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RESUMO

O centrébmero € a regido necessaria para a segregacao cromossémica nos eucariotos. Em
animais e plantas, centrémeros funcionais se iniciam pela interacéo entre DNAs satélites e a
proteina Cenp-A, que € uma variante da histona H3 (CenH3) exclusiva da cromatina
centromérica. Uma outra proteina centromérica, a Cenp-C, se liga a Cenp-A e ao DNA
centromérico (cenDNA), o que fornece a base para o recrutamento das demais proteinas do
cinetécoro. Dada a importancia funcional dos centrdmeros, seria esperada uma alta
conservacao evolutiva de sua estrutura entre espécies. Porém, tanto o cenDNA como Cenp-
A/Cenp-C evoluem rapidamente. De acordo com a hip6tese do impulso centromérico, isso
ocorre devido aos efeitos deletérios associados a expansdes do cenDNA, e de selecéo
positiva em sitios de Cenp-A e Cenp-C que suprimem estes efeitos. Em espécies do
subgénero Drosophila foram encontradas duplicacdes do gene da Cid (CenH3 de Drosophila)
(Cid1/Cid6 e Cid5) e da Cenp-C (Cenp-C1 e Cenp-C2). De acordo com padrdes diferenciais
de expressao destes genes em diferentes tecidos, foi sugerido que Cidl interage com Cenp-
C1l e Cid5 com a Cenp-C2 para funcdo centromérica. Em espécies do grupo montium
(subgrupo Sophophora), foram observadas duplicacdes de Cid (Cidl, Cid3 e Cid4) e estes
paralogos também revelaram expressao diferencial dependendo do tecido. O presente
trabalho teve como objetivos principais investigar (i) se existem duplicacdes de Cenp-C nestas
espécies e (ii) testar se existe sele¢do positiva em Cenp-C. Para isto, utilizamos genomas
recentemente sequenciados de 23 espécies do grupo montium. Encontramos trés novas
cépias do gene da Cenp-C, que denominamos de Cenp-C3, Cenp-C4 e Cenp-C5. Porém,
todas as espécies possuem apenas uma copia de Cenp-C no mesmo genoma, com excecao
de D. vulcana, que possui duas (Cenp-C1 e Cenp-C5). Esse resultado indica que apenas uma
cOpia da Cenp-C deve interagir com os trés paralogos da Cid presentes nas espécies do grupo
montium. Nossas analises mostraram que as trés novas coépias se originaram de duplicacdes
independentes de Cenp-C1, com posterior perda de Cenp-C1l na maioria das espécies.
Encontramos assinaturas de selecao positiva em quatro aminoacidos da Cenp-C localizados
em regides inter-motivos da Cenp-C. Embora ndo saibamos quais as regiées da Cenp-C
fazem contato direto com o DNA, é possivel que a Cenp-C esteja evoluindo sob selecao
positiva para suprimir o impulso centromérico. Em conjunto, nossos resultados ajudam a
entender as consequéncias de duplicacbes génicas para a estrutura e evolucdo dos

centrbmeros.

Palavras chave: Centrdbmero. Drosophila. Cid. Cenp-A. CenH3. Cenp-C. Duplicacdo génica.



ABSTRACT

The centromere is the region necessary for chromosomal segregation in eukaryotes. In
animals and plants, functional centromeres are initiated by the interaction between satellite
DNAs and the Cenp-A protein, a variant of histone H3 (CenH3) unique to the centromeric
chromatin. Another centromeric protein, Cenp-C, binds to Cenp-A and centromeric DNA
(cenDNA), providing the basis for the recruitment of other kinetochore proteins. Given the
functional importance of centromeres, high evolutionary conservation of their structure among
species would be expected. However, both cenDNA and Cenp-A/Cenp-C evolve rapidly.
According to the centromere drive hypothesis, this is due to the deleterious effects associated
with cenDNA expansions, and positive selection at Cenp-A and Cenp-C sites that suppress
these effects. In species of the subgenus Drosophila, duplications of the gene
of Cid (CenH3 of Drosophila) (Cidl or Cid6 and Cid5) and Cenp-C (Cenp-C1 and Cenp-C2)
were found. According to differential expression patterns of these genes in different tissues, it
was suggested that Cidl interacts with Cenp-C1 and Cid5 with Cenp-C2 for centromeric
function. In the montium group species (subgroup Sophophora), duplications
of Cid (Cid1, Cid3, and Cid4) were observed and these paralogs also revealed differential
expression depending on the tissue. This work had as main objectives to investigate (i) if there
are duplications of Cenp-C in these species and (ii) to test if there is positive selection in Cenp-
C. For this, we used recently sequenced genomes from 23 montium group species. We found
three new copies of the Cenp-C gene, which we called Cenp-C3, Cenp-C4, and Cenp-C5.
However, all species have only one copy of Cenp-C in the same genome, except for D.
vulcana, which has two (Cenp-C1 and Cenp-C5). This result indicates that only one copy of
Cenp-C should interact with the three Cid paralogs present in the montium group species. Our
analyzes showed that the three new copies originated from independent duplications of Cenp-
C1, with subsequent loss of Cenp-C1 in most species. We found positive selection signatures
in four Cenp-C amino acids located in intermediate regions of Cenp-C. Although we do not
know which regions of Cenp-C make direct contact with DNA, Cenp-C may be evolving under
positive selection to suppress the centromeric drive. Taken together, our results help to
understand the consequences of gene duplications for the structure and evolution of

centromeres.

Keywords: Centromere. Drosophila. Cid. Cenp-A. CenH3. Cenp-C. Gene duplication.
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Figura 20. Alinhamento das proteinas codificadas pelo gene da Cenp-C1 e Cenp-C5 de D.
vulcana. O alinhamento das sequéncias mostra regides idénticas (preto), divergentes (cinza)
e de gaps (branco). As barras em cinza mostram sequéncias de introns inferidos pelo
algoritmo Augustus e por alinhamento com os genes da Cenp-C das outras espécies do grupo
montium. A barra em azul representa a regiao deletada da Cenp-C5 para construcdo da arvore
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Figura 21. Arvore de méaxima verossimilhanca mostrando as relacées filogenéticas entre as
cOpias do gene da Cenp-C nas espécies do grupo montium. O nome dos subgrupos e suas
respectivas espécies sao mostrados em cores iguais. O valor de bootstrap esta indicado em

cada no. A escala indica o] ndamero de substituicbes por

Figura 22. Arvore de maxima verossimilhanga mostrando as relagées filogenéticas entre as

copias do gene da Cenp-C nas espécies dos subgéneros Sophophora e Drosophila. O valor
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Figura 23. Hip6tese de origem e perda dos genes da Cenp-C nas espécies do grupo montium.
Na espécie ancestral que deu origem as espécies do grupo montium, a Cenp-C1 foi duplicada
e inserida em um novo loco dando origem a Cenp-C3. Em seguida, a Cenp-CL1 foi deletada
do loco ancestral. Na espécie ancestral que deu origem as espécies do subgrupo parvula ou
dentro do subgrupo, a Cenp-C1 e o gene CG1427 foram duplicados e inseridos em um novo
loco. Em seguida, houve a delecdo da Cenp-C1 no loco ancestral e degeneragdo do gene
CG1427 no novo loco. E por ultimo em D. vulcana houve a duplicacdo da Cenp-C1 que foi
inserida em um segundo loco dando origem a Cenp-C5, ambas as coépias foram
=T 0 = 3P 53

Figura 24. (A) Representagédo do elemento TE Harbinger-2_DRh. Setas em preto indicam
TIRs e retangulo em cinza indica a sequéncia interna as TIRs. (B) Evento de transposi¢éao por
mecanismo cut and paste esperado para duplicacdo génica. 1. Duas copias do TE se insere
em ambos os lados da Cenp-C1.2. Uma das TIRs de cada TE sofre mutagfes impedindo a
ligagdo da transposase. Os elementos s&o reconhecidos pela mesma transposase e séo
transpostos para um segundo loco levando a sequéncia interna a eles. (C) Representagéo
dos locos da Cenp-C1 e da Cenp-C5 com suas sequéncias flanqueadoras, observados no
genoma de D. vulcana. Pontas de seta indicam a posicdo 3’ dos genes. Fragmentos
homologos (65 a 74% de identidade e 54 a 152pb) ao Harbinger-2_DRh indicados pelo
Repbase estdo em cinza e preto. Os pontilhados delimitam a regido de homologia (85 a 95%
de identidade e 189 a 190pb) entre as trés copias do elemento Harbinger-2_DRh-like. Linhas
pretas e barras em bege indicam, respectivamente, sequéncias intergénicas e sequéncias
com homologia (211pb e 206pb) entre os dois locos. (D) Representacdo do que seria
esperado para os locos da Cenp-C de D. vulcana, se um elemento Harbinger-2_DRh-like
estivesse envolvido no processo de
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Figura 25. Alinhamento das proteinas Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando os
sitios da proteina que apresentaram assinatura de selecao positiva. As barras em vermelho
representam da esquerda para a direita: Mis12 binding, R-rich, DH, NLS, CenH3 binding e
Cupin. A barra azul-claro representa as sequéncias removidas para a constru¢ao da filogenia
dos genes e teste de selecdo positiva. As pequenas barras em azul-escuro representam os
sitios sob selecao
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Figura 26. Alinhamento de cédons da Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando 0s
sitios que apresentaram assinatura de selecdo positiva. Cada sitio (barras em azul-escuro) é
mostrado nas imagens. (1.A) Localizacdo do primeiro sitio antes do refinamento manual do
alinhamento. (1.B) Localizacdo do primeiro sitio apds refinamento manual do alinhamento.
(2.A) Localizacdo do segundo e terceiro sitios antes do refinamento manual do alinhamento.
(2.B) Localizagéo do segundo e terceiro sitios ap0s refinamento manual do alinhamento. (3.A)
Localiza¢do do quarto sitio antes do refinamento manual do alinhamento. (3.B) Localizacdo
do quarto sitio apds refinamento manual do alinhamento. O refinamento manual do
alinhamento foi feito conforme especificado na
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1. INTRODUCAO

1.1. O DNA centromérico

O centrbmero é o loco cromossémico responsavel pela segregacdo dos cromossomaos
durante a diviséo celular em eucariotos. Apesar dessa funcdo importante, os centrdbmeros sao
altamente diversos em sequéncia, organizagédo e tamanho (Talbert & Henikoff 2020). Eles
podem ser: (i) pontuais, como em Saccharomyces cerevisiae, onde sdo compostos por
sequéncias curtas e conservadas de aproximadamente 125 pb; (ii) regionais, como em plantas
e animais, onde podem atingir centenas de kilobases ou (iii) dispersos ao longo de toda a
extensao do cromossomo, como nos nematédeos (Malik & Henikoff 2002). Dentre esses trés
tipos de centrébmeros, o que mais predomina entre eucariotos é o regional. Estes centrémeros
sdo constituidos principalmente por duas classes de DNAs repetitivos: os DNAs satélites
(satDNASs) e os elementos de transposicdo (TEs) (Plohl et al. 2014).

Os DNAs satélites sdo os componentes mais comumente encontrados no centrémero
da maioria dos animais e plantas estudados. Trata-se de sequéncias de DNA repetidas em
tandem, que formam tipicamente cadeias de centenas de kilobases de comprimento (Melters
et al. 2013). Embora a presenca de satDNAs nos centrébmeros seja uma caracteristica comum
a varios taxons de eucariotos, essas sequéncias sdo altamente variaveis entre espécies,
podendo até ser espécie-especificas. Varios mecanismos foram propostos para explicar essa
observacéo, como: crossing-over desigual, conversdo génica e amplificac&o via circulo rolante
com subsequente reinsercdo. Tais mecanismos S80 0S provaveis responsaveis pela
homogeneizag&o nucleotidica entre as copias e pelas altera¢gdes de tamanho das cadeias de
copias em tandem (Hartley & O'Neill 2019).

Outro componente repetitivo que pode ser encontrado no centrdbmero S&o 0s
elementos de transposicdo. Essas sequéncias sdo capazes de se moverem ao longo do
genoma e por isso estdo frequentemente dispersas. Os TEs sé&o classificados conforme seu
mecanismo de transposicdo, podendo ser de Classe |, os retrotransposons, quando se
transpbem por intermédio de um RNA, ou de classe Il, os transposons de DNA, quando se
transpdem por intermédio de um DNA (Wicker et al. 2007). Apesar de serem caracterizados
pela capacidade de se transpor, a maioria desses elementos ndo se move ativamente, seja
devido a mutagdes ou silenciamento epigenético (Hartley & O'Neill 2019).

A abundante presenca de satélites na maioria dos centrébmeros € um indicativo de que

essas sequéncias sao importantes para a expansao e estabilizacdo dessas regides (Plohl et
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al. 2008). No entanto, a formacdo de neocentrdmeros em regides desprovidas de DNAs
repetitivos indica que essas sequéncias ndo sao essenciais para 0s estagios iniciais de
formacdo dos centrdmeros (Henikoff et al. 2001). O que determina um centrébmero funcional
€ a presenca de nucleossomos contendo a histona H3 variante CenH3, o que torna a
cromatina do DNA centromérico (cenDNA) distinta de outras partes do genoma (Brown &
O'Neill 2014; Dalal et al. 2007).

1.2. A funcao das proteinas Cenp-A e Cenp-C na manutenc¢do do centrémero

A grande diversidade dos centrdbmeros com relacdo a sequéncia de nucleotideos torna
improvavel sua identificacdo por um fator genético universal. No entanto, esse loco é
determinado epigeneticamente pela histona CenH3, também conhecida como Cenp-A.
Consistente com a importancia da Cenp-A na fungédo centromérica € a sua ubiquidade nos
centrdbmeros funcionais, presenca em neocentrdbmeros e sua auséncia em centrémeros
inativos de cromossomos dicéntricos (Rosin & Mellone 2017). Além disso, a presenca de
Cenp-A no centrdmero é o primeiro passo para a localiza¢cdo dos componentes do cinetécoro
(Mckinley & Cheeseman 2016). O cinetécoro € um complexo multiprotéico formado nos
centrbmeros que fornece a estrutura necessaria para que os microtubulos se conectem aos
Cromossomos.

