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Homologia entre os cromossomos politénicos dos géneros Drosophila e Zaprionus:

fotomapa e mapeamento génico por hibridizacéo in situ em Z. indianus

Sérgio Roberto de Souza Ledo da Costa Campos

RESUMO

O drosofilideo Zaprionus indianus invadiu recentemente o Brasil e seu
comportamento de praga aumentou o interesse pela sua caracterizagdo genética. A
descri¢ao do caridtipo mitotico e um mapa desenhado em camara clara do complemento
politénico foram publicados, porém ndo foi determinada homologia entre os
cromossomos dos géneros Zaprionus € Drosophila. Neste trabalho foi construido um
fotomapa dos cromossomos politénicos com boa resolucao, permitindo o mapeamento
de genes por hibridizagdo in situ. A marcacdo do gene Hsr-w ocorreu na subsecdo 32C
do cromossomo V, apontando correlagdo com o elemento E de Muller e com o brago
3R de D. melanogaster, sugerido anteriormente pela localizagcdo do gene Hsp70. O gene
Ubi marcou consistentemente nas subse¢des 17A do cromossomo Il ¢ 10C do
cromossomo |l. Provavelmente a marca em 17A representa a localizacdo do gene da
poliubiquitina, apoiando a homologia do cromossomo IIl com o elemento D,
correspondente ao brago 3L de D. melanogaster, anteriormente sugerida pela
localizagao do gene Hsp83. O gene Br-C foi localizado na subsecdo 1D, préxima ao
telomero do cromossomo X, indicando sua homologia com o elemento A. A sonda do
gene Dpp marcou com maior freqiiéncia na subsecdo 32A do cromossomo V e com
menor freqliéncia em outras se¢des, mas em nenhum caso correspondendo ao elemento
B esperado. Este resultado permite sugerir a ocorréncia de um rearranjo complexo
envolvendo o gene Dpp em Zaprionus, € as marcagdes secundarias apontariam outros

genes relacionados da familia TGF-f.
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l. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

No final da década de 90, espécimes da mosca africana Zaprionus indianus foram
encontradas pela primeira vez na América, manifestando um comportamento incomum
entre os demais drosofilideos, ao atacar frutos ainda em estado de maturacgao, tornando-
os improprios para o consumo. Esta atividade de praga estimulou os estudos para sua
caracterizacdo genética, visando entender seu comportamento e determinar suas
relacdes evolutivas com outros drosofilideos. Nos primeiros estudos realizados, o
género Zaprionus foi relacionado com o grupo immingrans do género Drosophila,
devido ao compartilhamento de listras branco-prateadas no mesonotum. Contudo, essa
proximidade foi contestada devido a grande diferenca verificada entre os seus
caridtipos. O posicionamento do género Zaprionus na familia Drosophilidae ainda ¢é
incerto, pois andlises filogenéticas posteriores, baseadas tanto em caracteres
morfologicos como moleculares, permanecem contraditdrias.

O primeiro estudo citogenético em Z. indianus mostrou que o caridtipo mitotico
consiste de cinco pares de cromossomos acrocéntricos € um sexto par pontual, uma
caracteristica que parece ser comum a todo o género. Também foi confeccionado um
mapa em desenho em camara clara dos cromossomos politénicos, composto por cinco
longos cromossomos, correspondentes aos pares acrocéntricos, € por um pequeno
cromossomo, correspondente ao par pontual. Existem fotomapas desenvolvidos para
duas espécies do género, Z. inermis Collart e Z. tuberculatus Malloch, tendo sido
realizado para esta ultima também o primeiro trabalho de mapeamento de genes do
género, permitindo inferir a homologia dos seus cromossomos com os elementos de
Muller. Até o momento, entretanto, ndo havia sido apresentada a provavel correlagao
dos cromossomos de Z. indianus com os elementos de Muller ¢ com os bragos
cromossomicos de D. melanogaster.

Em nossos trabalhos iniciais, foram localizados por hibridiza¢ao in sifu os primeiros
genes em cromossomos politénicos de Z. indianus, permitindo assim estabelecer a
comparac¢ao com os elementos mullerianos e com os cromossomos de D. melanogaster.
Com a localizagdo dos locos de dois genes de resposta ao estresse, Hsp70 e Hsp83, foi
possivel correlacionar os cromossomos Il e V de Z indianus com os bragos
cromossomicos 3R e 3L de D. melanogaster e com os elementos mullerianos E e D,
respectivamente. Contudo, para uma maior compreensdo da evolucao do cariétipo de Z.

r

indianus ¢ da homologia com os demais elementos mullerianos, ¢ necessario o
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mapeamento in situ de mais genes conservados entre os drosofilideos nos cromossomos
politénicos de Z. indianus. Esta abordagem permitira inferir a existéncia de sintenia
entre os elementos e indicar os rearranjos cromossomicos que ocorreram durante a

evolucdo da espécie.

1.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consistiu na caracterizacdo citogenética do
drosofilideo invasor Zaprionus indianus, visando estender a comparacdo de seu
cariotipo com o de Drosophila melanogaster. Os objetivos especificos foram os
seguintes:

1 — A construg¢@o de um fotomapa de melhor resolu¢do que permita identificar a
localizagao de genes hibridizados in situ

2 — Mapeamento dos genes de resposta ao estresse Hsr-omega e poliubiquitina
(Ubi) e dos genes de desenvolvimento Broad Complex (Br-C) e decapentaplegic (Dpp).

3 — Determinagdo dos elementos mullerianos em Z. indianus através das
localizagdes dos genes mapeados, possibilitando assim uma abordagem evolutiva ao

compara-los com género Drosophila.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ordem Diptera

Dentro da classe Insecta, a ordem Diptera ¢ uma das mais estudadas, tanto por
constituir um dos maiores e mais especializados grupos, como também pela intensa
relagdo com o homem. Esta ordem compreende 130 familias e aproximadamente
125.000 espécies taxonomicamente descritas e encontradas na maior parte do planeta.
Como caracteristica determinante possui um Unico par de asas membranosas funcionais,
sendo o segundo par modificado em orgdos de equilibrio, chamados halteres ou
balancins. Raras espécies desta ordem sdo apteras, reconhecidas como dipteros através
dos caracteres das pegas bucais e do torax. Geralmente o aparelho bucal ¢ sugador, em
forma de uma probdscide, que pode ser modificada para perfuracao. Possuem o
protdrax e o metatdrax pequenos, que se fusionam ao mesotorax. O tarso comumente €
composto de cinco segmentos e o sistema traqueal ¢ varidvel, sendo freqiientemente
anfipnéustico. Sdo insetos de metamorfose completa, sendo a maioria das larvas apodas
e vermiformes, com cabega reduzida e retratil, e as pupas comumente imoveis (Richards
e Davies, 1977; Buzzi, 2002).

Os dipteros adultos geralmente vivem isolados, sendo a maioria das espécies
diurnas, possuindo variada dieta alimentar, que se estende de néctar a fungos (Buzzi,
2002). Um numero consideravel de dipteros sdao predadores ou hematdéfagos, sendo
vetores da maioria das doencas virulentas. Muitas dessas espécies ganharam
importancia médica como transmissores dos agentes patogénicos da malaria, febre
amarela, filariose, doenga do sono e leishmaniose (Service, 1996; Marcondes, 2001). Os
dipteros também estdo entre os insetos que mais causam prejuizos a agricultura
mundial, tornando-se pragas conhecidas, como as moscas-das-frutas pertencentes ao
género Anastrepha, a mosca-do-mediterraneo Ceratitis capitata, a mosca-da-carambola
Batrocera carambolae, a mosca-do-sorgo Stenodiplosis sorghicolae e a mosca-do-
botao-floral Silba pendula (Gallo et al., 1988; Malavasi e Zucchi, 2000; Vilela et al.,
2001).

Em suas primeiras classificacdes, a ordem Diptera foi subdividida em apenas
duas subordens, Nematocera ¢ Brachycera, diferenciadas basicamente pelo nimero de

segmentos das antenas. Mais tarde, uma outra classificagdo colocou os dipteros em trés
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subordens: na subordem Nematocera, composta na sua maioria por espécies da familia
Culicidae, encontram-se os dipteros mais ancestrais, que exibem caracteres
morfoldgicos excepcionais, como antena muito segmentada e larvas com cabeca bem
diferenciada do corpo; a subordem Brachycera é composta de dipteros evolutivamente
intermediarios, com antenas muito variadas e larvas com cabec¢a pouco desenvolvida,
usualmente retratil; as espécies da subordem Cyclorrhapha, mais recentes, t€ém antena
geralmente com trés segmentos, com arista normalmente em posi¢do dorsal e larvas
com cabe¢a ndo diferenciada do resto do corpo, incluindo as principais familias de
moscas, Muscidae, Scaptophagidae e Drosophilidae (Richards e Davies, 1977; Buzzi,
2002). Nos ultimos anos, estudos filogenéticos que combinaram dados fosseis com
marcadores moleculares levaram a proposicdo de retorno a divisdo tradicional dos
dipteros em duas subordens, colocando Brachycera como uma subordem monofilética,
dentro da qual se encontra Cyclorrhapha, numa posi¢do muito mais derivada

(Wiegmann et al., 2003).

