ºC por 60 segundos, anelamento por 30 
segundos a 50ºC e extensão a 72ºC por 60 segundos. 

A verificação da extração de DNA genômico e produto de amplificação foi 
feita utilizando gel de agarose 0,8% eluído em TAE (Tris 10 mM, ácido acético 0,6% 
e EDTA 1 mM). A estimativa de quantidade de amostra de DNA foi feita comparando 
com o DNA de bacteriófago Lambda comercial (Invitrogen) e a estimativa do 
tamanho dos fragmentos amplificados foi feita por comparação com padrão de peso 
molecular 1kB ou 50pb DNA ladder (Ludwig). 

Os produtos de PCR das linhagens de São Paulo e Rio Grande do Sul foram 
encaminhados para sequenciamento em ambas orientações, a partir dos iniciadores 
usados na amplificação. A sequência do DNA das amostras foi editada utilizando o 
programa Staden 3.3 (STADEN, 1996). A comparação das sequências foi feita por 
alinhamento no programa ClustalW (Larkin et al., 2007). 

 
 

 



 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados da PCR foram descritos na Tabela 1, sendo que todos os 
controles positivos deram positivos e os controles negativos não geraram produto de 
amplificação, validando o resultado encontrado nas reações. 

 
Tabela 1 – Resultados obtidos nas PCRs com as amostras de DNA das linhagens 
selecionadas para este estudo, com os iniciadores controle para qualidade do DNA 

(28S) e iniciadores para detectar a presença do elemento P.  
 

Amostra Iniciador 28S Iniciador P 

Capão do Leão, RS - 2013 Positivo Negativo 
Capão do Leão, RS - 2014 Positivo Negativo 
Capão do Leão, RS - 2018 Positivo Positivo 

Florianópolis, SC - 2005 Negativo Não realizado 
Florianópolis, SC - 2019 Positivo Positivo 

Ribeirão  Preto, SP - 2018 Positivo Positivo 
Rio Grande, RS - 2011 Negativo Não realizado 

Tangará da Serra, MT - 2007 Positivo Não realizado 
Tangará da Serra, MT - 2008 Positivo Não realizado 

 
O resultado negativo na PCR utilizando os iniciadores 28S para as amostras 

de Rio Grande de 2011 e de Florianópolis de 2005, pode ser explicado devido as 
amostras estarem armazenadas em álcool 70% desde a sua coleta, o que causa 
degradação do DNA ao longo do tempo, diminuindo a quantidade de DNA íntegro na 
amostra, impedindo o sucesso da reação de PCR.  Isto pode ser corroborado no 
estudo de GRUTZMACHER et al., (2006) que observou o efeito do período de 
armazenamento de Acromyrmex heyeri em álcool 75% na qualidade de DNA 
extraído e concluíu que quanto maior o período de armazenamento, menor é o 
sucesso de amplificação.  

Apesar do resultado positivo para a amostra do Capão do Leão de 2018, as 
amostras de 2013 e 2014 obtiveram um resultado negativo para a presença do P, o 
que mostra uma distribuição descontínua e indica uma invasão deste TE nessas 
linhagens posteriormente a 2014.  

A análise de uma parte da sequência do elemento P das linhagens do Capão 
do Leão e de Ribeirão Preto mostrou que as sequências são idênticas a das 
linhagens de outros continentes (KOFLER et al., 2015; YOSHITAKE et al., 2018), o 
que indica uma rápida dispersão deste TE entre os continentes pela falta de 
mutações acumuladas em sua sequência. A linhagem de Florianópolis de 2019 
também foi positiva para a presença do elemento P, porém o sequênciamento ainda 
deverá ser realizado. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
A similaridade das sequências do elemento P em D. simulans da América do 

Sul com as sequências de linhagens da América do Norte, África e Ásia sugerem 
que este elemento dispersou rapidamente entre os continentes. 
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