Uma segunda proteina associada a centrdmeros funcionais é a Cenp-C, um dos
componentes do CCAN (constitutive centromere-associated network), que sdo caracterizados
por se localizarem no centrdmero durante todo o ciclo celular (Maresca 2011). Em vertebrados
0 CCAN é composto por 16 proteinas (Maresca 2011) enquanto que em Drosophila e
Caenorhabditis elegans, apenas a Cenp-C foi identificada (Liu et al. 2016). Essa menor
complexidade dos centrdmeros de Drosophila e C. elegans, quando comparado com os dos
demais organismos, torna ambos excelentes modelos para compreender a evolugdo dos
componentes centroméricos. De fato, apenas as proteinas Cid (Homoéloga da Cenp-A em
Drosophila), Cenp-C e Call, a chaperona que medeia a deposi¢cado da Cid na cromatina, sdo
suficientes para a propagacao da Cid no centrémero de Drosophila (Roure et al. 2019). Em
humanos, por exemplo, a propagacao da Cenp-A requer além da chaperona HJURP e da
Cenp-C, o Complexo Mis18 que é composto por trés proteinas (Mckinley & Cheeseman 2016).

Foi demonstrado que a Cenp-C se liga diretamente a Cenp-A (Carrol et al. 2010; Kato
et al. 2013; Musacchio & Desai 2017; Roure et al. 2019) e ao DNA centromeérico (Cohen et al.
2008; Politi et al. 2002; Trazzi et al. 2002). A Cenp-C é também responsével por se ligar ao



22

complexo Mis12C, um grupo de proteinas que é parte de um complexo maior, 0 KMN network,
composto pelos complexos knl1, Mis12 e Ndc80. E no KMN que os microttbulos se conectam
aos cromossomos nas divisdes celulares (Figura 1) (Maresca 2011; Przewloka & Glover
2009). A Cenp-C é, portanto, uma proteina chave na ligacao entre o cinetdcoro e a cromatina

centromérica.

Complexo
MIND/MIS12 Complexo

DNA Complexo
SPC105/KNL1

Figura 1. Esquema do cinetocoro de Drosophila (Adaptado de Przewloka et al. 2007).

Estudos mostraram que a Cenp-A e a Cenp-C sao funcionalmente dependentes entre
si para manutencg&o dos centrébmeros (Erhardt et al. 2008; Falk et al. 2015; Moree et al. 2011;
Orr & Sunkel, 2011; Westhorpe et al. 2015). Concordante com isso, um padréo de retencéo
ou perda de ambas proteinas foi observado em varias linhagens de eucariotos (Hooff et al.
2017). Tais achados tornam evidente o papel da Cenp-C e Cenp-A na manutencdo de

centromeros funcionais.

1.3. A hip6tese do impulso centromérico

O funcionamento adequado do centrébmero € essencial para que ocorra a correta
segregacdo dos cromossomos. Concordante com isso, quebras de DNA, rearranjos e
aberracOes estruturais em regiées centroméricas sdo comumente observadas em células
cancerigenas e em algumas sindromes genéticas (Barra & Fachinetti 2018). Por esse motivo,
se esperaria um alto grau de conservacédo das proteinas centroméricas, Cenp-A e Cenp-C, e

do DNA centromérico entre espécies. No entanto, o que se tem observado € que ambos
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evoluem rapidamente em animais e plantas (Plohl et al. 2008; Talbert et al. 2004). Um exemplo
dessa rapida evolucéo é a sequéncia de nucleotideos da Cenp-C, que apresenta menos de
5% de conservacao entre filos, e que devido a essa grande divergéncia, pensou-se até estar
ausente em Drosophila (Talbert et al. 2004). Essa maneira paradoxal pela qual o centrébmero
evolui (i.e. funcdo essencial mas rapida evolucdo), é explicada pela hipétese do impulso
centromérico ou “centromere drive” (Figura 2) (Dawe & Henikoff 2006; Henikoff et al. 2001).

Na maioria das espécies de animais e plantas, apenas um dos quatro produtos da
meiose da fémea se desenvolve em ovécito. Assim, conforme proposto pela hipétese do
impulso centromérico, essa assimetria meidtica das fémeas possibilita a competicdo entre
cromossomos homaologos para sua inclusdo no ovécito. Centrémeros contendo um DNA mais
expandido poderédo recrutar mais proteinas, como Cenp-A ou Cenp-C, e consequentemente
mais microtubulos. Dessa forma, os cromossomos contendo esses centrobmeros expandidos
serdo preferencialmente transmitidos, em relacdo aos seus homologos, para as proximas
geracdes. Entretanto, existem duas possiveis consequéncias negativas associadas ao
impulso centromérico: (i) a transmissdo de mutagdes deletérias ligadas a esses cromossomos
na populacdo (i) a ndo disjuncdo dos cromossomos sexuais em machos e aumento da
infertilidade. Mutacdes nas proteinas centroméricas (Cenp-A e Cenp-C) que reduzam sua
afinidade pelo centrébmero expandido ou que aumentem a sua afinidade pelo centrbmero mais
“fraco” poderao suprimir o impulso centromérico. A ocorréncia desse processo em ciclos ao
longo da evolucdo pode explicar o padréo atipico de evolugdo dos centrdmeros (Dawe &
Henikoff 2006; Henikoff et al. 2001; Malik & Bayes 2006).

Evolucdo das
proteinas que se
ligam ao
cenDNA

—

Paridade

Expansdo do
restaurada

cenDNA
—_—

Aumento do viés Centrémero mais Tensdo desigual leva Selecdo positiva
— Microttbulos de transmissdo forte se espalha ao aumento de nas proteinas
— em fémeas na populagdo ndo disjuncdo na centroméricas que
’ Cinetécoro ) .
meiose em machos se ligam
. DNA satélite (esterilidade) preferencialmente
ao centrémero
@ Cromatina com mais fraco
Cenp-A/Cenp-C

Figura 2. Modelo do impulso centromérico. A expansdo do cenDNA em um dos cromossomos
homadlogos faz com que mais proteinas centroméricas e microtibulos sejam recrutados, aumentando
a transmissdo desse homologo na meiose feminina. Esse cromossomo aumenta em frequéncia na



24

populacdo e a consequéncia para machos € a nao disjuncédo e infertilidade. Mutac8es nas proteinas
centroméricas que reduzam a afinidade das mesmas pelo cenDNA restaura a paridade entre os
cromossomos (Adaptado de Rosin & Mellone 2017).

De acordo com o previsto pela hip6tese do impulso centromérico, tanto em Drosophila
como em Arabidopisis foi detectada selecdo positiva em regides da Cenp-A preditas como
locais de contato com o DNA do centrémero (Cooper & Henikoff 2004; Malik & Henikoff 2001;
Malik et al. 2002). Por outro lado, em gramineas e mamiferos, € na Cenp-C, e ndo na Cenp-
A, onde evidéncias de selecao positiva foram encontradas. Em mamiferos, regides sob
selecdo positiva na Cenp-C incluem aquelas em contato com o DNA centromérico. J& em
leveduras, a proteina Mif2p (homdloga a Cenp-C) evolui sob selecdo negativa. No entanto,
esse é um resultado esperado conforme a hipétese do impulso centromérico, ja que leveduras

possuem centrdbmeros com sequéncia conservada e meiose feminina simétrica (Talbert 2004).

1.4. O género Drosophila e as espécies do grupo montium

O género Drosophila é composto por pequenas moscas, também conhecidas como
moscas das frutas, pertences a ordem Diptera e a familia Drosophilidae (Hales et al. 2015).
Esse grupo é composto por mais de 1.600 espécies de Drosophila (O’'Grady & Desalle 2018).
Foi sugerido que o género Drosophila seja parafilético em relagéo a varios géneros, e por isso,
as relacdes filogenéticas entre as espécies do grupo se encontram em debate entre os
taxonomistas (O’Grady & Desalle 2018).

O género Drosophila apresenta uma extensa literatura em diversas areas da genética
(Markow & O’Grady 2006). De fato, é enorme a lista de trabalhos feitos em Drosophila que
serviram e continuam servindo como base para um melhor entendimento da genética como
um todo (Ashburner & Bergman 2005; Griffths et al. 2000; Powel 1997). Atualmente, o género
Drosophila contém genomas sequenciados e montados de mais de 120 espécies, de acordo
com o] National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://iwww.ncbi.nim.nih.gov/genome/browse/#!/overview/drosophila). Esta vasta quantidade

de genomas disponiveis possibilita uma enorme quantidade de estudos sobre a evolucao de
genes e genomas.

Dentre os subgéneros pertencentes ao género Drosophila, estdo os subgéneros
Drosophila e Sophophora, que concentram a maioria das espécies de drosofilideos estudada
no contexto da evolucdo do centrémero (Kursel & Malik 2017; Malik & Henikiff 2001; Malik et
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al. 2002; Roure et al. 2019; Teixeira et al. 2018). Estima-se que esses subgéneros se
divergiram entre 40-62.9 milhGes de anos atras (Russo et al. 1995; Tamura et al. 2004).

O subgénero Sophophora possui 344 espécies (O’Grady & Desalle 2018) divididas em
10 grupos (Yassin 2013). O maior deles € o grupo montium, composto por 94 espécies
oriundas da Asia, Australasia e Africa (Yassin 2018). Inicialmente, esse clado foi considerado
como sendo um subgrupo dentro do grupo melanogaster. Posteriormente, foi elevado ao nivel

de grupo dentro do subgénero Sophophora (Figura 3) (Da Lage et al. 2007).

D. melanogaster
| — D. simulans

D
g
melanogaster —— D. sechelia .g
group \ D. yakuba 3
S
D. erecta >
=]
- D. eugracilis 3
montium
L D. kikkawai v
group =
D. ananassae org
—— D. persimilis g
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D. willistoni
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; -
D. arizonae 3
: ©
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.. S
D. buzzatii ?
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D. seriema Q
w
N D. virilis o%
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>
————— D. grimshawi 5
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Figura 3. Filogenia contendo algumas das espécies do subgénero Drosophila e do subgénero
Sophophora ao qual pertencem os grupos montium e melanogaster (Adaptado de Teixeira et al. 2018).

Com base em dados corologicos e morfologicos (genitélia e pigmentacdo abdominal
de machos), as espécies do grupo montium foram subdivididas em sete subgrupos (Yassin
2018): montium, parvula, orosa, kikkawai, serrata, punjabiensis e seguyi. Duas filogenias
recentes propostas para as espécies do grupo montium confirmam a monofilia de todos os
subgrupos, mas divergem quanto as relacgdes filogenéticas entre os subgrupos (Conner et al.

2021; Yassin et al. 2016) (Figura 4). Enquanto Yassin et al. (2016) consideram o grupo parvula
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como o mais basal da filogenia, em Conner et al. (2021) essa posi¢cédo é ocupada pelo grupo
montium. Além disso, na filogenia de Conner et al. (2021) o subgrupo kikkawai forma um grupo
irmao do clado formado pelos subgrupos serrata, punjabiensis e seguyi. Ja em Yassin et al.
(2016), o grupo punjabiensis é o grupo irmao do clado formado pelos subgrupos serrata,
kikkawai e seguyi. Outro ponto importante de ser ressaltado é que o estudo de Conner et al.
(2021) produziu duas arvores que se diferem quanto ao posicionamento do subgrupo
punjabiensis. Na primeira, este subgrupo é irmao do subgrupo seguyi, ja na segunda o grupo
punjabiensis é o grupo irméo do clado formado pelos subgrupos serrata e seguyi.

A filogenia de Conner et al. (2021) foi construida a partir de 60 genes ortélogos e 42
espécies, contrastando com a de Yassin et al. (2016) que utilizou 44 espécies, mas apenas
trés genes nucleares e um mitocondrial. Embora haja discrepancias quanto a relagédo dos
subgrupos dentro do grupo montium, ndo h& davidas quanto a sua monofilia (Da Lage et al.
2007; Finet et al. 2021; Russo et al. 2013; Yang et al. 2012). Por isso, o grupo montium €&
considerado um 6timo modelo para estudos de evolucao.
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Figura 4. Filogenias do grupo montium. A. Filogenia proposta por Conner et al. (2021) com base em
andlise Bayesiana e de maximo verossimilhancga. B. Filogenia proposta por Yassin et al. (2016) com
base em analise Bayesiana.
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1.5. Duplicacdes da Cenp-A e Cenp-C em espécies do género Drosophila

A homologia entre genes pode se dar por sua origem a partir de um Unico gene
ancestral pela especia¢do, os chamados genes ortélogos, ou por duplicacdo génica, 0s
chamados genes paralogos (Koonin 2005). Genes oriundos de duplicacbes podem ter quatro
destinos ao longo da evolugdo. O mais comum é a pseudogenizacdo ou eliminacdo de uma
das copias. Outra possibilidade é a neofuncionalizagdo, um processo mais raro por depender
de mutacdes adaptativas que resultardo em uma nova fung¢@o para uma das cépias. Uma
terceira possibilidade é que o relaxamento da selecdo negativa sob os paralogos pode levar
a rapida evolucao de ambos e a divisdo de diferentes funcdes do gene ancestral entre as
cOpias, processo denominado de subfuncionalizagéo (Koonin 2005; Rastogi & Liberles 2005).
E por ultimo, a retencdo de genes duplicados pode ser, as vezes, benéfica por implicar em
maiores quantidades de proteina como produto. Nesse caso, esses genes podem ser
mantidos por selecdo negativa (Zhang 2003).