2.2. Familia Drosophilidae

A familia Drosophilidae estd entre as mais largamente estudadas da ordem
Diptera e de maior interesse nas areas de genética, desenvolvimento e evolucao (Reis e
Ebert, 1996; Fortini e Bonini, 2000). Comumente chamadas de moscas-das-frutas, elas
sao espécies de pequeno porte, medindo cerca de 2,5-3,0 mm de comprimento,
geralmente com olhos vermelhos brilhantes e asas pequenas hialinas, sendo poucas as
espécies com manchas ou veias enfumagadas (Wheeler, 1981). Seu corpo pode variar
possuindo de cores claras a escuras, ou até mesmo apresentando ornamentagdes como
as espécies do género Zaprionus e os drosofilideos havaianos. Algumas espécies
possuem dimorfismo sexual claro, com variagdes de tamanho, presenga de pentes
sexuais e distinta coloragdo do corpo (Grimaldi, 1990).

A maioria dos drosofilideos alimentam-se de leveduras e, portanto, sao
comumente encontrados sobrevoando frutos caidos, seiva corrente ou mesmo barris de
sidra ou vinho, atraidos por produtos em estado de fermentacdo. Poucas espécies
possuem habitos alimentares diferentes, como as do género Scaptomyza que se
alimentam de folhas e as do género Acletoxenus, cujas larvas sdo carnivoras (Richards e

Davies, 1977).
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A familia Drosophilidae possui uma ampla distribui¢do tanto em regides
temperadas como tropicais, conquistando os mais diversos ecossistemas, sendo algumas
espécies consideradas endémicas, enquanto outras sdo cosmopolitas, quase sempre
acompanhando a dispersdo do homem (Shorrocks, 1972; Vilela e Pereira, 1992;
Martins, 1995). Foram catalogadas aproximadamente 2.800 espécies de drosofilideos,
sendo que cerca de 1.700 destas pertencem ao principal género, Drosophila Fallen
(Wheeler, 1986).

Mais de 20 géneros de drosofilideos estao presentes na América, mostrando uma
fauna complexa, provavelmente associada as mudangas de clima e vegetagdo que
promoveram a especiagdo (Sene et al., 1980; Val et al., 1981). Na regiao Neotropical, o
género Drosophila engloba mais de 275 espécies, das quais destacam-se 0s grupos
willistoni e saltans, que sofreram grande irradiacdo. Além das espécies locais, foram
registradas cerca de 14 espécies invasoras nos tropicos, incluindo Scaptomyza pallida,
Dettopsomyia formosa e onze espécies do género Drosophila, incluindo D.
melanogaster e D. simulans (Val et al, 1981), ja consideradas cosmopolitas, e D.

malerkotliana e Zaprionus indianus (Santos et al., 2003).

2.3. Género Zaprionus

Comumente encontrado na regido Afrotropical, o género Zaprionus ¢
subdividido em dois sub-géneros, Anaprionus e Zaprionus sensu stricto, € contém 56
espécies (Tsacas e Chassagnard, 1990). E caracterizado por ter as cerdas do mesonotum
arranjadas em arcos distintos e faixas longitudinais branco-prateadas na regido dorsal da
cabega e torax (Coquillett, 1901). A espécie Zaprionus indianus descrita por Gupta
(1970) é a mosca mais comum dentro de seu género, sendo facilmente identificada pelas
suas quatro faixas brancas estreitas e demarcadas por linhas negras paralelas que se
estendem da cabeca até o final do escutelo e mesonotum (Figura 1). Sao moscas de
abdomen claro, com fémures das patas anteriores possuindo espinhos complexos longos
com uma segunda ponta pequena acoplada a base e, numa analise mais minuciosa,
observa-se que a borda da genitdlia masculina tem a extremidade ndao denteada e
acoplada ao corpo do distifalus (Tsacas e Chassagnard, 1990; Chassagnard e Tsacas,
1993). Eventualmente, esta espécie ¢ encontrada na literatura incorretamente
identificada como Z. inermis Séguy ou Z. paravittiger Godbole e Vaidya ou como

sinonimia de Z. collarti Tsacas (Tsacas,1985).
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Figura 1. Fémea de Zaprionus indianus: vista lateral (A) e dorsal (B) com
destaque para as faixas branco-prateadas limitadas por faixas escuras
mais estreitas. Detalhe do fémur anterior (C) e (D) com espinhos

complexos caracteristicos (Fotos do autor).
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A espécie Z.indianus parece ter sido a unica de seu género a escapar da sua
regido de origem. Atualmente, ela estd se espalhando rapidamente por areas tropicais,
sendo encontrada na India, Arabia Saudita e em ilhas dos oceanos Indico e Atlantico, e
recentemente invadiu a regido Paleartica e o Brasil (Chassagnard e Kraaijeveld, 1991;
Vilela, 1999; Tidon et al., 2003; Santos et al., 2003; Silva et al., 2005). Trata-se de uma
espécie polifaga, com capacidade de se desenvolver em diversos frutos de diferentes
origens geograficas, facilitando assim sua expansdo. Além disto, o ciclo reprodutivo
relativamente rapido em ambientes de temperatura elevada e o aumento do comércio
internacional de frutas sdo apontados como os provaveis fatores para o sucesso da
invasao e dispersao da espécie pelo mundo (Vilela et al., 2001).

Em sua invasdo no Brasil, foi observada uma grande quantidade de Z. indianus
alimentando-se e fazendo posturas nos ostiolos de frutos em inicio do estado de
maturagdo, assumindo um comportamento de praga incomum entre drosofilideos
(Figura 2). Além da pequena massa de ovos colocados no ostiolo, os adultos depositam
bactérias e leveduras que propiciam a fonte de alimento para as larvas e desencadeiam o
inicio do processo de decomposi¢do prematuro que se propaga para o interior dos
frutos, tornando-os improprios para o consumo (Stein et al., 1999; Vilela et al., 2001).
Esse processo fermentativo associado com a infec¢do de frutos por estas moscas foi
atribuido a acdo de uma uUnica levedura em particular, Candida tropicalis, indicando
uma relagdo muito estreita com a espécie introduzida Z. indianus (Gomes et al., 2003).
Aparentemente, a coloniza¢do parecia depender principalmente de frutos cultivados,
mas Santos et al. (2003) demostraram que Z. indianus também utiliza recursos naturais,
tendo sido encontrada colonizando frutos de espécies nativas como umbu (Spondias
tuberosa), siriguela (Spondias purpurea) e genipapo (Genipa americana), que podem
servir como reservatorios naturais da espécie, o que provavelmente dificultard o
controle de suas populagdes. Esta possibilidade ¢ potencialmente mais danosa em
regides de fruticultura como o Vale do Rio Sdo Francisco (Estados de Pernambuco e
Bahia), onde estdo estabelecidos varios agronegécios voltados para a fruticultura de

exportacao.
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Figura 2. Aspectos da infestagdo de frutos de figo por Zaprionus indianus: polpa do
fruto sadio (A); ovo (B); larvas no ostiolo do fruto (C, D); polpa
danificada pelas larvas da mosca-do-figo (E, F); Fonte: Stein et al.
(1999).
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O caridtipo de Z. indianus foi caracterizado por Gupta e Kumar (1987) em
populagdes da India, sendo definido o numero dipléide 2n=12, consistindo de 5 pares
acrocéntricos € 1 par de minicromossomos. Foi verificado que a regido proximal do
cromossomo X (um dos maiores acrocéntricos) € o par de minicromossomos estao
envolvidos na organizagdo do nucléolo. Além disso, foi produzido em camara clara um
mapa dos cromossomos politénicos, com baixa resolucdo, e identificada uma tnica
inversdo paracéntrica no cromossomo |l. Esta reduzida variagdo genética, no entanto,
deve ser apenas aparente, uma vez que a espécie possui variabilidade isoenzimatica
similar a de outros drosofilideos (Yadav e Parkash, 1993).

O estudo dos cromossomos politénicos no género Zaprionus tem sido considerado
dificil, devido a alta afinidade do citoplasma pelos corantes, alto estado de
enovelamento e baixo grau de politenizagdo cromossdmica, além de relativa fragilidade
dos bracos cromossomicos, que costumam facilmente se fragmentar (Hartmann-
Goldstein, 1961; Hatch e Jeffery, 1992). Estudos dos complementos politénicos de
outras espécies de Zaprionus demonstraram que o padrdo de cinco cromossomos
acrocénctricos longos e um sexto de pequeno tamanho parece ser uma caracteristica
comum ao género (Sciandra et al., 1973; Tsacas et al., 1977; Su et al., 1992; Hatch e

Jeffery, 1992).

2.4 Cromossomos politénicos

Em células de alguns tecidos de dipteros e de outros organismos sao encontrados
cromossomos gigantes facilmente vistos em microscopia optica e formados a partir de
varios ciclos endomitéticos durante a intérfase. Esses cromossomos interfasicos,
denominados politénicos, sdo constituidos de varias fitas de cromatina idénticas e
alinhadas lado a lado, formando um bandeamento natural, produzido pelo pareamento
dos cromomeros paralelos das cromatides em sinapse. Este bandeamento oferece uma
série de marcas estruturais relevantes e constantes, que possibilitam o mapeamento
cromossomico. O padrio de bandas de coloracdo mais escura e mais clara esta
relacionado diretamente com a condensa¢ao da cromatina e a espessura do cromossomo
refere-se basicamente ao nimero de endomitoses que o nticleo sofreu. Durante algumas
fases de desenvolvimento, a politenizacdo acarreta o aumento do tamanho celular,
resultando na expansdo de alguns 6rgdos desses insetos. Cromossomos com alto nivel

de politenia também foram encontrados em tecidos de quatro ordens distintas de insetos
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(Diptera, Collembola, Lepidoptera e Orthoptera), no protozoario Infusoria e em certos
tecidos de mamiferos e também em células de algumas angiospermas (revisdo em
Zhimulev, 1996).

O aparecimento de alargamentos, denominados pufes, em certos pontos dos
cromossomos politénicos logo foi relacionado com a atividade génica. Os pufes sdo o
resultado da descondensacdo das fibrilas da cromatina em sitios especificos, para que
ocorra a transcri¢do do gene ou genes localizados naquele trecho. Esse padrdo de pufes
difere em tecidos distintos do mesmo individuo e em diferentes estagios do
desenvolvimento, mas ¢ extremamente constante para um tecido no mesmo estagio de
desenvolvimento. Muitos pufes podem ser induzidos experimentalmente por diversos
agentes, como o hormonio ecdisona, a exposicdo a altas temperaturas, etanol e tantos
outros (Ashburner, 1989, 1990; Zhimulev, 1996, Rieger, 1999).

Desde sua descoberta por Balbiani em 1881, sempre houve um grande interesse
no estudo dos cromossomos politénicos e, a partir de 1930, eles revelaram um grande
potencial para o mapeamento génico, construcdo de mapas citologicos e comparagdes
evolutivas. Foi através de microdelegdes de cromdmeros e reconhecendo a perda da
funcdo de genes que se obteve os dez primeiros genes mapeados de Drosophila. Antes
mesmo das modernas técnicas de seqiienciamento genomico, a D. melanogaster se
destacava como o organismo eucarionte superior com mapa de funcdo génica mais
conhecido (Hartl et al., 1992; Lindsley e Zimm, 1992). Com o advento das novas
técnicas e uso de marcadores moleculares, o mapeamento dos cromossomos politénicos
oferece uma incomparavel resolucdo, ao permitir combinar aspectos moleculares e
cromossomicos na localizagdo de genes. O genoma completo de D. melanogaster teve
seu seqiienciamento finalizado em 1998 (Adams et al.,, 2000), o que facilita a
comparagdo e o estabelecimento das relagdes evolutivas dos elementos cromossomicos

(grupos de ligacao) entre as diversas espécies de drosofilideos.

2.5 Evolucao de drosofilideos

Por ser bem conhecida tanto morfologicamente como geneticamente, a familia
Drosophilidae apresenta-se como o melhor modelo de estudos para aplicar os conceitos
de homologia e homoplasia, essenciais para a filogenia, a ferramenta primordial para os

estudos evolutivos (DeSalle e Grimaldi, 1991).
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A morfologia ainda hoje ¢ um dos principais caracteres fenotipicos usados na
construcao das arvores filogenéticas, por ser de facil observacdo e capaz de fornecer
informagoes explicitas e raramente ambiguas em drosofilideos. Apesar do estudo de
caracteres morfoldgicos ter-se iniciado ha dezenas de anos, novas andlises sdo ainda
responsaveis por associar grupos anteriormente separados. Throckmorton (1975)
montou um dos primeiros esquemas de relagdes filogenéticas entre os drosofilideos,
baseado em caracteres morfologicos e distribuicao geografica, mostrando a formacao de
varios grupos parafiléticos (Figura 3). Entre as conclusdes de seu estudo, pode ser
destaca a disposicdo na arvore filogenética, em que o género Zaprionus seria clado
irmao do grupo immigrans do subgénero Drosophila, mais proximos evolutivamente do
que sdo os subgéneros Drosophila e Sophophora entre si. Mais tarde, Grimaldi (1990),
apods extensiva analise de caracteres morfoldgicos e usando métodos cladisticos, propds
uma nova classificagdo da familia Drosophilidae, divergindo em muitos aspectos da
hipétese anterior. Foi proposto que a familia Drosophilidae fosse reposicionada na
superfamilia Ephydroidea, eliminando a superfamilia Drosophiloidea, que ainda ¢ aceito
atualmente. A nova 4arvore filogenética foi proposta com base nas relagdes
monofiléticas entre os grupos, onde os géneros Zaprionus, Scaptomyza e Idiomyia
(drosofilas havaianas) teriam divergido antes do surgimento dos subgéneros Drosophila
e Sophophora (Figura 3). No entanto, estudos posteriores de filogenia molecular
(Thomas e Hunt, 1993; Kwiatowski e Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999) parecem
concordar com a hip6tese proposta incialmente por Throckmorton (1975).

Uma das arvores filogenéticas moleculares com maior confiabilidade estatistica foi a
construida usando seqiiéncias do gene de Alcool desidrogenase (Adh), que possui
divergéncia de seqiiéncias apropriadas para o estudo de filogenia em drosofilideos
(Thomas e Hunt, 1993). Neste trabalho, foi evidenciado que o subgenéro Sophophora
foi o primeiro a se diferenciar dentre os drosofilideos e se dispde como clado irmao do
grupo que origina o género Zaprionus, a0 mesmo tempo que o subgénero Drosophila
estd como grupo irmdo das espécies do género Scaptomyza e Idiomya (espécies
havaianas de drosofila). Segundo Thomas e Hunt (1993) ¢ Russo et al. (1995), esta
arvore filogenética coloca Zaprionus como parte da mesma irradiagao “immingrans-
Hirtodrosophila”, como proposto primeiramente por Throckmorton (1975) e diferente
da proposta de Grimaldi (1990). A construcdo de outras arvores filogenéticas baseadas
em seqiiéncias de Dopa descarboxilase (Ddc) (Tatarenkov et al., 1999) e de Adh,
Superoxido dismutase (Sod) e Glicerol-3-fosfato-deshidrogenase (Gpdh) (Kwiatowsi e
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Ayala, 1999), fortaleceram a idéia de que o sub-genéro Sophophora separou-se
prematuramente do género Drosophila, sendo grupo irmdo de Zaprionus e de outros
considerados como géneros distintos (Figura 3).

O estudo de cromossomos de drosofilideos, principalmente dos cromossomos
politénicos, também pode servir para estabelecer relagdes filogenéticas entre os diversos
grupos. Um dos métodos mais utilizados € a comparagao do padrdo de bandas, no qual é
possivel perceber uma grande homologia do bandeamento entre espécies do mesmo
grupo e detectar rearranjos como inversdes paracéntricas, enquanto que apenas poucas
secoes podem ser comparadas entre grupos diferentes (Stalker, 1971). No género
formado apenas por drosofilideos havaianos endémicos das ilhas do Pacifico, as
diferengas presentes nos caridtipos metafdsicos e nos pontos de inversdo dos
cromossomos politénicos, permitiram compreender a irradiacdo destas espécies dentro
das ilhas (Yoon e Richardson, 1976). Através de técnicas de hibridizagdo in situ, sondas
especificas para elementos cromossomicos podem ser usadas para estabelecer
homologias entre cromossomos de diferentes espécies, além de identificar rearranjos
que podem ter acontecido entre as espécies (Steinemann et al, 1984, Whiting et al.,
1989).

O género Zaprionus em muitos estudos morfologicos anteriores foi considerado
intimamente relacionado ao grupo immigrans do género Drosophila (Throckmorton,
1975). Todavia, a configuracdo de cariotipo mais ancestral comumente encontrada em
espécies do género Zaprionus, com cinco pares de acrocéntricos € um par de
Cromossomos pontuais, parece se contrapor ao complemento cromossémico das
espécies do grupo immigrans, composto por um par metacéntrico, um par acrocéntrico e
dois pares telocéntricos (Pasteur, 1978).

Mesmo com o advento das técnicas moleculares, a analise citogenética de
drosofilideos ainda pode revelar caracteres cruciais para estabelecer relagdes
filogenéticas. Em um estudo realizado por O’Grady (2001), com quatro diferentes
grupos de espécies do género Drosophila, foram combinados os dados citogenéticos
obtidos através do estudo de inversdes com os estudos moleculares. Estas analises
mostraram grandes similaridades, reafirmando assim a importancia de ambos os tipos

de estudo para o entendimento da evolu¢do dos drosofilideos.
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2.6 Hibridizacéo in situ em drosofilideos

A associagdo da biologia molecular com a citogenética deu origem a uma nova
técnica de bandeamento com maior resolucao e capaz de detectar segmentos especificos
de DNA, através do uso de uma sonda que contenha a mesma seqiiéncia complementar
de nucleotideos. Essa sonda, que pode ser de DNA ou RNA, deve necessariamente
conter uma molécula de identificagdo para que, posteriormente, possa ser revelada e
mostre um sinal claro para sua deteccao (Wilkinson, 1998).