Duplicacdes do gene da Cid foram identificadas em espécies do género Drosophila
(Kursel & Malik 2017). Essas duplicacbes estdo presentes em D. eugracilis do grupo
melanogaster (Cidl e Cid2) e nas espécies do grupo montium (Cidl, Cid3 e Cid4)
pertencentes ao subgénero Sophophora. Duplicacbes também foram observadas em
espécies do subgénero Drosophila (Cidl e Cid5). Nesse estudo, os paralogos Cidl, Cid3,
Cid4 e Cid5 foram expressos em cultura de tecidos e todos eles se localizaram no centrébmero,
em suas respectivas espécies. Foi demonstrado que a Cid3 e a Cid5 apresentam expressao
restrita a linhagem germinativa do macho. Por outro lado, a Cid1 e a Cid4 sdo expressas tanto
na linhagem germinativa quanto na linhagem somatica. Além disso, nas espécies do grupo
montium, a Cid3 evolui sob sele¢do positiva em dominios de possiveis contato com o DNA
centromérico. Porém, nao foram encontradas evidéncias de selecao positiva para a Cid5. Foi
levantada a hip6tese de que a Cid3 e, possivelmente, a Cid5 podem estar atuando como
supressores do impulso centromérico na linhagem germinativa do macho (Kursel & Malik
2017).

Recentemente, nosso grupo descreveu em espécies do subgénero Drosophila uma
nova duplicacdo da Cid (Cid6) e também duplicacdes da Cenp-C (Cenp-C1l e Cenp-C2)
(Teixeira et al. 2018). Em todas as espécies estudadas duas cOpias da Cid estdo presentes
(Cid1 com Cid5 ou Cid6 com Cid5). Essas duplicacdes da Cid e Cenp-C vém sendo mantidas
ha pelo menos 50 milhées de anos nas espécies do subgénero Drosophila. Nessas espécies,

as duplicacdes da Cenp-C apresentam perfis alternados de retencdo de motivos proteicos,
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possivelmente indicando subfuncionalizacdo. Porém, ambos os paralogos mantém motivos
essenciais para localizacéo e funcdo centromérica.

Teixeira et al. (2018) relataram que a Cid6, que substitui funcionalmente a Cidl em
algumas espécies, estava expressa em todas as fases do desenvolvimento (embribes, larvas,
pupas, adultos machos e adultos fémeas) analisadas. Ja a Cid5 estava expressa apenas em
machos adultos e pupas (que provavelmente dardo origem a machos). A Cidl foi analisada
guanto ao nivel de expressédo em testiculos e se mostrou praticamente silenciada, enquanto
gue a Cid5 apresentou altos niveis de expressao. Ao contrario dos paralogos de Cid, a Cenp-
C1 e Cenp-C2 mostraram expressdo em quase todas as fases do desenvolvimento, com
excec¢do de larvas. Porém, a Cenp-C1 foi mais expressa em fémeas e embrides do que Cenp-
C2, e esta ultima mais expressa em adultos machos e pupas do que Cenp-C1. Em testiculos
a expressao de Cenp-C2 também foi estatisticamente mais alta do que a de Cenp-C1. Devido
a essas observacdes, foi sugerido que Cenp-C2 interage com Cid5 e Cenp-CL1 interage com
Cid1/Cid6 para fungéo centromérica (Figura 5) (Teixeira et al. 2018).

Figura 5. Hip6tese de interacdo entre as cépias da Cid e da Cenp-C nas espécies do subgénero
Drosophila de acordo com Teixeira et al. (2018).

A hipotese da interacao entre as copias da Cid e da Cenp-C em espécies do subgénero
Drosophila levantou a questédo de quantas cépias da Cenp-C estariam interagindo com as trés
cOpias da Cid nas espécies do grupo montium (Figura 6). Nesse grupo, a Unica espécie do
grupo montium estudada, D. kikkawai, revelou possuir apenas uma unica cépia da Cenp-C
(Teixeira et al. 2018). Por isso, o presente trabalho buscou realizar um estudo mais completo
sobre a evolucdo do gene da Cenp-C nas espécies do grupo montium, beneficiado pelo
recente sequenciamento dos genomas de 23 espécies deste grupo (Bronski et al. 2020). A
andlise da Cenp-C em um numero maior de espécies podera ajudar na compreensao da
evolucgdo da proteina Cenp-C e consequentemente da evolugéo do centrébmero em Drosophila

€ em outros organismos.
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Figura 6. Esquema representando uma questéo central do presente trabalho: quantas copias da Cenp-
C interagem com as trés cépias da Cid encontradas nas espécies do grupo montium?

2. OBJETIVO

Investigar a evolucdo do gene da proteina centromérica Cenp-C em espécies de
Drosophila do grupo montium. Em especial, queremos investigar se existem duplicagfes de
Cenp-C nestas espécies que possam interagir funcionalmente com as duplicacdes de Cid ja
relatadas nestas espécies e se existem assinaturas de sele¢ao positiva atuando em Cenp-C.

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. lIdentificar o gene da proteina centromérica Cenp-C nas espécies do grupo
montium.

2.1.2. Investigar se existem duplicagfes de Cenp-C nas espécies estudadas.

2.1.3. ldentificar e caracterizar motivos proteicos conservados da proteina Cenp-C nas
espécies do grupo montium.

2.1.4. Analisar as relacdes evolutivas entre as copias de Cenp-C encontradas.

2.1.5. Identificar quais foram os mecanismos envolvidos nas duplicagbes da Cenp-C.

2.1.6. Testar se existe selecdo positiva atuando na Cenp-C.
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3. METODOLOGIA

3.1 Identificacdo das coOpias de Cenp-C no genoma das espécies de

Drosophila

Foi feita uma busca por tblastn utilizando a proteina Cenp-C de D. melanogaster para
obtencdo, no banco de dados do NCBI, de mMRNAs da Cenp-C nas espécies do género
Drosophila. As sequéncias das proteinas codificadas pelos MRNAs retornados eram utilizadas
para fazer a busca dos genes de Cenp-C no genoma da respectiva espécie. Essas sequéncias
também foram utilizadas para busca em espécies sem mRNA disponivel, de acordo com a
proximidade filogenética (Tabela 1).

Para determinar a regido codificante do gene da Cenp-C, foi utilizado o algoritmo
preditor de gene Augustus (Stanke & Morgenstern 2005). A sequéncia codificante da Cenp-
C retornada pelo Augustus era validada com mRNA ou RNA-Seq. Essa validacao so foi
possivel para trés espécies do grupo montium (D. serrata, D. kikkawai e D. triauraria) em
gque sequéncias de mRNA ou reads de RNA-Seq estavam disponiveis (Tabela 1). Por isso,
regibes com discordancia quanto a presenca de éxons, entre espécies do grupo montium,
foram eliminadas de andlises de selecao positiva e para construcdo de arvores filogenéticas
(

Figura 7). O genoma de D. melanogaster, que contém o maior niamero de genes
anotados em Drosophila, foi utilizado como referéncia para inferéncias de sintenia. Isso foi

feito através da andlise da presenga ou ndo dos genes flanqueadores da Cenp-C esperados.

Tabela 1. Numeros de acesso das sequéncias obtidas no Genbank

Gene ID do scaffold Genbank ou ID do mRNA ou
reads do genoma RNAseq do Genbank

D. pectinifera Cenp-C3 VNKC01003598.1 Indisponivel
D. triauraria Cenp-C3 JABJVT010000005.1 SRR11780982
D. auraria Cenp-C3 VNJW01009994.1 Indisponivel
D. tani Cenp-C3 VNJO01011109.1 Indisponivel
D. rufa Cenp-C3 VNKH01000388.1 Indisponivel
D. lateicornis Cenp-C3 VNKF01009708.1 Indisponivel
D. asahinai Cenp-C3 VNJZ01004887.1 Indisponivel

. VNJM01000860.1/ Indisponivel
D. kanapiae Cenp-C4 VNIMO1001987 1
D. kikkawai Cenp-C1 AFFH02006098.1 XM_017182092.1
D. leontia Cenp-C1 VNKB01009439.1 Indisponivel
D. bocki Cenp-C1 VNJY01005756.1 Indisponivel
D. serrata Cenp-C1 MTTC01001254.1 XM_020957133.1
D. bunnanda Cenp-C1 VNKE01001283.1 Indisponivel


https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?run=SRR11780982

DpecCenpC3
DtriCenpC3
DaurCenpC3
DtanCenpC3
DrufCenpC3
DlacCenpC3
DasaCenpC3
DkanCenpC4
DkikCenpC1
DleaCenpCl
DbocCenpCl
DsetCenpC1
DbunCenpC1
DtruCenpCl
DmayCenpC1
DbirCenpC1
DwatCenpC1
DpunCenpC1
DjamCenpC1
DsegCenpC1
DvulCenpC1
DvulCenpC5
DbakCenpC1
DnikCenpC1
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. truncata Cenp-C1

. mayri Cenp-C1

. birchii Cenp-C1

. watanabei Cenp-C1
punjabiensis Cenp-C1
. jambulina Cenp-C1

. seguyi Cenp-C1

. vulcana Cenp-C1

. vulcana Cenp-C5

. bakoue Cenp-C1

. hikananu Cenp-C1

. melanogaster Cenp-C1
. simulnas Cenp-C1

. secheilia Cenp-C1
yakuba Cenp-C1

. erecta Cenp-C1

. eugracilis Cenp-C1

. ananassae Cenp-C1

. persimilis Cenp-C1
pseudoobscura Cenp-C1
. willistoni Cenp-C1
mojavensis Cenp-C1
mojavensis Cenp-C2

. arizonae Cenp-C1

. arizonae Cenp-C2

. havojoa Cenp-C1

. navojoa Cenp-C2

. buzzatii Cenp-C1

. buzzatii Cenp-C2

. seriema Cenp-C1

. seriema Cenp-C2

. virilis Cenp-C1

. virilis Cenp-C2

. americana Cenp-C1
. americana Cenp-C2
. grimshawi Cenp-C1
. grimshawi Cenp-C2
. busckii Cenp-C1

. busckii Cenp-C2
hortica variegata

VNJQO01004447.1
VNJIN01008118.1
VNKA01006487.1
VNJS01015544.1
VNJR01008397.1
VNJX01008392.1
VNJU01009249.1
VNJP01006877.1
VNJP01005529.1/
VNJP01004469.1
VNJL01004438.1
VNJV01009586.1
NT_033777.3
NIFY01000004.1
NIFZ01000004.1

JAEDAC010000005.1

QMER02000001.1
AFPQ02005741.1

JACRYV010000154.1

QMET02000001.1
WVEN01000001.1
AAQB01009414.1
CH933806.1
CH933806.1
SRR2070760
SRR2070760
LSRL02000055.1
LSRL02000228.1

https://dbuz.uab.cat/blast.php

D. buzzatii Freeze 1
Scaffolds

https://dbuz.uab.cat/blast.php

D. buzzatii Freeze 1
Scaffolds
ERR1976657
ERR1976657
QMEO02000199.1
QMEO02000199.1
UEJX01001328.1
UEJX01001683.1
AAPT01020190.1
AAPT01019320.1
DULD01000002.1
DULD01000002.1
JXPM01003917.1

Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel
Indisponivel

Indisponivel
Indisponivel
NM_169228.3
XM_016174981.1
XM_032720766.1
XM_002096785.2
XM_026983729.1
SRR346729
XM_001955206.3
XM_026986294.1
XM_015182067.2
XM_023180684.1
SRR6968126
SRR6968126
SRR2509638
SRR2509638

XM_018113591.2
SRR5145562/
SRR5145563

SRR5145562/
SRR5145563

XM_002056576.3
XM_002056451.3
SRR5279019
SRR5279019
XM_001994049.2
XM_001989754.3
XM_017991761.1
XM_017992885.2
SRR1738675
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Figura 7. Representacéo dos genes das espécies do grupo montium. Linhas em preto representam os
introns. Barras coloridas representam os éxons, em que aquelas com cores iguais possuem homologia
de sequéncia. Os éxons em amarelo, rosa escuro, rosa claro e azul turquesa correspondem as
sequéncias retiradas das analises.

3.2. Arvores filogenéticas

Os cédons da Cenp-C das espécies de Drosophila foram alinhados pelo algoritmo
MUSCLE implementado no software Geneious e o alinhamento resultante foi refinado
manualmente quando necessario. As arvores filogenéticas foram construidas pelo método de
maxima verossimilhanga (MV), implementado no software MEGAX (Kumar et al. 2018). Foi
utiizado o modelo de substituicdo de nucleotideos GTR+G+l e numero de réplicas de
bootstrap de 1000.

3.3. Andlise dos motivos da proteina Cenp-C

Sete motivos na Cenp-C de D. melanogaster (Figura 8), caracterizados por Heeger et
al. (2005), foram utilizados para busca em espécies de Drosophila do grupo montium. Para
isso, as sequéncias dos aminoacidos da Cenp-C1 de D. melanogaster e de mais 9 espécies
do grupo melanogaster foram alinhadas pelo algoritmo MUSCLE implementado no software
Geneious. As regifes das sequéncias correspondentes a cada motivo de D. melanogaster no
alinhamento foram identificadas e extraidas. Para garantir que s6 motivos conservados seriam
utilizados na analise, foram considerados apenas aqueles com identidade minima de 60%,
guando comparado com 0 mesmo motivo de todas as outras espécies do grupo melanogaster.
O algoritmo gerador de motivos MEME (Bailey et al. 2015) foi utilizado para produzir uma
matriz que indica a possibilidade de cada aminoacido no motivo. As sequéncias apresentando
delecdes ou inser¢bes foram retiradas da analise, pois essas caracteristicas ndo séo
consideradas pelo MEME. A matriz de possibilidades foi necessaria para a busca dos motivos,
nas espécies do grupo montium, através do algoritmo MAST (Bailey & Gribskov 1998). S6
foram considerados os motivos que apresentassem p-value < 10®. As sequéncias retornadas

pelo MAST foram utilizadas em conjunto com as sequéncias da primeira busca para produzir
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uma matriz de possibilidades e iniciar novas buscas. Novamente, apenas sequéncias com p-

value < 10%, foram consideradas.