Inicialmente marcadas com is6topos radioativos, as sondas de hibridizagao
tinham a vantagem de serem bastante precisas para a marcagdo de pontos pequenos,
porém a técnica consumia bastante tempo de exposicao e revelagdo, além de representar
um risco para a saude dos pesquisadores. Atualmente, as técnicas de hibridizagdo
costumam utilizar uma marcacdo indireta e ndo-isotopica, onde geralmente uma
molécula ¢ acoplada a um dos quatro nucleotidios da sonda para posteriormente ser
ligada a uma enzima ou a fluorocromos para detec¢do. Entre as enzimas mais utilizadas
nessa técnica estdo a fosfatase alcalina e a peroxidase. Os fluorocromos mais utilizados
sdo a rodamina, fluoresceina-isotiocianato e o vermelho-texas (Wilkinson, 1998).

Em cromossomos politénicos, a hibridizacao in situ tem sido utilizada para
analise da localizagdo de genes, organizagdo espacial das seqiiéncias no nucleo,
determinagdo do numero de cdpias de seqiiéncias especificas e para comparacdes
taxonomicas evolutivas. Para a localizacdo de seqiliéncias unicas podem ser utilizadas
seqliéncias clonadas de genes conservados de espécies proximas ou podem ser obtidas
sondas por transcri¢do reversa de RNAm, produzindo cDNA, através de amplificacio
da seqiiéncia por PCR, desde que se conhegam as seqiiéncias que flanqueiam o DNA
alvo (Lara, 2002).

Varios trabalhos com hibridizagdo in situ foram realizados na familia
Drosophilidae, onde sondas das partes mais conservadas de genes de D. melanogaster
foram utilizadas para sua localizagdo em espécies pertencentes aos grupos obscura
(Segarra et al., 1995; Segarra et al., 1996) , virilis (Vieira et al., 1997; Evgen’ev et al.,
2004), repleta (Ranz et al., 1997; Ruiz et al., 1997), willistoni (Bonorino et al., 1993;
Rhode et al., 1995; Rieger, 1999) e ao subgrupo montium (Drosopoulou, 1996). Em
conjunto com a analise do padrdo de bandas, a hibridiza¢do in situ foi fundamental ndo
sO para estabelecer homologia entre os complementos politénicos, como também foi

capaz de estimar o numero de inversdes paracéntricas ou mesmo detectar raras
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inversdes pericéntricas responsaveis pela mudanca entre os caridtipos durante a
evolucdo dessas espécies (Segarra e Aguadé, 1992; Ranz et al., 2001; Gonzalez, et al.,
2002)

Ainda na familia Drosophilidae, a técnica de hibridizacao in situ foi utilizada
para estabelecer a correlagdo entre cromossomos politénicos de espécies de diferentes
géneros, como D. melanogaster e Zaprionus tuberculatus, permitindo estabelecer
algumas homologias entre seus cromossomos (Su et al.,1992). Anteriormente, foram
mapeados os locos de dois genes de resposta ao estresse, Hsp70 e Hsp83, em Z.
indianus (Campos, 2003). Este mapeamento permitiu correlacionar os cromossomos |11
e V desta espécie com os cromossomos D e E, de Z. tuberculatus e com os bragos

cromossomicos 3L e 3R de D. melanogaster, respectivamente.

2.7 Genes de resposta a estresses

Inicialmente, as proteinas de respostas ao estresse, chamadas hsp, foram
definidas como proteinas induzidas pelo aumento brusco de temperatura, todavia foi
comprovado que elas também sdo induzidas por metais pesados como cobre, caddmio,
zinco, selénio e outros agentes como arsénico e etanol, puromicina e reoxigenacao apos
hipoxia (Zhimulev e Grafodtsakaya, 1974; Hightower, 1993; Santos, 1996). Estas
respostas fisiologicas a estresses sdo similares em organismos procariontes e
eucariontes, de maneira que as proteinas hsp estdo entre as mais conservadas
evolutivamente, tanto em estrutura como em funcdo (Lee e Delinger, 1991). As
proteinas de resposta ao choque térmico sdo agrupadas pelo seu peso molecular, sendo
assim definidas as familias HSP90, HSP70, HSP60 ¢ HSP20, conhecida também como
sHSP (proteinas de choque térmico de pequeno tamanho), que inclui a ubiquitina
(Nover e Scharf, 1991). Dentro destas familias, existem genes induzidos (Hsp) e outros
constitutivos (Hsc), que sdo expressos em baixo nivel durante diversas fases do
desenvolvimento do organismo, funcionando como proteinas reguladoras durante etapas
criticas da diferenciacdo celular e do desenvolvimento (Arrigo e Tanguay, 1991; Rieger,
1999). Muitas destas proteinas tém também fun¢do de chaperonas, envolvendo-se no
enovelamento de peptideos e no direcionamento intracelular destas proteinas (Caplan,
1999). Sao as responsaveis pela termotolerancia adquirida em células, como também

pela tolerancia cruzada a metais pesados e agentes oxidantes (Hightower, 1993; Santos,
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1996). A indugdo de hsp também pode ajudar na prevencao de danos a tecidos, injirias
neuronais, tratamento de tumores e conferem protecao celular aos 6rgdos destinados ao
congelamento (Jindal, 1996; Kiang e Tsokos, 1998; Karunanithi et al, 1999; Santoro,
2000).

A familia génica HSP70 esta entre as mais conservadas evolutivamente, havendo
uma alta similaridade entre os eucariontes. Mesmo em espécies tdo diferentes, genes
pertencentes a essa mesma familia como DnaK de Escherichia coli e Hsp70 de
Drosophila chegam a possuir cerca de 50% de homologia (Bardwell e Craig, 1984;
Kiang e Tsokos, 1998). O gene Hsp70 possui uma alta conservagdo na por¢do N-
terminal em todos os eucariontes estudados ¢ uma menor conservagao dos 150 residuos
de aminodacidos da por¢do C-terminal (Nover e Scharf, 1991).

A hsp70 ¢ a mais abundante entre as proteinas de choque térmico e ¢ apontada
como sendo responsdvel pelo mecanismo de sensibilidade a temperatura, como um
termometro celular, que regula a expressao das demais proteinas de choque térmico
(Craig e Gross, 1991). Além das fung¢des de chaperonas e de protegdo celular, tem forte
interagdo com os receptores de hormdnios esterdides, inativando as proteinas receptoras
desses hormonios quando ha um aumento de sua concentragdo nas células (Lockshin e
Wadewitz, 1986; Tsai e O’malley, 1991; Welch, 1993). A expressao do gene Hsp70
também aumenta durante o envelhecimento e em resposta ao estresse oxidativo. Esse
aumento determina um efeito benéfico na fungdo celular e na sobrevivéncia do
organismo, prevenindo a agregacdo de proteinas e facilitando a entrada de proteinas
danificadas em vias proteoliticas (Wheeler et al., 1999; Yenari et al., 1999).

Em D. melanogaster foram identificadas cinco copias idénticas dos genes
indutiveis Hsp70 e sete constitutivos Hsc70, com graus de homologia para a por¢do 5’
variando de 75% a 100% (Lindquist e Craig, 1988; Pardue et al., 1992). Os cinco genes
Hsp70 estao localizados em duas diferentes secdes do braco 3R, sendo dois locos em
87A7 e trés locos em 87C1, sendo que a ultima possui maior atividade apds choque
térmico (Livak et al., 1978; Hotchstrasser, 1987). Em Z. indianus, o gene Hsp70 foi
localizado na se¢do 34B do cromossomo V, onde também pode estar duplicado
(Campos, 2003).

Os membros da familia génica HSP90 tém como principais representantes os
locos Hsp90 de humanos e leveduras, Hsp80 em plantas, Hsp83 e Hsr-o em
Drosophila, possuindo grande importancia no complexo de chaperonas, na dissociacao

dos receptores esterdides e outras fungdes de protecdo e manutencao celular (Pardue et
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al., 1990; Csermely et al., 1998). Em Drosophila, sao os maiores transcritos de choque
térmico, sendo expressos constitutivamente. O mRNA de Hsp83 encontra-se no
citoplasma pronto para a traducdo apds o choque térmico, sendo o gene apenas
moderadamente ativado, enquanto o gene Hsr-w tem sua transcri¢do reduzida apos
choque térmico (Holmgren et al., 1981; Pauli et al., 1992; Pardue et al., 1992; Vazquez
etal., 1993).

Os transcritos de Hsp83 demonstraram ser induzidos durante o desenvolvimento dos
ovarios de Drosophila, encontrados em grande abundancia em células nutridoras, ao
contrario do que ocorre em células epiteliais. Tém grande importincia na agdo da
ecdisona durante a embriogénese (Arrigo e Tanguay, 1991) e no tamponamento de
variagdo morfologica criptica (Rutherford e Lindquist, 1998). Em D. melanogaster, o
gene Hsp83 encontra-se no brago 3L, na se¢do 63B11 (Holmgren et al., 1981),
correlacionando-se com o cromossomo |l de Z indianus, onde duas marcagoes
significativas foram detectadas nas se¢des 17C e 18B (Campos, 2003).