AT2 Cupin
I
R-rich DH A1 NLS CenH3
binding

Figura 8. Motivos funcionais da sequéncia da proteina Cenp-C em Drosophila identificados por Heeger
et al. (2005). N e C indicam a regido N-terminal e C-terminal da proteina, respectivamente.

3.4. Analises de selecdo positiva

A razdo entre substituicbes ndo-sinbnimas e substituicdes sindnimas (dN/dS) ou
omega (w) permite inferir de que maneira um gene codificador de proteina evolui. Um valor
de w maior que 1 indica que o gene evolui sob sele¢do positiva, um valor de w igual a 1 indica
que o gene evolui de maneira neutra e, por Gltimo, um valor de w menor que 1 indica que 0
gene evolui sob selecdo negativa.

Para determinar se as copias de Cenp-C evoluem sob selecao positiva, foi utilizado o
modelo NSsites implementado no programa CodeML do pacote de programas PAMLX verséo
1.3.1 (Xu & Yang, 2013). Dos modelos utilizados, em trés (Mla, M7 e M8a) a razéo entre
substituicbes ndo-sindnimas e substituicdes sinbnimas (dN/dS) ndo pode exceder 1 enquanto
que em dois (M2a e M8) dN/dS é igual ou maior que 1. A andlise de sele¢éo positiva é feita
comparando os modelos Mla e M2a, M7 e M8 e M8a e M8, sendo o primeiro par de modelos
considerado 0 mais estringente. Sitios sob selecdo positiva foram inferidos quando o teste da
raz&o de verossimilhanca era significativo e a probabilidade a posteriori BEB (Bayes Empirical
Bayes) era maior que 80%.

O programa CodeML considera gaps como um dado inexistente para os célculos
estatisticos. Por isso foi feito um alinhamento de cddons pelo algoritmo MUSCLE
implementado no software Geneious e apenas 0s sitios em que até duas sequéncias
apresentavam gaps foram mantidos. O alinhamento foi refinado manualmente e as regides
fracamente alinhadas foram deletadas. A arvore filogenética foi construida pelo método de
maxima verossimilhanca (MV), implementado no software MEGAX (Kumar et al. 2018). Foi
utilizado o modelo de substituicdo de nucleotideos HKY+G+l e ndimero de réplicas de
bootstrap de 1000. A &rvore e o alinhamento foram utilizados como input no programa

CodeML para o teste do modelo NSsites.
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Descoberta de trés novas copias do gene da Cenp-C no grupo montium

Inicialmente, o gene da Cenp-C foi estudado em espécies do subgénero Sophophora,

onde apenas uma cépia (Cenp-C1l) foi encontrada e em espécies do subgénero Drosophila,

onde duas copias (Cenp-C1 e Cenp-C2) foram encontradas (Teixeira et al. 2018). No primeiro

subgrupo, a Cenp-C1 estd sempre flanqueada pelo gene 5-HT2B, enquanto que no segundo

subgrupo, a Cenp-C1 esta flanqueada pelos genes CG1427 e 5-HT2B e a Cenp-C2 esta

flanqueada pelos genes CLS e RpL27 (Figura 9) (Teixeira et al. 2018).
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Figura 9. Filogenia das espécies de Drosophila do grupo montium (Conner et al. 2021). Para referéncia,
também foram incluidas D. melanogaster do subgénero Sophophora e D. virilis do subgénero Drosophila,
(Russo et al. 2013). As setas preenchidas e pontilhadas indicam respectivamente a presenca e auséncia
dos genes que podem estar inteiros ou fragmentados. A orientacdo das setas indica a orientacdo dos
genes. As linhas continuas indicam presenca de sequéncias intergénicas e as linhas pontilhadas indicam
presenca de outros genes ndo mostrados. As quebras das linhas indicam fragmentos ndo montados.

No presente trabalho, encontramos apenas uma copia do gene Cenp-C, Cenp-C1, nas
espécies dos subgrupos kikkawai, serrata, punjabiensis e seguyi, com excecao de D. burlai e
D. vulcana (Figura 9). Nestes subgrupos, Cenp-C1l encontra-se na maioria das vezes
flanqueado pelos genes CG1427 (como nas espécies do subgénero Drosophila) e Tim10. Mas
nas espécies do subgrupo kikkawai, a Cenp-C1 € flanqueada pelo gene OSA ao invés do
Tim10. Como esperado, por pertenceram ao subgénero Sophophora, em algumas espécies
do grupo montium o gene 5-HT2B também foi encontrado préximo ao loco da Cenp-C1.
Porém, a maioria dos contigs analisados ndo possuia tamanho suficiente para cobrir a
localizacdo de 5-HT2B (Figura 9). Supreendentemente, nas duas espécies do subgrupo
punjabiensis analisadas, a Cenp-C1 se encontra em orientacdo invertida no loco. A causa
desta inversdo ainda devera ser melhor investigada.

No subgrupo montium, encontramos uma nova cOpia da Cenp-C, exclusiva deste
subgrupo, encontrada em um loco flanqueado pelos genes CG7785 e DNAsell. Denominamos
esta copia de Cenp-C3 (Figura 9). Neste subgrupo apenas a Cenp-C3 foi encontrada.

Na Unica espécie analisada do subgrupo parvula, a D. kanapie, encontramos apenas
uma coépia de Cenp-C. Trata-se de uma segunda nova duplicagcdo da Cenp-C, que
denominamos de Cenp-C4. Essa copia se encontra dividida entre dois contigs, o contigl
(19.247 pb) e o contig2 (4.803 pb), que apresentam uma regido de sobreposicdo de 1.120 pb
e com 100% de identidade (Figura 10). Os pontos de quebra desses dois contigs
correspondem a regides de introns. Uma das extremidades de um terceiro contig, o contig3
(46.164pb), possui sobreposicdo de 91% de identidade com a porcao final do contig2 (1372
pb), onde se encontra o fim da sequéncia da Cenp-C4 (Figura 10). Como o contig3 apresenta
em sua extremidade o fragmento do gene da Cenp-C4 flanqueado pelo gene 5-HT2A na
posicao 3’ deduziu-se, com base em sintenia com outras espécies, que o gene da Cenp-C4

se encontra flanqueado pelos genes CG9775 e 5-HT2A (Figura 9).
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Figura 10. Alinhamento dos contigs 1, 2 e 3 com a sequéncia definida para o gene da Cenp-C4 em D.
kanapiae (DkanCenpC4). O alinhamento das sequéncias dos contigs mostra regides idénticas (preto),
divergentes (cinza) e de gaps (branco). As barras em cinza mostram sequéncias de introns inferidos
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pelo algoritmo Augustus e por alinhamento com os genes da Cenp-C das outras espécies do grupo
montium. A barra em azul representa a regido deletada de Cenp-C4 para analises de selegdo positiva
e construcao da arvore filogenética.

Por ultimo, além do gene da Cenp-C1, D. vulcana (subgrupo seguyi) foi a Unica espécie
do grupo montium a apresentar uma segunda copia integra no mesmo genoma. Esse parélogo
da Cenp-C1, que denominamos de Cenp-C5, se encontra em um loco flanqueado pelos genes
atms e CG14655 (Figura 9). O gene da Cenp-C5 foi encontrado dividido entre dois contigs (1
e 2) e com extremidades que ndo se sobrepde (Figura 11). No entanto, como foi observada
sintenia entre o loco dos genes atms e CG14655 nas espécies representadas na Figura 9, as
extremidades desses dois contigs foram conectadas. Essas extremidades correspondem a

uma regiao de intron (Figura 11) na sequéncia da Cenp-C1 de D. vulcana.
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Figura 11. Alinhamento dos dois fragmentos do gene da Cenp-C5 presentes em dois contigs (1 e 2) e
da sequéncia definida para o gene da Cenp-C5 em D. vulcana (DvulCenpC5). As barras em cinza
mostram sequéncias de introns inferidos pelo algoritmo Augustus e por alinhamento com os genes da
Cenp-C das outras espécies do grupo montium. A barra em azul representa a regido deletada de Cenp-
C5 para andlises de sele¢éo positiva e construgdo da arvore filogenética.

E importante ressaltar que os locos das cinco cépias da Cenp-C (Cenp-C1, Cenp-C2,
Cenp-C3, Cenp-C4 e Cenp-C5) foram investigados em todas as espécies. Isso foi feito através
do método de alinhamento gréafico Dotplot, utilizando a sequéncia de cada cépia de Cenp-C
com seus genes flanqueadores contra seus respectivos locos nas outras espécies que
supostamente ndo possuiam a copia analisada. Um exemplo dessa andlise é mostrado na
Figura 12. Nao encontramos nenhum vestigio da Cenp-C1, Cenp-C2, Cenp-C3, Cenp-C4 ou
Cenp-C5 em espécies onde estes genes nao foram encontrados. Isso indica que,
provavelmente, a Cenp-C3, Cenp-C4 e Cenp-C5 se originaram de duplicacdes independentes
de Cenp-C1.
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Figura 12. Grafico Dotplot entre Cenp-C1 de D. nikananu e seus genes flanquadores contra o loco da
Cenp-C1 de D. burlai e seus genes flanqueadores. A regido de similaridade corresponde aos genes
CG1427 e Tim10 que flanqueiam o gene da Cenp-C1 de D. nikananu. Apenas os genes CG1427 e
Timl0 estdo presentes no loco da Cenp-Cl no genoma de D. burlai

No caso especifico de D. burlai, nenhum loco contendo o gene inteiro da Cenp-C foi
identificado. Porém, foram encontrados varios contigs curtos (1.026 pb a 25.030 pb) contendo
fragmentos de Cenp-C. Quatro desses fragmentos estdo flanqueados por diferentes conjuntos
de genes, indicando localizagbes gendmicas distintas. Desses quatro fragmentos, os trés

maiores estéo representados na Figura 13.
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Figura 13. Disposicdo dos fragmentos do gene da Cenp-C de D. burlai e D. punjabiensis em relagéo
aos 5 locos das copias dos genes da Cenp-C, no cromossomo 3R de D. triauraria. As setas preenchidas
e pontilhadas indicam, respectivamente, a presenca e auséncia dos genes que podem estar inteiros ou
fragmentados. A orientagdo das setas indica a orienta¢@o dos genes no cromossomo. O tamanho das
sequéncias de DNA presente entre os locos esta representado em preto acima das linhas continuas.
As linhas pontilhadas com setas nas extremidades (azul e verde) mostram localizacdo dos locos
indicados pela seta. A distncia desses locos em relagcdo ao gene mais préximo (CG14655 ou CG1427)
esta representada ao lado de cada linha pontilhada com a mesma cor da linha. Abaixo de cada
fragmento do gene da Cenp-C é mostrado seu tamanho em pares de bases.

O mapeamento de reads de sequenciamento de D. burlai contra o gene ou a sequéncia
codificante da Cenp-C1 da espécie mais préxima (D. nikananu), também ndo possibilitou a
recuperacao da sequéncia completa do gene da Cenp-C nesta espécie. O que se observou
foi um resultado ambiguo, com diferentes reads mapeando em uma mesma posi¢do. E

provavel que nenhum gene completo da Cenp-C tenha sido montado em um Unico contig de
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D. burlai, talvez devido a presenca de sequéncias repetitivas em abundancia nas regides de
introns, o que pode ter impedido a sua montagem. Por exemplo, no caso do fragmento de
Cenp-C flanqueado pelo gene elF3fl (Figura 13), o contig € justamente interrompido onde se
iniciaria um intron na sequéncia da Cenp-C. Essa mesma explicacdo pode ser atribuida a
separacao da Cenp-C4 e Cenp-C5 em fragmentos contidos em mais de um contig.

De fato, a maioria das espécies do grupo montium teve seus genomas montados a partir
de reads curtas (100 pb) sequenciadas por lllumina HiSeq 2000 ou HiSeq 2500 Systems
(Bronski et al. 2020). Em contraste, outros sequenciamentos de trés espécies do grupo
geraram reads muito mais longas, como: 3kb e 8kb em D. kikkawai por uma combinagéo de
454 e Tecnologia llumina (Chen et al. 2014); 8.8 kb em D. serrata por PacBio (Allen et al.
2017); e 10 kb em D. triauraria por Oxford Nanopore e llumina Hiseq (Torosin et al. 2020), o
que facilitou a montagem da Cenp-C. Por exemplo, a Cenp-C1 de D. serrata se encontra
separada entre dois contigs (contigl: 31.192 pb e contig2: 13.092 pb) no genoma montado
por Bronski et al. (2020) (Figura 14). Ja no genoma montado por Allen et al. (2017), a
sequéncia se encontra em um mesmo scaffold de 5.769.022 pb. Outro fato que aponta que
0s genes da Cenp-C de D. burlai e D. kanapiae estdo fragmentados por limitacdo da
montagem dos genomas é que a Cenp-C é necessaria para manutencdo da Cid no
centrbmero (Erhardt et al. 2008; Orr & Sunkel 2011). Por isso, espera-se que cada espécie

tenha pelo menos uma cépia do gene.
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Figura 14. Alinhamento dos dois fragmentos (contigs 1 e 2) do gene da Cenp-Cl de D. serrata
montados por Bronski et al. (2020) e da sequéncia completa da Cenp-C1 presente em apenas um
contig montado por Allen et al. (2017). As barras em cinza mostram sequéncias dos introns definidos
com base em RNA-Seq. A barra em azul representa a regido deletada da Cenp-C1 para analises de
sele¢édo positiva e construcao da arvore filogenética.

Em D. kanapiae (subgrupo parvula), além do gene da Cenp-C4, também foi identificado
um fragmento do gene da Cenp-C ocupando inteiramente um contig (3.140pb), o que
impossibilita a identificagdo do seu loco.

Em D. punjabiensis (subgrupo punjabiensis), além do gene da Cenp-C1, também foram
identificados outros seis fragmentos do gene da Cenp-C. Um deles ocupa quase inteiramente
um contig (3.029 pb) e outros trés estdo presentes em contigs nos quais ndo foram
identificados outros genes, sendo, portanto, impossivel inferir os locos desses quatro
fragmentos. Um quinto fragmento é flanqueado pelo gene CG1427 que estda em um contig

diferente daquele onde esta a Cenp-Cl. Esse fragmento e o gene da Cenp-Cl estdo



39

flanqueados na posicédo 3’ por sequéncias diferentes. Isso, possivelmente, indica que houve
uma duplicacéo parcial de Cenp-C1 neste loco (Figura 9). E por altimo, o sexto fragmento foi
encontrado flanqueado pelo gene Rab-23 em uma regido diferente do genoma (Figura 13).

Em D. watanabei (subgrupo punjabiensis), além da Cenp-C1, foram identificados outros
cinco fragmentos da Cenp-C em diferentes contigs (2.692pb a 15.737 pb). No entanto,
nenhum deles contém outro gene que possibilite a identificacdo do loco.

Em D. vulcana (subgrupo seguyi), além da Cenp-C1 e da Cenp-C5, trés fragmentos da
Cenp-C foram encontrados em trés diferentes contigs. Um desses contigs possui mais trés
outros genes (Herzog, Sh3beta e Sec63) que se localizam no bragco esquerdo do cromossomo
3 (3L) de D. triauraria.

Em D. bakoue (subgrupo seguyi), além da Cenp-C1, um fragmento da Cenp-C foi
encontrado em um contig contendo o gene (canoe) que se localiza no bragco direito do
cromossomo 3 (3R) de D. triauraria.

Por dltimo, em D. nikananu (subgrupo seguyi), além da Cenp-C1, um fragmento da
Cenp-C foi encontrado. Como nenhum outro gene foi encontrado no contig contendo esse
fragmento, seu loco n&o pode ser identificado.

Os genes inteiros de Cenp-C encontrados nas espécies do grupo montium possuem
grande variagdo de tamanho (5.575 a 10.801 pb) (Tabela 2). Essa variagdo ocorre,
principalmente, devido a diferenga de tamanho dos introns, ja que a sequéncia codificadora
(CDS) varia apenas de 3.513 a 4.650 pb. Esse tamanho variavel entre os introns pode ser
explicado, em parte, pela insercdo de TEs nos introns, ja que estes elementos podem
corresponder a 26% (ou 2.819pb) (D. watanabei Cenp-C1) ou até 43,3% (ou 4.353pb) (D.
vulcana Cenp-C5) do tamanho do gene. Em contraste, Cenp-C menores possuem menor
propor¢éo de TEs, como 1,2% (ou 67 pb) em D. leontia Cenp-C1 ou 2,4% (ou 135 pb) em D.
pectinifera Cenp-C3) (Figura 15).

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos genes da Cenp-C das espécies do grupo montium

Tamanho do Tamanho da
Subgrupos Gene N. de éxons gene (pb) CDS (pb)
D. pectinifera Cenp-C3 10 5.610 4.383
D. triauraria Cenp-C3 11 5.907 4.650
D. auraria Cenp-C3 11 6.667 4.632
montium  p_tani Cenp-C3 11 8.750 4.485
D. rufa Cenp-C3 11 6.933 4.596
D. lateicornis Cenp-C3 11 7.078 4.587
D. asahinai Cenp-C3 11 7.147 4.602
parvula D. kanapiae Cenp-C4 11 8.013 4.086
kikkawai  p. kikkawai Cenp-C1 13 6.229 4.149
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D. leontia Cenp-C1 13 5.575 3.978
D. bocki Cenp-C1 11 6.310 4.122
D. serrata Cenp-C1 12 6.591 4.149
D. bunnanda Cenp-C1 12 7.322 4.245
serrata D. truncata Cenp-C1 12 8.324 4.023
D. mayri Cenp-C1 11 5.885 3.954
D. birchii Cenp-C1 12 5.861 4.101
R . D.watanabei Cenp-C1 12 10.801 4.068
punjabiensis
D. punjabiensis Cenp-C1 10 7.076 3.654
D. jambulina Cenp-C1 11 7.015 3.864
D. seguyi Cenp-C1 12 7.039 4.116
. D. vulcana Cenp-C1 7 8.552 3.513
seguyi
D. vulcana Cenp-C5 10 10.063 3.798
D. bakoue Cenp-C1 11 9.264 3.978
D. nikananu Cenp-C1 12 8.420 4.023
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Figura 15. Representacdo da sequéncia do gene da Cenp-C1 de D. watanabei, Cenp-C5 de D. vulcana,
Cenp-C3 de D. pectinifera e Cenp-C1 de D. leontia. As barras em cinza mostram sequéncias de introns
inferidos pelo algoritmo Augustus e por alinhamento com os genes da Cenp-C de outras espécies do
grupo montium. As linhas pretas representam os éxons. As barras coloridas representam sequéncias
que possuem similaridade com TEs de acordo com o banco de dados RepBase.

Os cinco locos das copias da Cenp-C descritos acima estéo presentes no cromossomo
3R de D. triauraria (Figura 13). Genes representando estes 3 locos também estéo localizados
no cromossomo 3 de D. melanogaster, espécie que se divergiu do grupo montium ha cerca
de 28 milhdes de anos (Russo et al. 2013). Portanto, € provavel que os locos onde se
encontram as coOpias Cenp-C3, Cenp-C4 ou Cenp-C5 também estejam presentes no
cromossomo 3 em todas as espécies do grupo montium.

As evidéncias obtidas no presente trabalho sugerem que todos as cdpias de Cenp-C
(Cenp-C3, Cenp-C4 e Cenp-C5) identificadas nas espécies do grupo montium séo funcionais.
A evidéncia mais robusta € a essencialidade da Cenp-C na fung&o centromérica que requer
ao menos uma copia. Outra evidéncia € que o algoritmo Augustus identificou a sequéncia
codificante esperada para cada duplicacdo de Cenp-C e auséncia de stop cédons prematuros
ao longo das sequéncias. A terceira evidéncia é a conservacdo observada entre as
sequéncias de aminoacidos das cépias da Cenp-C, o que inclui motivos proteicos importantes

para a funcéo canénica de Cenp-C (ver topico 4.2).
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Como abordado anteriormente, em espécies do subgénero Drosophila foi hipotetizado
gque cada uma das duas cépias de Cid (Cid1 ou Cid6 e Cid5) e de Cenp-C (Cenp-C1 e Cenp-
C2) poderiam estar interagindo de maneira especifica entre elas como mostrado na Figura 5.
Por isso, buscamos investigar com quantas cépias de Cenp-C as trés copias de Cid (Cidl,
Cid3 e Cid4) estariam interagindo nas espécies do grupo montium.

Apesar de termos encontrado novas cépias de Cenp-C nessas espécies, cada espécie
possui apenas uma copia funcional, que equivale a Cenp-C1, mas em diferentes locos. Desta
forma, podemos considerar Cenp-C3 e Cenp-C4 como “ortélogos funcionais” de Cenp-C1. Ja
D. vulcana é a Unica espécie do grupo montium que manteve duas copias de Cenp-C no
genoma, Cenp-C1 e Cenp-C5.

Os resultados acima indicam que, supreendentemente, apenas uma copia de Cenp-C
€ suficiente para interagir funcionalmente com as 3 copias de Cid (Cidl, Cid3 e Cid4)
presentes nas espécies do grupo montium. Este resultado contrasta com os obtidos em
espécies do subgénero Drosophila, onde paralogos divergentes de Cid e Cenp-C co-existem
nos mesmos genomas e possivelmente interagem entre si de forma especifica. J& em D.
vulcana, a presenca de duas copias Cenp-C levanta a questéo se estas duplicatas interagem

com copias diferentes de Cid.

4.2. Identificagcdo dos motivos proteicos conservados em coOpias da Cenp-C

nas espécies do grupo montium

A Cenp-C1 de D. melanogaster possui 7 motivos proteicos funcionais distribuidos ao
longo de sua sequéncia, da regido N-terminal para a C-terminal, sendo estas: R-rich (arginine-
rich), DH (Drosophilid Cenp-C Homolegues), AT hook 1 (AT1), NLS (Nuclear Localization
Signal), CenH3 binding, AT hook 2 (AT2) e Cupin (Figura 16A). Os motivos AT1 e AT2 e 0
motivo NLS apresentam similaridade com AT hook que medeia a ligacdo ao suco menor do

DNA e com o sinal de localizacdo nuclear, respectivamente (Heeger et al. 2005).
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Figura 16. Motivos funcionais da sequéncia da proteina Cenp-C em Drosophila. (A) Representagdo dos
7 motivos funcionais identificados por Heeger et al. (2005) e do provavel motivo Mis12 binding e suas
respectivas posi¢cdes na sequéncia da proteina da Cenp-C1 em D. melanogaster. O asterisco em preto
corresponde a arginina (R1101) da Cenp-C que é idéntica em todas as proteinas. N e C indicam a
regido C-terminal e N-terminal da proteina, respectivamente. (B) Representa¢gédo dos motivos presentes
na sequéncia das cdpias da Cenp-C, nas espécies do grupo montium. (C) Logo gerado pelo MEME do
provavel motivo de ligagdo do complexo Mis12 (Mis12 binding).

Todos os 7 motivos com excecdo do AT1, parecem desempenhar importantes funcdes,
ja que a Cenp-C sem tais regides foi incapaz de prevenir anormalidades fenotipicas em
embrides contendo a Cenp-C mutante. A arginina presente na posi¢do 1101 da Cenp-C1
(R1101), que corresponde a regido do motivo CenH3 binding, se mostrou importante para a
localizacdo da Cenp-C no centrémero (Heeger et al. 2005). Esse aminoacido nesta posicao
foi encontrado em Cenp-C de Drosophila, plantas, leveduras e vertebrados (Heeger et al.
2005; Talbert et al. 2004; Teixeira et al. 2018). Além disso, 0 motivo Cupin é necessario para
a formacéo de dimeros de Cenp-C. Apenas ap0s essa dimeriza¢do é possivel a interacéo da
Cenp-C com a chaperona CAL1 para a deposicdo de nucleossomos contendo a Cid na
cromatina centromérica e também para o recrutamento da propria Cenp-C para esse loco
(Roure et al. 2019). No entanto, a funcdo especifica da maioria dos motivos ainda permanece
desconhecida.

Dada a importante funcdo de pelo menos seis dos motivos da Cenp-C determinados
por Heeger et al. (2005) é esperado que 0s mesmos estejam conservados em espécies que
possuem apenas uma cépia funcional do gene. Como previsto, com excec¢ao dos motivos AT1

e AT2, todos o0s outros motivos se encontram conservados nas coOpias de Cenp-C das
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espécies do grupo montium, incluindo a arginina presente na posicdo 1101 (Figura 16B,
Figura 17 e Figura 18). A conservacdo de motivos essenciais, incluindo CenH3 binding e o
Cupin necessérios para localizacdo da Cenp-C/Cid no centrdbmero é um forte indicativo da
manutencdo da funcdo centromérica para todas as copias de Cenp-C identificadas nas
espécies do grupo montium. Embora o motivo AT1 tenha se mostrado ndo essencial para
funcdo da Cenp-C1l em D. melanogaster, 0 mesmo néo € verdadeiro para o0 motivo AT2
(Heeger et al. 2005). Desta forma, talvez este motivo ndo tenha sido detectado nas espécies
do grupo montium devido ao seu grau de divergéncia em relagdo ao de outras espécies.
Enquanto que a regido C-terminal da Cenp-C1 em D. melanogaster € suficiente para
localizagdo centromérica (Heeger et al. 2005), a regido N-terminal é necesséaria para o
recrutamento de proteinas do cinetdécoro (Pzewloka et al. 2011). Esse recrutamento ocorre
por interagdo direta entre o0 Mis12C e o fragmento N-terminal (1-105) da proteina Cenp-C1.
Foi demonstrado que dentro desse fragmento, os residuos de 9-35 possuem determinantes
essenciais nessa interacdo (Liu et al. 2016). Outro estudo mostrou que os primeiros 45
amino&cidos da Cenp-C1 de D. melanogaster estdo envolvidos na interacdo com Mis12-Nnfla
(subunidades do Mis12C) (Richter el al. 2016). Concordante com esses achados, detectamos
um motivo na posicdo N-terminal de todas as Cenp-C das espécies do grupo montium. Esse
motivo corresponde a regido 2-43 da proteina Cenp-C1 de D. melanogaster (Figura 16C,
Figura 17 e Figura 18). A ligagéo da Cenp-C ao Mis12C é necessaria para o recrutamento dos
demais componentes do cinetécoro ao centrdbmero (Liu et al. 2016; Richter et al. 2016). Por
isso, a presenca desse sexto motivo (Mis12 binding) conservado na Cenp-C das espécies do

grupo montium pode representar mais um indicio do seu papel na funcdo centromérica.
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Figura 17. Alinhamento das proteinas Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando a posi¢do
dos motivos proteicos identificados no presente trabalho. As barras em vermelho representam da
esquerda para a direita: Mis12 binding, R-rich, DH, NLS, CenH3 binding e Cupin. A barra azul-claro
representa as sequéncias removidas para a construcdo da filogenia dos genes e teste de selecéo
positiva. A pequena barra em verde-escuro abaixo do motivo CenH3 binding representa o aminoacido
R-1101, presente em todas as cOpias de Cenp-C do grupo montium.
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Figura 18. Alinhamento amplificado das proteinas Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando
a posicdo dos motivos proteicos identificados no presente trabalho. As barras em vermelho
representam nesta mesma ordem: Mis12 binding, R-rich, DH, NLS, CenH3 binding e Cupin. A barra
azul-claro representa as sequéncias removidas para a construcdo da filogenia dos genes e teste de
selecdo positiva. A pequena barra em verde-escuro abaixo do motivo CenH3 binding representa o
aminoacido R-1101 idéntico em todas as proteinas.