O gene Hsr-o tem sido encontrado na secdo 93D do brago 3R D. melanogaster e
possui uma grande importdncia evolutiva, visto que todas as espécies do género
estudadas possuem uma copia deste loco (Lakhotia e Singh, 1982; Pardue et al., 1990).
O Hsr-w gera trés transcritos distintos, dois localizados no nticleo, chamados de 6mega-
nuclear e Omega-pré-citoplasmatico, ¢ um no citoplasma, denominado de Omega-
citoplasmatico, que provavelmente atuam na coordena¢do das atividades nuclear e
citoplasmatica. A importancia destes transcritos para o desenvolvimento da
termotolerancia foi demonstrada por Pardue et al. (1990) e McKechnie et al. (1998).

A menor familia entre as HSPs ¢ a da ubiquitina, uma proteina altamente conservada
de apenas 76 residuos de aminoacidos que por longo tempo ndo foi identificada por seu
pequeno tamanho (Lindquist e Craig, 1988; Nover e Scharf, 1991). Em D.
melanogaster, esse gene estd localizado na se¢ao 63F do braco 3L e caracteriza-se por
ndo ser diretamente estimulada pelo aumento de temperatura, mas sim pelos pulsos de
ecdisona (Izquierdo et al., 1984; Arribas et al., 1986). A ubiquitina atua como marcador
das proteinas para a sua posterior degradagao e também estd envolvida em processos de
reparacao de danos no DNA e na sinalizacdo para a endocitose (Hershko e

Cierchanover, 1992; Craig et al, 1993; Hochstrasser, 1996).
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2.8 Genes de desenvolvimento em drosofilideos

Uma das caracteristicas essenciais da embriogénese dos organismos ¢ a inducao
embriogénica, responsavel por sinais produzidos por um conjunto de células que
acarretam mudancas do padrao de desenvolvimento de outras. Esses eventos indutiveis
acontecem varias vezes durante a formac¢ao do embrido e envolvem diferentes niveis de
complexidade. Durante a evolugdo, esses sistemas de comunicacdo intracelular foram
conservados e essas moléculas sinalizadoras fazem parte de familias extensas e
altamente conservadas de proteinas relacionadas aos fatores de crescimento como FGF
e EGF, produtos do gene Wnt e TGF- (Hogan et al., 1994).

Uma das primeiras familias de fatores de sinalizagdo que se mostrou conservada
tanto em estrutura como no processo de regulacdo, analogo em diferentes filos, foi
hedgehog. O gene hedgehog (hh) age como um sinal localizado que organiza o padrio
de cada segmento, regulando em parte a expressao de um outro gene sinalizador,
wingless (wg). Um outro gene desta familia, sonic hedgehog (shh) é expresso no
desenvolvimento da notocorda, sendo o provavel responséavel pela indugdo neste tecido.
Esses dois genes, hh e shh, tém atividade intimamente relacionada com a expressao de
membros da familia TGF-B, os genes decapentaplegic (dpp) ¢ BMP-4 (Fietz et al.,
1994).

Os 40 membros da familia TGF-f dirigem quase todos os aspectos dos processos
celulares, incluindo o desenvolvimento embrionario inicial, crescimento, diferenciacao,
motilidade e apoptose celular em Drosophila (Yue e Mulder, 2001). Um dos genes mais
estudados da familia TGF- € o decapentaplegic (dpp). Ele é requerido para interagdes
célula a célula durante muitos processos morfogenéticos diferentes, destacando-se o
padrdo dorso-ventral do blastoderma do embrido, o padrdo proximal-distal dos discos
imaginais e a morfogénese do intestino (Hogan et al., 1994).

Na morfogénese do intestino do embrido da Drosophila, a proteina dpp ¢ sintetizada
pelas células do mesorderma visceral e interage localmente com células epiteliais
adjacentes do intestino embrionario para influenciar a sua diferenciacdo. No
mesoderma, o gene dpp ¢ ativado diretamente pelo produto do gene Ultrabithorax
(Ubx) e, de modo inverso, o gene abdominal-A (abd-A) inibe a expressdao de dpp,
interferindo em sua ligagdo com o Ubx. No endoderma, o dpp leva a ativagdo do gene

labial (Masucci e Hoffmann, 1993; Stachling-Hampton e Hoffmann, 1994).
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Em mamiferos e Xenopus, encontram-se outros membros da familia TGF- f,
chamadas de proteinas morfogenéticas o0sseas (Bmp-4, Bone morphogenetic protein),
que inicialmente foram identificadas como indutoras da formagdo de ossos e
cartilagens. As Bmp-4 sdo andlogas as proteinas codificadas pelo gene dpp de
Drosophila e conservam caracteristicas estruturais e as mesmas fungdes na regulacao do
crescimento, diferenciacdo e apoptose das células de varios tecidos e oOrgaos,
principalmente no mesoderma posteroventral durante a gastrulacdo (Kawabata et al.,
1998).

Os primeiros estudos sobre a acdo de hormdnios agindo diretamente no ntcleo
foram realizados em cromossomos politénicos de Chironomus tentans, que sob agao de
ecdisterdides iniciam uma cascata de ativacao génica e o aparecimento de um padrio de
pufes caracteristicos (Thummel, 2002). Entre os hormonios esterdides envolvidos na
metamorfose de insetos, a 20-hidroxiecdisona, referida geralmente como ecdisona, ¢ a
unica entre as diversas isoformas existentes que parece fisiologicamente ativa (Talbolt
etal., 1993).

Assim como os demais hormonios esterdides, a ecdisona penetra em suas células-
alvo e liga-se com alta afinidade as proteinas receptoras, que por sua vez sao fatores de
transcrigdo. Esses receptores ligam-se aos elementos de resposta aos esteroides (SREs)
localizados em cis e estimulam a atividade dos genes especificos (Tsai e O’Malley,
1991; Talbolt et al., 1993; Hall, 1999). Esses receptores nucleares possuem uma
seqiiéncia de 66 a 68 aminoacidos definidos como o dominio DNA-ligante, que incluem
duas regides de “dedos de zinco” responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo do
receptor a um SRE e outras regides como a “P-Box” e “D-Box”, que conferem
especificidade do receptor a um SRE particular. A regulacdo das respostas a ecdisona ¢é
bastante conservada entre os insetos, sendo identificados homologos de receptores de
ecdisona em varias espécies. Estruturalmente, esses homoélogos sdao virtualmente
idénticos aos receptores de ecdisona de Drosophila em seu dominio DNA-ligante. Um
homoélogo de um receptor de esteréide comum em insetos também foi encontrado em
mamiferos, mas nao era ativado por ecdisterdides (Henrich e Brown, 1995).

Um modelo para a regulacdo da expressdao génica pela 20-hidroxiecdisona foi
proposto por Ashburner et al. (1974). Neste modelo, a ecdisona se liga ao seu receptor
especifico, induzindo diretamente a expressdo de uma pequena por¢do de genes
regulatorios precoces. As proteinas produzidas por esses genes reprimem sua propria

expressao ao mesmo tempo que induzem uma porg¢ao maior de genes alvos tardios. Foi
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idealizado que esses genes tardios funcionariam como efetores que direta ou
indiretamente controlam as respostas biologicas adequadas aos pulsos de ecdisona.
Esses genes de pufes tardios podem ainda ser subdivididos em precoces-tardios, que sdo
rapidamente induzidos e requerem continua presenca de ecdisona para sua atividade, e
em tardios-tardios, que sdo induzidos tempos depois com a abstinéncia de ecdisona
(Thummel, 2002).

O gene Broad Complex (Br-C) possui uma importante fun¢do no controle da cascata
transcricional que origina os pufes precoces e tardios e na progressdo da metamorfose.
O gene Br-C localiza-se no limiar do pufe precoce 2B3-5 do cromossomo X de D.
melanogaster (Belyaeva et al., 1980; Bayer et al., 1996). Esse gene mede mais de 80kb
e codifica uma familia de quatro classes de isoformas protéicas, definidas como Z1, Z2,
Z3 e Z4, que compartilham um dominio comum amino-terminal bastante conservado,
ndo s6 em dipteros, mas também em outros holometabolos, como lepidopteros (Di Bello
et al. 1991; Zhou et al., 1998). Essas proteinas exercem o controle da regulagdo
transcricional de outros genes de intermuda e de pufes tardios e ligam-se diretamente a
mais de 300 sitios de ligagdo relacionados a resposta a ecdisona em cromossomos
politénicos de D. melanogaster (Gonzy et al., 2002).