4.3.

As duas cépias da Cenp-C no genoma de D. vulcana

A presenca de duas copias da Cenp-C (Cenp-C1l e Cenp-C5) em D. vulcana

desempenhando a mesma fungdo permitiria teoricamente o relaxamento das pressfes

seletivas em ao menos uma delas, com subsequente pseudogenizacdo. Porém, varias

evidéncias apontam que ambas as coépias sao funcionais. De acordo com o algoritmo

Augustus, ndo ha presenca de stop codons prematuros ao longo da sequéncia de nenhum

dos dois genes. Além disso, ha uma maior identidade (81,9%) entre as proteinas codificadas

pelo gene da Cenp-C1 e Cenp-C5 quando comparadas as proteinas das outras espécies do

grupo montium (Figura 19). Essa identidade varia de 38,9% (Cenp-C3 de D.tani) a 68,3%
(Cenp-C1 de D. jambulina) de identidade em relacéo a Cenp-C1 e 43,6% (Cenp-C3 de D.tani)
a 75,0% (Cenp-C1 de D. jambulina) de identidade em relagéo a Cenp-C5. Por ultimo, seis dos

motivos essenciais a funcdo do centrébmero estdo presentes na sequéncia da proteina de

Cenp-C1 e Cenp-C5, assim como na Cenp-C das demais espécies. Em conjunto esses

achados apontam para a retencao da funcédo centromérica em ambas as copias de Cenp-C

em D. vulcana.

Identity

DvulCenpCs
DvulCenpC1

Figura 19. Alinhamento das proteinas codificadas pelo gene da Cenp-C1 e Cenp-C5 de D. vulcana. O
alinhamento das sequéncias dos contigs mostra regifes idénticas (preto), divergentes (cinza) e de gaps
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(branco). A barra em azul representa a regido deletada da Cenp-C5 para construcdo da arvore
filogenética.

O algoritmo Augustus identificou trés éxons adicionais no gene da Cenp-C5 (Figura
20). A sequéncia de amino&cidos codificada por esses éxons possui homologia com as
sequéncias de aminoacidos encontrados nos éxons de todas as outras espécies do grupo
montium. Porém, nenhum motivo proteico foi identificado nessa regido. Futuros estudos
elucidardo se a presenca ou auséncia desses éxons afetam a funcdo do gene da Cenp-C5.
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Figura 20. Alinhamento do gene da Cenp-C1 e Cenp-C5 de D. vulcana. O alinhamento das sequéncias
mostra regifes idénticas (preto), divergentes (cinza) e de gaps (branco). As barras em cinza mostram
sequéncias de introns inferidos pelo algoritmo Augustus e por alinhamento com os genes da Cenp-C
das outras espécies do grupo montium. A barra em azul representa a regido deletada da Cenp-C5 para
construgéo da arvore filogenética.

Embora varios fatores apontem para a manutencéo da funcdo centromérica da Cenp-
C1l e da Cenp-C5 em D. vulcana, serdo necessarios estudos experimentais futuros para
determinar se ambas as cépias codificam proteinas que se localizam no centrébmero. A
essencialidade de ambas as proteinas em funcdo centromérica podera ser verificada por
nocaute dos genes. Também podera ser analisado de que maneira essas proteinas interagem

com as cépias de Cid encontradas na espécie.

4.4, Relagdes evolutivas entre as copias da Cenp-C nas espécies do grupo

montium

Para entendermos as relacdes evolutivas entre as cépias de Cenp-C encontradas,
construimos uma arvore MV contendo todas as sequencias de Cenp-C inteiras obtidas no
presente trabalho (Figura 21). A topologia da arvore indica que todas as copias se agrupam
conforme os subgrupos propostos por Yassin (2018) (Figura 21). Esta topologia também esta
de acordo com a robusta filogenia do grupo montium proposta por Conner et al. (2021) (Figura
9). Portanto, esse resultado indica que, no geral, as relacées evolutivas entre as cépias dos

genes da Cenp-C (Figura 21), refletem a relagcéo evolutiva entre as espécies.
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Figura 21. Arvore de méaxima verossimilhanca mostrando as relagdes filogenéticas entre as copias do
gene da Cenp-C nas espécies do grupo montium. O nome dos subgrupos e suas respectivas espécies
sdo mostrados em cores iguais. O valor de bootstrap estd indicado em cada nd. A escala indica o
namero de substituicdes por sitio.

Nao existem duvidas de que o loco de Cenp-C1 representa a condi¢ao primitiva de
Cenp-C dentro do género Drosophila. Neste loco, o gene Cenp-C1 é flanqueado pelos genes
CG1427 e Tim10. Nas espécies do subgrupo montium, as sequéncias flanqueadas pelos
genes CG1427 e Tim1l0 ndo possuem homologia com Cenp-Cl e possuem tamanhos
variando de 978 pb (D. pectinifera) a 3.051pb (D. asahinai). No entanto, o tamanho da Cenp-
C3 varia de 5.610pb (D. pectinifera) a 8.750pb (D. tani). Esses dados mostram uma possivel
delecéo de Cenp-C1 das espécies do subgrupo montium. Em resumo, a origem da Cenp-C3
ocorreu depois da separagdo do subgrupo montium dos demais subgrupos, com posterior
delecéo da Cenp-C1.

De todas as espécies analisadas, apenas D. kanapiae possui a Cenp-C4. Com base
nesse dado, provavelmente, essa copia se originou pelo menos depois da separacdo do
subgrupo parvula dos demais subgrupos. Assim como no caso do gene Cenp-C3, o gene
Cenp-C4 pode ter se originado a partir de uma duplicacdo da Cenp-C1, seguida de posterior
delecdo de Cenp-CL1. Isso porque a sequéncia contida entre os genes CG1427 e Tim10 do
loco de Cenp-C1l em D. kanapiae contém apenas 585 pb, enquanto que a Cenp-C4 possui

8.013 pb. Nesse caso, um indicio de duplicacdo seguido de delecdo esta mais evidente,
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devido a presenca de um fragmento do gene CG1427 no loco onde se encontra a Cenp-C4
(Figura 9). Esse fragmento estd flanqueando a posicdo 5 da Cenp-C4 e na orientacdo
esperada, caso tenha se derivado da duplicacdo do CG1427 do loco original.

O agrupamento dos genes da Cenp-C1 e Cenp-C5 de D. vulcana, com alto valor de
bootstrap, indica que Cenp-C5 pode ter resultado da duplicacdo do gene da Cenp-C1 dentro
da linhagem que deu origem a essa espécie (Figura 21). Tendo como base o tempo de
divergéncia estimado por Yassin et al. (2016), essa duplicacdo ocorreu em um passado
relativamente recente, ha menos de 5 milhdes de anos.

Além das trés novas copias inteiras da Cenp-C identificadas, duplicacdes de Vvarios
fragmentos do gene também foram observados em sete espécies do grupo montium. Em D.
burlai, pelo menos quatro fragmentos do gene da Cenp-C duplicados estdo presentes em
diferentes localizagbes gendmicas (Figura 13). Porém, como explicado anteriormente, &
possivel que um deles represente uma cépia inteira do gene da Cenp-C que ndo pdde ser
montada, devido as limitacdes do sequenciamento. Em D. punjabiensis, foram encontrados
pelo menos dois fragmentos em diferentes localizagbes gendmicas (Figura 9 e Figura 13). Em
D. vulcana e em D. bakoue o fragmento encontrado também ocupa uma localizagéo genémica
distinta. E por ultimo, em D. kanapiae, D. watanabei e D. nikananu embora nenhum fragmento
esteja flanqueado por genes que indiqguem seus locos, outros fragmentos duplicados foram
encontrados.

Como mencionado anteriormente, a Cenp-C3 e a Cenp-C4 substituem funcionalmente
a Cenp-C1 em algumas espécies do grupo montium. Por isso, é esperado que em uma
filogenia a Cenp-C1, Cenp-C3 e Cenp-C4 dessas espécies formem um grupo monofilético
dentro do subgénero Sophophora. Para confirmar essa hip6tese foi construida uma arvore
ML, contendo a Cenp-C das espécies do grupo montium, a Cenp-C1 de outras espécies do
subgénero Sophophora e a Cenp-C1 e Cenp-C2 de espécies do subgénero Drosophila (Figura
22). Todos os genes de Cenp-C das novas espécies incluidas para construgdo da arvore,
foram anteriormente estudas por nosso grupo (Teixeira et al. 2018). Como esperado,
conforme a filogenia das espécies do género Drosophila, a Cenp-C das espécies do grupo
montium formam um grupo monofilético que agrupa com a Cenp-C1 das demais espécies do

subgénero Sophophora.
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Figura 22. Arvore de maxima verossimilhanca mostrando as relacgées filogenéticas entre as copias do
gene da Cenp-C nas espécies dos subgéneros Sophophora e Drosophila. O valor de bootstrap esta
indicado em cada né. A escala indica o nimero de substituices por sitio.
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Em resumo, todas as trés novas copias (Cenp-3, Cenp-C4 e Cenp-C5) derivam de
duplicacdes da Cenp-Cl1 que € o gene ancestral da Cenp-C nas espécies do género
Drosophila (Figura 23). A topologia da arvore em acordo com a filogenia das espécies € o
resultado esperado para genes duplicados, que agora assumem o papel funcional dos seus
respectivos paralogos (Cenp-C1l) perdidos independentemente em cada subgrupo. Nao sé
duplicacdes completas, mas também parciais da Cenp-C, ocorreram de maneira recorrente
nas espécies do grupo montium. E por ultimo, a filogenia do gene da Cenp-C das espécies do
subgénero Sophophora e do subgénero Drosophila corroboram com a afirmac¢édo de que a

Cenp-C3 e Cenp-C4 sejam ortblogos funcionais da Cenp-C1 nas espécies do grupo montium.
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Figura 23. Hip6tese de origem e perda dos genes da Cenp-C nas espécies do grupo montium. Na
espécie ancestral que deu origem as espécies do grupo montium, a Cenp-C1 foi duplicada e inserida
em um novo loco dando origem a Cenp-C3. Em seguida, a Cenp-C1 foi deletada do loco ancestral. Na
espécie ancestral que deu origem as espécies do subgrupo parvula ou dentro do subgrupo, a Cenp-C1
e 0 gene CG1427 foram duplicados e inseridos em um novo loco. Em seguida, houve a delecdo da
Cenp-C1 no loco ancestral e degeneragéo do gene CG1427 no novo loco. E por dltimo em D. vulcana
houve a duplicacdo da Cenp-C1 que foi inserida em um segundo loco dando origem a Cenp-C5, ambas
as copias foram mantidas.

4.5. Origem das duplicacdes do gene da Cenp-C nas espécies do grupo

montium

Duplicacdes génicas podem resultar de diferentes mecanismos, como: crossing-over

desigual, retrotransposigéo, duplicacdo cromossdémica/genémica que sdo raras em animais



54

(Zhang 2003) ou por transposicao por intermédio de transposons de DNA (Cerbin & Jiang
2018).

O crossing-over desigual geralmente produz copias em tandem (Zhang 2003). Por
isso, se esperaria que um gene duplicado como consequéncia desse processo estivesse
flanqueado pelas mesmas sequéncias que a coépia que lhe deu origem. Porém, como
mostrado anteriormente, cada uma das cépias da Cenp-C se encontra flanqueada por genes
diferentes (Figura 9), e a Figura 13 mostra que estas copias se localizam em diferentes locos
do cromossomo 3.

A duplicacao por retrotransposicao pode ocorrer quando um mRNA proveniente de um
gene é retrotranscrito em DNA complementar (cDNA) e em seguida inserido no genoma,
gerando uma retrocopia do gene que, ainda que raramente, pode ser funcional (Zhang 2003).
Algumas assinaturas moleculares séo esperadas para o gene duplicado pelos mecanismos
citados acima, como: perda de introns e sequéncias regulatorias, presenca de cauda poli-A e
presenca de repeticdes curtas e diretas flanqueadoras. Nesse caso, esses mecanismos nao
podem explicar as duplicacbes do gene da Cenp-C1, pois todas as cOpias analisadas
mantiveram os introns em suas sequéncias.

Retroelementos podem também estar associados a duplicagdes génicas por meio do
processo de transdugéo. Esse processo é caracterizado pela captura de um gene hospedeiro
como parte do elemento de transposicdo (Feschotte & Pritham 2007). A transdugéo,
geralmente, ocorre quando o sinal fraco de poliadenilagdo de um retroelemento, inserido a
montante de um gene, é pulado pela maquinaria de transcricdo de RNA que, em seguida,
reconhece o sinal de poliadenilagdo no final do gene. O transcrito gerado contendo a
sequéncia do retroelemento e do gene é depois integrado ao genoma. Como esse processo
foi responsavel por duplicar um gene inteiro trés vezes em humanos ( Xing et al. 2006), seria
possivel que o mesmo pudesse ser responsavel pela duplicagdo do gene da Cenp-C1l. No
entanto, nesse caso, todas as trés duplicacdes do gene possuiam como caracteristica a perda
de introns. Outras caracteristicas observadas nesses casos é a presenca de sequéncias
flanqueadoras pertencentes ao loco de origem, presenca de cauda poli-A e de repeti¢cdes
curtas e diretas flanqueadoras.