As fungdes do Br-C sao definidas por mutagdes que compreendem trés grupos de
alelos: br (broad), rbp (reduced bristle on palpus) e 2Bc, que correspondem
respectivamente a perda das isoformas Z1, Z2 e Z3 (Belyaeva et al., 1980; Kiss et al.,
1988; Gonzy et al., 2002). Cada um dos trés grupos ¢ necessario para a progressao
normal da metamorfose e sdo os indutores de alguns dos genes precoces e tardios (Guay
e Guild, 1991). O rbp ¢ essencial para a transcricdo de quatro genes de intermuda, Sgs-
3, Sgs-4, Sgs-5 e do gene VII na regido 71E e também ¢ responsavel pela transcri¢ao de
seis outros genes da regido 71E de pufe tardio (Guay e Guild, 1991; Di Bello et al.,
1991).
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RESUMO

Os primeiros estudos citogenéticos em Zaprionus indianus permitiram a producao
de um mapa por desenho em camara clara de seu complemento politénico, mas até o
momento nenhuma homologia de seus cromossomos com os elementos de Drosophila
foi determinada. Neste trabalho, foi construido um fotomapa dos cromossomos
politénicos com resolucdo suficiente para a determinacdo de pontos de quebra de
inversoes e da localizacdo de marcacdes por hibridizacdo in situ. Também foram
mapeados os genes Hsr-w, Ubi, Br-C ¢ Dpp. Junto com outros genes anteriormente
hibridizados, foi possivel inferir as primeiras relagdes de homologia entre os
cromossomos de Z. indianus e os bragos cromossdmicos de Drosophila melanogaster.
O gene Hsr-w apresentou a marcacdo mais significativa no cromossomo V, onde
também esta localizado o gene Hsp70, correlacionando-o ao elemento E de Muller e ao
braco 3R de Drosophila melanogaster. O gene Ubi apresentou duas marcagdes
consistentes, sendo uma delas no cromossomo 11, no qual também esta localizado o
gene Hsp83, relacionando-o ao elemento D e ao cromossomo 3L de D. melanogaster. A
segunda marcagao de Ubi foi no cromossomo Il e provavelmente esta relacionada a um
dos locos de genes de ubiquitina fusionada, presente em outros drosofilideos. A marca
mais significante do gene Br-C foi localizada nas se¢des proximas ao teldmero do
cromossomo X, relacionando-o ao elemento A e ao cromossomo X de D. melanogaster.
O gene Dpp apareceu marcado com maior freqiiéncia no cromossomo V que ja havia
sido correlacionado ao elemento E e, em menor freqiiéncia, nos cromossomos X
(elemento A) e Il (elemento D). Nenhum destes sinais de Dpp corresponde ao
elemento B de Muller, como seria esperado no caso de conservacdo de homologia
cromossOmica. Estas marcas de Dpp apontam para a ocorréncia de um rearranjo
cromossdmico complexo entre Zaprionus e as espécies do género Drosophila, sendo
que as marcagdes secundarias podem indicar a presenga de outros genes da familia

TGF, a qual pertence o gene Dpp.
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INTRODUCAO

A familia Drosophilidae estd entre uma das mais diversas e mais amplamente
distribuidas da ordem Diptera, consistindo de cerca de 2500 espécies que se destacam
pelo uso nos estudos de ecologia, genética, desenvolvimento e evolucao (Wheller, 1981,
1986). Mesmo sendo amplamente estudados, muitos trabalhos de filogenia e taxonomia
de drosofilideos se mostraram bastante controversos. Arvores filogenéticas baseadas em
caracteres morfologicos e moleculares as vezes sdo contraditorias e a disposi¢cdo de
grupos fora do género Drosophila podem se mostrar mais proximos do que alguns
subgéneros (Thomas e Hunt, 1993; Kwiatowski e Ayala, 1999).

Dentro da familia Drosophilidae, o género Zaprionus tem recentemente se
destacado pela invasdo da sua espécie mais comum, Zaprionus indianus, que se
distribuiu por toda a regido Neotropical nos ultimos seis anos (Vilela, 1999). Em sua
invasao no Brasil, Z. indianus assumiu um comportamento nunca antes observado entre
drosofilideos, atacando frutos em inicio do estado de maturagdo, tornando-os
improprios para o consumo e causando prejuizos na comercializagdo de figos e outros
frutos cultivados na regido Sudeste (Vilela et al, 2001). Ao migrar para a regido
Nordeste, espécimes de Z. indianus foram encontrados colonizando frutos nativos,
representando uma ameaga para regides produtoras de frutos como o Vale do Rio Sado
Francisco (Santos et al, 2003)

O género Zaprionus, que consiste atualmente de 56 espécies, foi inicialmente
relacionado ao grupo immigrans do género Drosophila, por apresentarem faixas branco-
prateadas no mesonotum (Throckmorton, 1975). Essa relacdo foi posteriormente
contestada, uma vez que todas as espécies do género Zaprionus estudadas possuem uma
configuracdo de cariotipo considerada mais ancestral, com cinco pares de acrocéntricos
e um par de cromossomos pontuais, em contraposi¢do a composi¢ao de um par
metacéntrico, um par acrocéntrico e dois pares telocéntricos presentes no grupo
immigrans (Pasteur, 1978).

Apo6s nova analise de caracteres morfoldgicos, Grimaldi (1990) propds uma nova
classificagdo da familia Drosophilidae, baseada em relagdes monofiléticas entre os
grupos e colocou o género Zaprionus divergindo antes do surgimento do género
Drosophila. Contudo, estudos posteriores baseados nas seqiiéncias moleculares dos
genes da Dopa decarboxilase (Ddc) (Tatarenkov et al, 1999), da Alcool desidrogenase
(Adh), Superoxido dismutase (Sod) e Glicerol-3-fosfato-deshidrogenase (Gpdh)
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(Kwiatowski & Ayala, 1999), apoiaram a idéia de que o subgenéro Sophophora
separou-se prematuramente da familia e apontou o género Zaprionus como um grupo
mais proximo do grupo immingrans e outros considerados como géneros distintos,
como proposto por Throckmorton (1975).

Estudos anteriores de cromossomos politénicos em Zaprionus mostraram que o
padrdo de cinco cromossomos longos e um sexto mais curto correlacionados com os
cinco pares de acrocéntricos € o par de cromossomo pontual ¢ caracteristica comum a
todo o género (Sciandra et al, 1973; Tsacas et al, 1977; Su et al, 1992; Hatch e Jeffery,
1992). O primeiro mapa por desenho em camara clara do complemento politénico de Z.
indianus foi confeccionado e publicado juntamente com a localizagdo das regides
organizadoras do nucléolo no cromossomo X e no par pontual, além da identificacdo de
uma inversao paracéntrica no cromossomo Il (Gupta e Kumar, 1987). Também existem
fotomapas construidos para Z. inermis (Hatch e Jeffery, 1992) e para Z. tuberculatus
(Su et al, 1992). Neste ultimo trabalho, foram mapeados os primeiros genes por
hibridizacdo in situ no género Zaprionus, permitindo estabelecer a correlagdo dos
cromossomos politénicos de Z. tuberculatus com os de D. melanogaster. Em Z.
indianus, dois genes de resposta ao estresse foram localizados nos cromossomos
politénicos, possibilitando pela primeira vez uma comparagdo entre o complemento
dessa espécie com os de outros drosofilideos (Campos, 2003). A localiza¢dao do gene
Hsp83 no cromossomo 1l e de Hsp70 no cromossomo V de Z. indianus apontou uma
possivel homologia com os cromossomos D ¢ E de Z. tuberculatus e com os bragos
cromossdmicos 3L e 3R de D. melanogaster, respectivamente.

Neste trabalho, um fotomapa com boa resolucdo dos cromossomos politénicos de Z.
indianus foi confeccionado, para possibilitar a localizacdo de regides marcadas por
hibridizacdo in situ, que poderd ser usado também para definir mais precisamente
pontos de quebra de inversdoes. Também foram utilizadas quatro sondas, obtidas a partir
do genoma de D. melanogaster, para localizar os genes Hsr-w, Ubiquitina (Ubi),
Broad-Complex (Br-C) e Decapentaplegic (Dpp) nos cromossomos politénicos de Z.
indianus. O mapeamento destes genes tornou possivel sugerir a provavel homologia
cromossdmica entre espécies dos géneros Zaprionus € Drosophila, visando esclarecer as

relacdes evolutivas entre os drosofilideos.
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MATERIAIS E METODOS

Identificacdo e manutencéo dos estoques de moscas

Para este trabalho foi utilizada a linhagem VVI de Zaprionus indianus Gupta
1970 de Vila Velha (Itamaraca, PE, 07° 41° 157 S, 34° 48” 45” W), estabelecida desde
2001 no Laboratério de Genética Animal do Departamento de Genética da UFPE
(Campos, 2003). As espécimes foram capturadas com iscas de banana em vidros
cilindricos com capacidade para 150 ml e pelo recolhimento de frutos em estado de
fermentagdo, com a presenca de ovos e larvas de drosofilideos. O drosofilideo coletado
foi identificado de acordo com as chaves dicotdmicas de Tsacas e Chassagnard (1990) e
Chassagnard e Tsacas (1993). Os estoques das populagdo coletada sdo mantidos em
tubos de vidro com capacidade para 100ml, contendo meio de cultura estéril, preparado
com 100g de farinha de milho, 50g de banana madura, 30g de fermento bioldgico e 10g

de fungicida Nipagin diluido em 10ml de alcool, cozidos em 800 ml de dgua.

Construcéo do fotomapa

Para a construcdo do fotomapa dos cromossomos politénicos de Z. indianus,
foram confeccionadas laminas de glandulas salivares de larvas de terceiro estagio. As
glandulas salivares foram dissecadas em soro fisioldgico, tratadas por hidrélise acida
com HCI IN por 30 segundos (Hartmann-Goldstein, 1961; Gupta e Kumar 1987) e
depois fixadas em solugdo de acido acético, dgua e acido latico, na propor¢do de 3:2:1.
O material foi corado com orceina lacto-acética a 1%, como proposto por Ashburner

(1967) e, em seguida, esmagado por pressao sobre a laminula.

Amplificacdo e marcagéo dos plasmidios

Os plasmidios com os genes Hsr-w (Rysek et al, 1987), Ubi (Izquierdo et al,
1984), Br-C (Chao e Guild, 1986) e Dpp (St Johnston et al, 1990), clonados do genoma
de D. melanogaster, foram amplificados na bactéria Escherichia coli DH5a, cultivada
em meio LB com o antibiotico ampicilina (100pug/ml), seguido por extragdo em larga

escala por lise alcalina (Sambrook et al., 1989). Para a utilizacdo como sonda, o DNA
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plasmidial foi marcado com biotina utilizando o sistema BioNick DNA (GIBCO/BRL,

Paisley, Escocia).

Hibridizacao in situ

As laminas de cromossomos politénicos de Z. indianus foram preparadas de

acordo com a técnica de hibridagdo in situ de Engels et al. (1986). A hibridizacdo in situ

foi realizada em tampao contendo formamida a 50% a 37°C por 40 horas, usando 500
ng de sonda marcada para cada lamina. A revelagdo utilizou estreptoavidina/fosfatase
alcalina (SAP), azul de nitro tetrazolio (NBT) e fosfatase intestinal fetal bovina (BCIP),
todos da GIBCO/BRL (Paisley, Escocia). As laminas foram contra-coradas com uma
solugdo de orceina-lactoacética 1% diluida 1:10 em 4cido acético 45% e agua destilada
e posteriormente montadas com Entellan (Merck). Para o mapeamento cromossdmico
de cada gene, foram hibridizadas quatro laminas, excetuando-se o gene Dpp para o qual

foram hibridizadas e analisadas seis laminas.

Analise Microscopica

O material foi analisado em microscopio sob contraste de fase para determinar o
local e o nimero de marcagdes nos cromossomos politénicos das laminas hibridizadas.
Os cromossomos marcados por hibridizagdo in situ e os melhores nucleos das laminas
construidas para o fotomapa foram fotografados através de camera digital Sony Cyber-
Shot DSC-P73 programada para uma resolucio de 3.2 mp, acoplada ao

Fotomicroscopio Leitz Orthotoplan com objetiva de aumento de 100X.
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RESULTADOS

Construcéo do fotomapa

O fotomapa dos cromossomos politénicos de Zaprionus indianus estd representado
na Figura 1. O complemento ¢ constituido por cinco longos cromossomos
eucromaticos, que correspondem aos pares acrocéntricos | (cromossomo X) ao V, e um
pequeno cromossomo VI, correspondente ao par de minicromossomos. Baseado nas
principais marcas de reconhecimento do primeiro mapa desenhado em camara clara
para a espécie (Gupta e Kumar, 1987), foram distribuidas 38 se¢des e 152 subsecdes
neste fotomapa.

O cromossomo X (par | nas fémeas) ¢ facilmente individualizado em machos por
ser mais fino e claro, devido a sua condi¢ao de hemizigoto. Algumas marcas detalhadas
no mapa desenhado por Gupta e Kumar (1987) foram identificadas neste cromossomo,
tais como a sua caracteristica ponta aberta, a estrutura em forma de bulbo com duas
bandas fortes na sessdo 6A e um outro bulbo na 3A, que parece ter forte tendéncia a se
romper em nosso material.

O cromossomo Il é um dos menores acrocéntricos, de tamanho similar ao
cromossomo |11. Poucas marcas sdo reconheciveis neste cromossomo, mas ele pode ser
identificado por possuir uma ponta suavemente arredondada seguida por duas bandas
fortes na secao inicial 9A.

O cromossomo |11 ¢ o de mais fécil identificacdo, pois sua ponta delgada apresenta
um conjunto de quatro faixas marcantes nas subsecdes 16A-B, seguidas por um pufe no
final da subsecdo 16B e de outras quatro faixas na subsecdo 16C e por um bulbo
caracteristico na subsecdo 16D. Outra marca evidente no mapa de Gupta e Kumar
(1987) ¢ a estrutura em forma de bulbo na se¢do 19C, também presente em nossas
preparagdes, freqlientemente em forma de um grande pufe delimitado por bandas fortes.

No cromossomo 1V, foi observada uma diferenca entre a ponta relatada como
pontiaguda por Gupta e Kumar (1987) e a observada em nossas preparagdes, que ¢é
notadamente aberta e reta, sem pufes e com bandas evidentes. Um outro ponto
marcador € o bulbo claro formado entre bandas mais escuras, na subse¢ao 24B.

O cromossomo V ¢ reconhecido por ter uma ponta em forma de fuso, com duas

regides de bandas claras (ou pufes) separadas por duas bandas fortes na subse¢do 31B.
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Ao longo de varias se¢des foi possivel encontrar outras formas de bulbos, como aqueles
claramente presentes nas subsecdes 33B e 35B.

O cromossomo VI é o menor elemento politénico, composto por uma unica se¢ao e
subdividido em quatro subsecdes, consistindo de quatro faixas escuras, sendo a mais

larga aquela proxima a base.

Localizagéo dos genes por hibridizagéo in situ

Para o mapeamento cromossdmico do gene Hsr-w, foram analisados 21 nucleos
politénicos que apresentaram sinais de hibridizacdo (Tabela I). Destes, 15 nucleos
apresentaram sinais na se¢do 32C do brago V (Figura 2), representando 71,4% dos
nucleos analisados. Outra marca na secdo 9CD apresentou uma menor freqiiéncia,
consistindo de 9,5% dos nucleos analisados.

Na analise das laminas marcadas com a sonda de Ubi, foram selecionados 31
nucleos politénicos (Tabela I). Nestas ldminas, houve marcacdo significativa em duas
regides dos cromossomos de Z. indianus. A marca na se¢do 10C do cromossomo |1
(Figura 3.A) foi detectada em 13 nticleos, o que representa 41,9% do total. A outra
marca, na se¢ao 17A do cromossomo Ill (Figura 3.B) foi observada em 12 ntcleos,
representando 38,7% dos nucleos marcados analisados.

Para a andlise da hibridizagdo do gene Br-C, foram selecionados 33 nucleos
politénicos com sinais de hibridizagdo (Tabela I). Apenas a se¢do 1D do cromossomo X
(Figura 4) apresentou marcagdo significativa, aparecendo em 16 nucleos marcados e
representando 48,5% do total. Com uma freqiiéncia menor, a regido 32C do
cromossomo V apareceu marcada em 9 nucleos, representando 27,7% do total.

Das laminas hibridizadas com sonda do gene Dpp, foram analisados 36 nucleos
politénicos com marcas (Tabela I). Uma tnica se¢ao na regido 32A do cromossomo V
(Figura 5A) obteve marcagdo significativa de 33,3%, aparecendo em doze nucleos
analisados. Outras marcas de Dpp apareceram com freqiiéncias menores nas segoes
16D (Figura 5C) e 17B (Figura 5D) do cromossomo Il ¢ 2BC do cromossomo X
(Figura 5A e 5B).
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Figura 1. Fotomapa dos cromossomos politénicos de Zaprinous indianus, baseado
na divisao de se¢des de Gupta e Kumar (1987). Arquivo de figura ampliada no formato

JPG encontrada em anexo.
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Tabela I. Freqiiéncia de localizagdo dos genes Br-C, Dpp, Hsr-ow e Ubi nos

cromossomos politénicos de Zaprionus indianus. N = total de nucleos

politénicos com marcagao identificada.

Gene Cromossomo Secao Frequéncia

Hsr-Omega (Hsr-m)

N=21 A% 32C 71,4%
II 9CD 09,5%

Ubiquitinina (Ubi)

N=31 II 10C 41,9%
I 17* 38,7%

Broad complex (Br-C)

N=33 X 1D 48,5%
\Y 32C 27, 7%

Decapentaplegic (Dpp)

N=36 A% 32* 33,3%
X 2BC 16,6%
I 16D 16,6%
I 17B 11,1%




Figura 2. Hibridizagdo (seta) da sonda do gene Hsr-w na seg¢do 32C do

cromossomo V de Zaprionus indianus.
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Figura 3. Hibridizagdes (setas) da sonda do gene Ubi nos cromossomos

politénicos de Zaprionus indianus: (A) na secdo 10C do

cromossomo Il e (B) na se¢dao 17A do cromossomo I11.
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Figura 4. Hibridizacdo (seta) da sonda do gene Br-C na se¢do 1D do

cromossomo X de Zaprionus indianus.
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Figura 5. Hibridizag¢Ges (setas) da sonda do gene Dpp nos cromossomos politénicos de
Zaprionus indianus: em (A) podem ser observadas hibridizagdes na se¢do 32A
(seta 1) do cromossomo V, e na regido 2BC (seta 2) do cromossomo X; (B)
hibridizacdo na mesma secao 2BC do cromossomo X em outro nticleo; também

foram observadas marcas no cromossomo 11, nas se¢does 16D (C) e 17B (D).
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DISCUSSAO

Construcéo do fotomapa

Os cromossomos politénicos do género Zaprionus t€m sido relatados na literatura
como sendo dificeis de serem estudados, devido ao seu alto estado de enovelamento,
alta afinidade do citoplasma pelos corantes dos cromossomos e baixo grau de
politenizagdo (Hartmann-Goldstein, 1961; Gupta e Kumar, 1987). Outra dificuldade
refere-se a relativa fragilidade destes cromossomos, que costumam facilmente se
fragmentar (Hatch e Jeffery, 1992). Mesmo diante dessas dificuldades, algumas
espécies do género tiveram o complemento cromossdmico estudado, como Z.
multistriatus (Sciandra et al, 1973), Z. sepsoides (Tsacas et al, 1977) e Z. indianus
(Gupta e Kumar, 1987), tendo sido confeccionados fotomapas para Z. inermis (Hatch e
Jeffery, 1992) e Z. tuberculatus (Su et al, 1992). Considerando esses estudos, o padrao
de cinco bragos longos e um sexto mais curto parece ser uma caracteristica comum a
todas as espécies do género. Um fotomapa foi construido neste trabalho para utilizacao
como mapa de referéncia para Z. indianus, apresentando todos os elementos politénicos
da espécie.