Um segundo processo de transducado gerou uma duplicacao atipica de uma sequéncia
de 24.7kb envolvendo um retrotransposons do tipo LTR (Repeticdo longa terminal) em
tomates (Xiao et al. 2008). As duas LTRs localizadas nas extremidades de um retrotransposon
do tipo LTR sdo necessarias para o0 processo de transposicao. Foi proposto que o transcrito
do retrotransposon se iniciou em sua 5° LTR, mas ao invés de parar na 3'LTR, foi finalizado
em uma terceira LTR que flanqueava a regido de 24.7kb duplicada. Quatro genes foram
duplicados durante o processo, dois deles estavam em orientagdo antisenso em relacdo ao

retrotransposon e por isso tiveram as sequéncias de intron conservadas. No loco duplicado
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foram observadas sequéncias de LTRs flanqueando a sequéncia duplicada na regido 5’ e 3’
e também repeticbes curtas e diretas flanqueadoras. Como ocorrido nesse caso, nao
podemos descartar a possibilidade de que os introns das duplicacbes da Cenp-C1 tenham
sido mantidos em processos de transducdo, devido & orientacdo antisenso do gene em
relacdo ao elemento. Considerando que o retrotransposon e as copias dos genes duplicados
foram mantidos também no loco de origem, € provavel que se trate de um evento recente. Por
isso, como explicado mais a frente, D. vulcana foi a melhor opgéo para investigar uma possivel
duplicagcéo envolvendo retrotransposons.

Embora os mecanismos de duplicacédo via transposons de DNA ainda ndo sejam
claros, evidéncias sugerem que esses elementos carreguem mais frequentemente genes ou
fragmentos de genes do que os retrotransposons (Cerbin & Jiang, 2018). Isso poderia
explicar, por exemplo, os diversos fragmentos da Cenp-C observados nas espécies D. burlai,
D. watanabei e D. punjabiensis. Porém, diferente dos retrotransposons, a identificagdo da
duplicacéo por elementos de DNA é mais dificil, pois exige o reconhecimento de estruturas
intactas (como suas repeti¢cdes invertidas terminais e as duplicacbes geradas no sitio alvo)
associadas a eles (Cerbin & Jiang, 2018). Além disso, a falta de pressao evolutiva sob as
sequéncias dos transposons causa divergéncia que pode dificultar sua detecgdo. Por
exemplo, a maioria dos Pack-MULEs (transposons de DNA n&o-autbnomos) ficam
irreconheciveis dentro de 6 milhdes de anos (Zhao et al. 2018).

Dada a dificuldade de se avaliar eventos antigos de duplicagdo por intermédio de
transposons, procurou-se por evidéncias de transposons associados a origem de Cenp-C5
que, entre as copias encontradas, é a de origem mais recente (~5 milhdes de anos). Assim,
através da base de dados de elementos repetitivos Repbase, foi feita uma busca por
transposons flagueando as cépias dos genes da Cenp-Cl e Cenp-C5 de D. vulcana.
Detectou-se cépias de um elemento de transposi¢cdo (TE), similar ao Harbinger-2_DRh,
flanqueando os dois paralogos (Figura 24A e C). Duas dessas cOpias flanqueiam Cenp-C1,
uma na posi¢ao 5’ e outra na posi¢do 3’, e uma terceira copia flanqueia Cenp-C5 na posicao
3’ (Figura 24C). As trés copias deste elemento Harbinger-2_DRh-like conservam a repeticéo
terminal invertida (TIR) de 20 pb em apenas um dos lados da sequéncia do TE e com
identidade de 75% com a TIR (20 pb) do Harbinger-2_DRh.



56

A
Harbinger-2_DRh
5TIR 3'TIR
B
1 2
X X P N
Gmi e Gewd  Goed TN Gow Wi Gowd ST cew (BN
C
CG1427 Cenp-C1 Tim10
41— — —
[ 4 L s
atms Cenp-C5 CG14655
D
CG1427 Cenp-C1 Tim10
L. =k I
[ - . Bl —<aaas
atms Cenp-C5 CG14655

Figura 24. (A) Representacdo do elemento TE Harbinger-2_DRh. Setas em preto indicam TIRs e
retdngulo em cinza indica a sequéncia interna as TIRs. (B) Evento de transposi¢éo por mecanismo cut
and paste esperado para duplicacdo génica. 1. Duas cOpias do TE se insere em ambos os lados da
Cenp-C1.2. Uma das TIRs de cada TE sofre mutacdes impedindo a ligagdo da transposase. Os
elementos sdo reconhecidos pela mesma transposase e sdo transpostos para um segundo loco
levando a sequéncia interna a eles. (C) Representacgéo dos locos da Cenp-C1 e da Cenp-C5 com suas
sequéncias flanqueadoras, observados no genoma de D. vulcana. Pontas de seta indicam a posi¢ao 3’
dos genes. Fragmentos homoélogos (65 a 74% de identidade e 54 a 152pb) ao Harbinger-2_DRh
indicados pelo Repbase estdo em cinza e preto. Os pontilhados delimitam a regido de homologia (85 a
95% de identidade e 189 a 190pb) entre as trés copias do elemento Harbinger-2_DRh-like. Linhas
pretas e barras em bege indicam, respectivamente, sequéncias intergénicas e sequéncias com
homologia (211pb e 206pb) entre os dois locos. (D) Representacdo do que seria esperado para os
locos da Cenp-C de D. vulcana, se um elemento Harbinger-2_DRh-like estivesse envolvido no processo
de duplicagéo.

Os Harbingers compreendem uma superfamilia de transposons de DNA que se
transpdem pelo mecanismo “cut and paste” (Feschotte & Pritham, 2007). Esta transposi¢ao
se inicia pela associagdo da transposase com as repeticdes terminais invertidas (TIR) do
elemento (Figura 24A) (Skipper et al. 2013). Sendo assim, uma hipétese que explicaria a
duplicacdo da Cenp-C em D. vulcana seria a de que duas copias de um elemento do tipo
Harbinger teriam se inserido em ambas extremidades 5’ e 3’ do gene da Cenp-C1 (Figura
24B.1). Em seguida uma das TIRs de cada uma dessas cépias teria sofrido mutagbes que
impediram a ligacdo da proteina transposase a essas sequéncias (Figura 24B.2). Desse
modo, os dois elementos Harbinger poderiam ter sido reconhecidos pela mesma transposase.
A consequéncia disso é que a sequéncia interna a essas duas cépias de TEs, no caso o gene
Cenp-C1, seria transposto para um segundo loco. Neste caso, seria esperado encontrar duas
copias do Harbinger, uma em cada extremidade da Cenp-C5 (Figura 24D), mas apenas uma

foi encontrada. Em segundo lugar, a sequéncia entre Cenp-C1 na posi¢do 3’ e a copia do
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Harbinger, e a sequéncia entre a Cenp-C5 na posi¢cao 3’ e a copia do Harbinger, deveriam ser
homologas, o que nao foi observado. Por isso, os dados levantados até o momento nao
permitem associar o Harbinger-2_DRh-like com a origem de Cenp-C5.

Em resumo, embora nossas analises conseguiram descartar alguns mecanismos
responsaveis pela origem das duplicacdes de Cenp-C no grupo montium, ndo conseguimos

determinar precisamente qual ou quais foram os mecanismos envolvidos.

4.6. Teste de selecdo positiva nas copias de Cenp-C

Para determinar se a Cenp-C evolui sob selecao positiva foram utilizados os modelos
de sitios-aleat6rios (Mla vs M2a, M7 vs M8 e M8a vs M8) que partem do principio de que a
priori ndo sabemos quais sitios da proteina estdo conservados ou sob selecao positiva. Como
a maioria das espécies possui apenas uma copia da Cenp-C, € esperado que nessas espécies
a Cenp-C exerca uma mesma funcéo e, portanto, esteja sob efeito das mesmas pressbes
seletivas.

Em D. vulcana dois genes aparentemente funcionais foram encontrados, ndo sendo
possivel determinar se algum deles evolui sob 0 mesmo padrdao dos genes das demais
espécies. Por esse motivo, a Cenp-C1 e Cenp-C5 de D. vulcana foram excluidas das analises.

A analise de selecdo nos 22 genes da Cenp-C de espécies do grupo montium revelou
quatro aminoacidos, localizados entre motivos proteicos, evoluindo sob selecdo positiva
(Figura 25 e Figura 26). Esse resultado foi considerado significativo para os modelos M7 vs
M8 e M8a vs M8 (Tabela 3). O primeiro amino&cido se encontra na posi¢do 354 entre os
motivos R-rich e DH, o segundo e o terceiro se encontram nas posicdes 624 e 639,
respectivamente, entre o motivo DH e NLS e o quarto se encontra na posicdo 720 entre os
motivos NLS e CenH3 binding.

Conforme a hipo6tese do impulso centromérico € esperado que os residuos da Cenp-C
que fazem contato com o cenDNA evoluam sob selecao positiva mitigando possiveis efeitos
deletérios associados a expansao desse cenDNA. Nenhum estudo até o momento identificou
quais aminoacidos da Cenp-C estao diretamente em contato com o DNA centromérico em
Drosophila. No entanto, é possivel que esses quatro aminoacidos estejam evoluindo sob
selecdo positiva e suprimindo o impulso centromérico, como observado por Talbert (2004)
para a Cenp-C de gramineas e mamiferos. Como em nossas analises, regides da Cenp-C
fracamente alinhadas foram deletadas, é possivel que esses quatro aminoacidos ndo sejam

0s Unicos evoluindo sob seleg&o positiva nas espécies do grupo montium.
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Figura 25. Alinhamento das proteinas Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando os sitios da
proteina que apresentaram assinatura de sele¢éo positiva. As barras em vermelho representam da
esquerda para a direita os motivos: Mis12 binding, R-rich, DH, NLS, CenH3 binding e Cupin. A barra
azul-claro representa as sequéncias removidas para a construcdo da filogenia dos genes e teste de
selecao positiva. As pequenas barras em azul-escuro representam os sitios sob selecao positiva.
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Figura 26. Alinhamento de cédons da Cenp-C das espécies do grupo montium mostrando os sitios que
apresentaram assinatura de selecao positiva. Cada sitio (barras em azul-escuro) é mostrado nas
imagens. (1.A) Localizacdo do primeiro sitio antes do refinamento manual do alinhamento. (1.B)
Localizacao do primeiro sitio apos refinamento manual do alinhamento. (2.A) Localiza¢do do segundo
e terceiro sitios antes do refinamento manual do alinhamento. (2.B) Localizagdo do segundo e terceiro
sitios apds refinamento manual do alinhamento. (3.A) Localiza¢do do quarto sitio antes do refinamento
manual do alinhamento. (3.B) Localizacdo do quarto sitio apds refinamento manual do alinhamento. O
refinamento manual do alinhamento foi feito conforme especificado na metodologia.
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Tabela 3. Sitios sob selecao positiva de acordo com o0 modelo de sitios-aleatérios (CodeML)

Mlavs M2a M2 % sites M7 vs M8 % M8a vs M8 BEB
Genes p-value with M8 sites with M8 (PP%)
w>1(Avg p-value w>1 p-value
w) (Avg w)

354 L (87.4)

Cenp-C1/Cenp- 1 0.63(0.14) 0.005 0.02 (1.91) 0.016 624 L (80.5)
C3/Cenp-C4 639 A (93.0)
720 F (89.8)

Modelo de frequéncia de cédons F3X4. Os valores de P < 0.05 estdo indicados em negrito.

5. CONCLUSOES

Em relac&o aos nossos objetivos, as principais conclusdes do presente trabalho foram:

Identificar o gene da proteina centromérica Cenp-C nas espécies do grupo montium e
investigar se existem duplicagdes de Cenp-C nas espécies estudadas.

Foi identificado o gene da Cenp-C1 e mais trés novas cépias (Cenp-C3, Cenp-C4 e
Cenp-C5) nas espécies do grupo montium. Porém D. vulcana é a Unica espécie que possui
duas cépias (Cenp-C1 e Cenp-C5) em seu genoma. Varias evidéncias indicam que todas
essas copias sao funcionais. Como em um trabalho anterior foram identificadas trés copias
da Cid nessas mesmas espécies, nossos resultados mostram que apenas uma coépia da

proteina Cenp-C interage com as trés copias da Cid para funcdo centromérica.

Identificar e caracterizar motivos conservados da proteina Cenp-C nas espécies do

grupo montium.

Dos oito motivos proteicos caracterizados para Cenp-C em Drosophila, seis se
encontram conservados em todas as copias de Cenp-C do grupo montium. Entre esses seis
motivos estdo o CenH3 binding, Cupin e Mis12 binding que apresentam funcdes essenciais
para a funcdo do centrbmero. Esse resultado sugere que todas as copias de Cenp-C

encontradas no presente trabalho séo funcionais e desempenham funcéo centromérica.

Analisar arelacdo evolutiva entre as cOpias de Cenp-C encontradas.
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Todas as trés cépias da Cenp-C encontradas nas espécies do grupo montium (Cenp-
C3, Cenp-C4, Cenp-C5) derivam de duplicacbes independentes de Cenp-C1, seguida de
perda Cenp-C1 na maioria das linhagens. A arvore filogenética das sequencias de Cenp-C de
cada subgrupo apresenta topologia que esta de acordo com a arvore das espécies. Eventos
de duplicacdes completas ou parciais da Cenp-C nas espécies do grupo montium ocorreram
varias vezes e de maneira independente. E por ultimo, a arvore das espécies do género
Drosophila confirma que a Cenp-C3 e a Cenp-C4 sédo ortologos funcionais da Cenp-C1 nas

espécies do grupo montium.

Identificar quais os mecanismos envolvidos nas duplicacdes da Cenp-C.

Nao foi possivel determinar o processo envolvido na duplicacdo do gene da Cenp-C.
No entanto, ndo encontramos evidéncias de duplicacdo via crossing-over desigual ou por
intermédio de TEs.

Testar se existe sele¢do positiva atuando na Cenp-C.

Encontramos assinaturas de selecdo positiva em quatro aminoacidos da Cenp-C das
espécies do grupo montium. Apesar de ndo termos nenhuma evidéncia experimental que
determine os sitios em contato com o DNA centromérico em Drosophila, ndo descartamos a
possibilidade de que nas espécies do grupo montium, a evolugéo de Cenp-C sofra influéncia

do impulso centromérico.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLEN, S. L. et al. Single-molecule sequencing of the Drosophila serrata genome. G3:
Genes, Genomes, Genetics, v. 7, n. 3, p. 781-788, 2017.

ASHBURNER, M.; BERGMAN, C. M. Drosophila melanogaster: A case study of a model
genomic sequence and its consequences. Genome Research, v. 15, n. 12, p. 1661-1667,
2005.

BAILEY, T. L. et al. The MEME Suite. Nucleic Acids Research, v. 43, n. W1, p. W39-W49,
2015.

BAILEY, T. L.; GRIBSKOV, M. Combining evidence using p-values: Application to sequence
homology searches. Bioinformatics, v. 14, n. 1, p. 48-54, 1998.



64

BARRA, V.; FACHINETTI, D. The dark side of centromeres: types, causes and
consequences of structural abnormalities implicating centromeric DNA. Nature
Communications, v. 9, n. 1, p. 4340, 18 dez. 2018.

BRONSKI, M. J. et al. Whole genome sequences of 23 species from the drosophila montium
species group (Diptera: Drosophilidae): A resource for testing evolutionary hypotheses. G3:
Genes, Genomes, Genetics, v. 10, n. 5, p. 1443-1455, 2020.

BROWN, J. D.; O’'NEILL, R. J. The Evolution of Centromeric DNA Sequences. eLS, p. 1-11,
2014.

CARROLL, C. W.; MILKS, K. J.; STRAIGHT, A. F. Dual recognition of CENP-A nucleosomes
is required for centromere assembly. Journal of Cell Biology, v. 189, n. 7, p. 1143-1155,
2010.

CERBIN, S.; JIANG, N. Duplication of host genes by transposable elements. Current
Opinion in Genetics and Development, v. 49, n. Figure 1, p. 63-69, 2018.

CHEN, Z. X. et al. Comparative validation of the D. melanogaster modENCODE
transcriptome annotation. Genome Research, v. 24, n. 7, p. 1209-1223, 2014.

COHEN, R. L. et al. Structural and Functional Dissection of Mif2p, a Conserved DNA-binding
Kinetochore Protein. Molecular Biology of the Cell, v. 19, n. 10, p. 4480-4491, out. 2008.
CONNER, W. R. et al. A phylogeny for the Drosophila montium species group: A model
clade for comparative analyses. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 158, n. April
2020, p. 107061, 2021.

COOPER, J. L.; HENIKOFF, S. Adaptive evolution of the histone fold domain in centromeric
histones. Molecular Biology and Evolution, v. 21, n. 9, p. 1712-1718, 2004.

CORDAUX, R.; BATZER, M. A. The impact of retrotransposons on human genome
evolution. Nature Reviews Genetics, v. 10, n. 10, p. 691-703, 2009.

DA LAGE, J. L. et al. A phylogeny of Drosophilidae using the Amyrel gene: Questioning the
Drosophila melanogaster species group boundaries. Journal of Zoological Systematics
and Evolutionary Research, v. 45, n. 1, p. 47-63, 2007.

DALAL, Y. et al. Structure, dynamics, and evolution of centromeric nucleosomes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.
104, n. 41, p. 15974-15981, 2007.

DAWE, R. K.; HENIKOFF, S. Centromeres put epigenetics in the driver’s seat. Trends in
Biochemical Sciences, v. 31, n. 12, p. 662-669, 2006.

ERHARDT, S. et al. Genome-wide analysis reveals a cell cycle-dependent mechanism
controlling centromere propagation. Journal of Cell Biology, v. 183, n. 5, p. 805-818, 2008.
FALK, S. J. et al. CENP-C reshapes and stabilizes CENP-A nucleosomes at the centromere.
Science, v. 348, n. 6235, p. 699-703, 8 maio 2015.

FESCHOTTE, C.; PRITHAM, E. J. DNA transposons and the evolution of eukaryotic



65

genomes. Annual Review of Genetics, v. 41, p. 331-368, 2007.

FINET, C. et al. DrosoPhyla: Resources for Drosophilid Phylogeny and Systematics.
Genome Biology and Evolution, v. 13, n. 8, p. 1-13, 2021.

HALES, K. G. et al. Genetics on the fly: A primer on the drosophila model system. Genetics,
v. 201, n. 3, p. 815-842, 2015.

HARTLEY, G.; O'NEILL, R. J. Centromere repeats: Hidden gems of the genome. Genes, v.
10, n. 3, 2019.

HEEGER, S. et al. Genetic interactions of separase regulatory subunits reveal the diverged
Drosophila Cenp-C homolog. Genes and Development, v. 19, n. 17, p. 2041-2053, 2005.
HENIKOFF, S. et al. The Centromere Paradox: Stable Inheritance with Rapidly Evolving.
Science, v. 293, n. 5532, p. 1098-1102, 2001.

HOOFF, J. J. et al. Evolutionary dynamics of the kinetochore network in eukaryotes as
revealed by comparative genomics. EMBO reports, v. 18, n. 9, p. 1559-1571, 2017.
KATO, H. et al. Reports 11. Science, v. 340, n. 6136, p. 1110-1113, 2013.

KOONIN, E. V. Orthologs, paralogs, and evolutionary genomics. Annual Review of
Genetics, v. 39, p. 309-338, 2005.

KUMAR, S. et al. MEGA X: Molecular evolutionary genetics analysis across computing
platforms. Molecular Biology and Evolution, v. 35, n. 6, p. 1547-1549, 2018.

KURSEL, L. E.; MALIK, H. S. Recurrent gene duplication leads to diverse repertoires of
centromeric histones in Drosophila species. Molecular Biology and Evolution, v. 34, n. 6,
p. 1445-1462, 2017.

LIU, Y. et al. Insights from the reconstitution of the divergent outer kinetochore of Drosophila
melanogaster. Open Biology, v. 6, n. 2, 2016.

MALIK, H. S.; BAYES, J. J. Genetic conflicts during meiosis and the evolutionary origins of
centromere complexity. Biochemical Society Transactions, v. 34, n. 4, p. 569-573, 2006.
MALIK, H. S.; HENIKOFF, S. Adaptive evolution of Cid, a centromere-specific histone in
Drosophila. Genetics, v. 157, n. 3, p. 1293-1298, 2001.

MALIK, H. S.; HENIKOFF, S. Conflict begets complexity : the evolution of centromeres.
Current Opinion in Genetics & Development, v. 12, n. 6, p. 711-718, 2002.

MALIK, H. S.; VERMAAK, D.; HENIKOFF, S. Recurrent evolution of DNA-binding motifs in
the Drosophila centromeric histone. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 99, n. 3, p. 1449-1454, 2002.

MARESCA, T. J. Chromosome segregation: A kinetochore missing link is found. Current
Biology, v. 21, n. 7, p. R261-R263, 2011.

MARKOW, T. A.; O'GRADY, P. Summary for Policymakers. In: INTERGOVERNMENTAL
PANEL ON CLIMATE CHANGE (Ed.). . Climate Change 2013 - The Physical Science
Basis. Cambridge: Cambridge University Press, 2006. p. 1-30.



66

MCKINLEY, K. L.; CHEESEMAN, I. M. The molecular basis for centromere identity and
function. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 17, n. 1, p. 16-29, 2016.

MELTERS, D. P. et al. Comparative analysis of tandem repeats from hundreds of species
reveals unique insights into centromere evolution. Genome Biology, v. 14, n. 1, p. 1-20,
2013.

MOREE, B. et al. CENP-C recruits M18BP1 to centromeres to promote CENP-A chromatin
assembly. Journal of Cell Biology, v. 194, n. 6, p. 855-871, 2011.

MUSACCHIO, A.; DESAI, A. A molecular view of kinetochore assembly and function.
Biology, v. 6, n. 1, 2017.

O'GRADY, P. M.; DESALLE, R. Phylogeny of the genus Drosophila. Genetics, v. 209, n. 1,
p. 1-25, 2018.

ORR, B.; SUNKEL, C. E. Drosophila CENP-C is essential for centromere identity.
Chromosoma, v. 120, n. 1, p. 83-96, 2011.

PLOHL, M. et al. Satellite DNAs between selfishness and functionality: Structure, genomics
and evolution of tandem repeats in centromeric (hetero)chromatin. Gene, v. 409, n. 1-2, p.
72-82, 2008.

PLOHL, M.; MESTROVIC, N.; MRAVINAC, B. Centromere identity from the DNA point of
view. Chromosoma, v. 123, n. 4, p. 313-325, 2014.

POLITI, V. et al. CENP-C binds the alpha-satellite DNA in vivo at specific centromere
domains. Journal of Cell Science, v. 115, n. 11, p. 2317-2327, 2002.

PRZEWLOKA, M. R. et al. Molecular analysis of core kinetochore composition and assembly
in Drosophila melanogaster. PLoS ONE, v. 2, n. 5, 2007.

PRZEWLOKA, M. R. et al. CENP-C is a structural platform for kinetochore assembly.
Current Biology, v. 21, n. 5, p. 399-405, 2011.

PRZEWLOKA, M. R.; GLOVER, D. M. The kinetochore and the centromere: A working long
distance relationship. Annual Review of Genetics, v. 43, p. 439-465, 2009.

RASTOGI, S.; LIBERLES, D. A. Subfunctionalization of duplicated genes as a transition
state to neofunctionalization. BMC Evolutionary Biology, v. 5, p. 1-7, 2005.

RICHTER, M. M. et al. Network of protein interactions within the Drosophila inner
kinetochore. Open Biology, v. 6, n. 2, 2016.

ROSIN, L. F.; MELLONE, B. G. Centromeres Drive a Hard Bargain. Trends in Genetics, V.
33,n.2,p. 101-117, 2017.

ROURE, V. et al. Reconstituting Drosophila Centromere Identity in Human Cells. Cell
Reports, v. 29, n. 2, p. 464- 479.e5, 2019.

RUSSO, C. A. M. et al. Phylogenetic analysis and a time tree for a large drosophilid data set
(Diptera: Drosophilidae). Zoological Journal of the Linnean Society, v. 169, n. 4, p. 765—
775, 2013.



67

RUSSO, C. A. M.; TAKEZAKI, N.; NEI, M. Molecular phylogeny and divergence times of
drosophilid species. Molecular Biology and Evolution, v. 12, n. 3, p. 391-404, 1995.
SKIPPER, K. A. et al. DNA transposon-based gene vehicles - Scenes from an evolutionary
drive. Journal of Biomedical Science, v. 20, n. 1, p. 1-23, 2013.

STANKE, M.; MORGENSTERN, B. AUGUSTUS: A web server for gene prediction in
eukaryotes that allows user-defined constraints. Nucleic Acids Research, v. 33, n. SUPPL.
2, p. 465-467, 2005.

TALBERT, P. B.; BRYSON, T. D.; HENIKOFF, S. Adaptive evolution of centromere proteins
in plants and animals. Journal of Biology, v. 3, n. 4, 2004.

TALBERT, P. B.; HENIKOFF, S. What makes a centromere ? Experimental Cell Research,
v. 389, n. 2, p. 111895, 2020.

TAMURA, K.; SUBRAMANIAN, S.; KUMAR, S. Temporal Patterns of Fruit Fly (Drosophila)
Evolution Revealed by Mutation Clocks. Molecular Biology and Evolution, v. 21, n. 1, p.
36-44, 2004.

TEIXEIRA, J. R. et al. Concurrent Duplication of Drosophila Cid and Cenp-C Genes Resulted
in Accelerated Evolution and Male Germline-Biased Expression of the New Copies. Journal
of Molecular Evolution, v. 86, n. 6, p. 353—-364, 2018.

TOROSIN, N. S. et al. 3D genome evolution and reorganization in the Drosophila
melanogaster species group. PL0oS Genetics, v. 16, n. 12, p. 1-29, 2020.

TRAZZI, S. et al. In vivo functional dissection of human inner kinetochore protein CENP-C.
Journal of Structural Biology, v. 140, n. 1-3, p. 39-48, 2002.

WESTHORPE, F. G.; FULLER, C. J.; STRAIGHT, A. F. A cell-free CENP-A assembly
system defines the chromatin requirements for centromere maintenance. Journal of Cell
Biology, v. 209, n. 6, p. 789-801, 2015.

WICKER, T. et al. Apg Iv. Nature Reviews Genetics, v. 8, n. 12, p. 973-982, 2007.

XIAO, H. et al. A retrotransposon-mediated gene duplication underlies morphological
variation of tomato fruit. Science, v. 319, n. 5869, p. 1527-1530, 2008.

XING, J. et al. Emergence of primate genes by retrotransposon-mediated sequence
transduction. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 103, n. 47, p. 17608-17613, 2006.

XU, B.; YANG, Z. PamIX: A graphical user interface for PAML. Molecular Biology and
Evolution, v. 30, n. 12, p. 2723-2724, 2013.

YANG, Y. et al. Increasing the data size to accurately reconstruct the phylogenetic
relationships between nine subgroups of the Drosophila melanogaster species group
(Drosophilidae, Diptera). Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 62, n. 1, p. 214-223,
2012.

YASSIN, A. Phylogenetic classification of the Drosophilidae Rondani (Diptera): The role of



68

morphology in the postgenomic era. Systematic Entomology, v. 38, n. 2, p. 349-364, 2013.
YASSIN, A. et al. The pdm3 Locus Is a Hotspot for Recurrent Evolution of Female-Limited
Color Dimorphism in Drosophila. Current Biology, v. 26, n. 18, p. 2412-2422, 2016.
YASSIN, A. Phylogenetic biogeography and classification of the Drosophila montium species
group (Diptera: Drosophilidae). Annales de la Societe Entomologique de France, v. 54, n.
2, p. 167-175, 2018.

ZHANG, J. Evolution by gene duplication: An update. Trends in Ecology and Evolution, v.
18, n. 6, p. 292—-298, 2003.

ZHAO, D. et al. The unique epigenetic features of Pack-MULEs and their impact on
chromosomal base composition and expression spectrum. n. January, p. 1-18, 2018.