Diversas dificuldades surgiram ao tentar utilizar o mapa desenhado em camara clara
por Gupta e Kumar (1987) para Z. indianus na comparacdo com 0S Cromossomos
politénicos obtidos da linhagem estudada neste tabalho. Foi dificil diferenciar os
diversos elementos politénicos, tanto pelas diferencas de ativacdo de bandas quanto
pela baixa resolucdo do mapa desenhado. Por estes motivos foi imprescindivel construir
um fotomapa com resolu¢do adequada a partir do material obtido de populagdes locais,
0 que permitiu o reconhecimento dos elementos e divisao das segdes e subsecdes, de
maneira a possibilitar a determinagdo da localizagdao de genes ap6s hibridizagao in situ.
O maximo esfor¢o foi realizado para distribuir as se¢des e subse¢des exatamente como
no mapa desenhado por Gupta e Kumar (1987), que facilitard a utilizagdo deste
fotomapa por outros grupos de pesquisa, para a definicdo de pontos de quebra de
inversdes ou ativacao génica diferencial durante o desenvolvimento larval. Contudo,
algumas divergéncias podem ter permanecido, devido justamente as dificuldades
provocadas pela baixa resolucdo da reproducdo em pequeno tamanho do mapa
publicado, que ndo permitiu reconhecer todas as bandas em cada se¢do, pelo menos no

material coletado.
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Localizagéo dos genes por hibridizagéo in situ

Uma comparagdo dos cromossomos politénicos entre espécies dos géneros
Drosophila e Zaprionus realizada por Su et al (1992) permitiu estabelecer homologia
entre os cromossomos de D. melanogaster e Z. tuberculatus. Na segunda espécie do
género em que os elementos foram correlacionados, Z. indianus, a localizagdo de dois
genes altamente conservados, Hsp70 e Hsp83, mostrou homologia entre os
cromossomos V ¢ Ill, respectivamente, com os bragos 3R e 3L de D. melanogaster
(Campos, 2003), mas outros genes precisavam ser mapeados para confirmar os dados
obtidos e permitir a correlagdo dos demais elementos.

A localizagdo do gene Hsr-w na regido 32C do cromossomo V de Z. indianus
confirma sua relagdo com o braco 3R de D. melanogaster, correspondente ao elemento
E de Muller, apontada anteriormente pelo mapeamento do gene Hsp7(, presente nesses
mesmos elementos (Campos, 2003). Uma vez que o brago 3R corresponde ao
cromossomo E de Z. tuberculatus (Su et al, 1992), inferimos que este corresponda ao
ao cromossomo V de Z. indianus. Em seis espécies do subgrupo montium (grupo
melanogaster) o homologo de Hsr-w foi localizado no mesmo elemento cromossomico,
correspondente ao brago 3R de D. melanogaster (Drosopoulo et al, 1996). A
conservacdo da posicdo do gene Hsr-o no elemento E de Muller entre os drosofilideos
também permitiu estabelecer homologias entre cromossomos de outras espécies do
género Drosophila, como em D. willistoni, em que o gene foi localizado na secao 94A
do cromossomo Il (Rieger, 1999) e em D. hydei, presente na secdo 48B do
cromossomo 2 (Garbe e Pardue, 1986; Ryseck et al, 1987).

A marcagdo da subse¢do 17A do cromossomo 1 de Z. indianus pela sonda do gene
Ubi corrobora sua homologia com o brago 3L de D. melanogaster, anteriormente
indicada pela localiza¢do do gene Hsp83 no mesmo cromossomo (Campos, 2003). Uma
segunda marcacdo significativa de Ubi na se¢do 10C do braco Il, com freqiiéncia
similar, aponta a possivel existéncia de um loco homologo também nesta secdo.
Marcagdes duplas deste gene Ubi também foram detectadas em diferentes bragos
cromossomicos, correspondentes aos elementos B e D, em duas espécies do grupo
willistoni, D. paulistorum e D. equinoxialis (Rieger, 1999). Em algumas linhagens de
D. melanogaster, o loco de poliubiquitina, além da localizacdo na se¢do 63F do brago

3L, aparece também na regido SF do cromossomo X (Izquierdo, 1994). A segunda
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marcacao de ubiquitina em Z. indianus também poderia ser explicada pela existéncia de
um gene codificador de uma proteina fusionada com um mondmero de ubiquitina. Em
D. melanogaster, existem locos na regido 97A do brago 3R e na regido 31E do brago
2L que codificam proteinas ribossomais fundidas a ubiquitina (Izquierdo, 1994),
tornando possiveis de serem localizados pelas sondas de hibridizacao in situ. Com
sondas produzidas a partir dessas ubiquitinas fusionadas, foram realizadas hibridizagdes
em duas espécies do grupo repleta, tendo sido observada a presenga de trés marcagdes
adicionais, além da regido B1ld do braco cromossomico 4 de D. repleta e D. buzzati,
que corresponde ao sitio de poliubiquitina da regido 63E de D. melanogaster (Ranz et
al, 1997). Considerando as evidéncias da literatura, a segunda marcagao de ubiquitina
no cromossomo II de Z. indianus indica sua possivel homologia com o elemento B de
Muller.

A marcagdo mais significativa do gene Br-C, localizada na se¢do 1D do
cromossomo X de Z. indianus, demonstra a correlagdo com o cromossomo X de D.
melanogaster, onde este gene esta presente na secdo 2B5 (Chao e Guild, 1986).
Anteriormente, o maior cromossomo do complemento de Z. indianus foi identificado
como o cromossomo sexual, devido a sua tonalidade mais fraca em individuos machos,
caracteristica comum na maioria das espécies de drosofilideos (Gupta e Kumar, 1987).
A localizagao do gene Br-C no cromossomo X de Z. indianus aponta uma conservagao
dos genes fixados entre essas espécies em bragos homologos, como observado também
em D. willistoni, onde a sonda deste gene hibridizou a se¢do 16A do brago
cromossomico XL (Rieger, 1999). Os genes Br-C, dor e swi, que juntos formam um
agrupamento na regido 2B3-8 de D. melanogaster, foram hibridizados em espécies do
grupo virilis, repleta e obscura. A maioria das espécies apresentou sinais de
hibridiza¢do na regido telomérica do cromossomo X, enquanto que D. kanekoi (grupo
virilis) e D. pseudobscura (grupo obscura) apresentaram marcagdes na regiao distal e
proximal do cromossomo X, respectivamente. Somente uma das espécies D. hydei, do
grupo repleta, apresentou mais de doze sitios marcados em diferentes cromossomos, o
que levantou a possibilidade de repeticdes da regido 2B em algumas espécies (Kokoza
etal ,1992).

A hibridizacdo mais significativa do gene Dpp em Z. indianus foi localizada na
subsecdo 32A do cromossomo V, correspondente ao braco IR de D. melanogaster, de
acordo com o mapeamento dos genes Hsr-w ¢ Hsp70 discutido acima. No entanto, em

D. melanogaster o gene Dpp estd localizado na secao 22F1-3 do braco IIR,
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evidenciando uma discordancia na localizacao do gene Dpp de Z. indianus em relagao a
proposta de Muller (1940), de que os genes se conservam dentre 0s Cromossomos
homologos em Drosophila. Este achado indica que provavelmente ocorreu um
rearranjo complexo, envolvendo o gene Dpp, que diferencia as linhagens de Drosophila
estudadas de Z indianus. As diferencas entre os complementos politénicos de
diferentes espécies do género Drosophila se devem aos muitos rearranjos sofridos ao
longo do tempo. As alteracdes cromossOmicas mais comuns sdo as inversodes
paracéntricas, as fusdes e fissdes céntricas, responsaveis pela variagdo tanto na
disposicao dos genes como no niimero fundamental de cromossomos entre as espécies
(Ranz et al, 2001). Rearranjos mais abruptos, como translocagdes, sao considerados
muito raros em drosofilideos, mas, apesar de menos freqiientes que as inversdes
paracénctricas, as pericéntricas j4 foram evidenciadas entre os elementos A ¢ D em
espécies do grupo obscura (Segarra et al, 1995) e no cromossomo 2 de D. montana,
pertencente ao grupo virilis (Vieira et al, 1997).

A localizacdo dos homologos do gene Dpp, no elemento C de D. melanogaster € no
elemento E de Z. indianus (cromossomo V) implica que ocorreram rearranjos mais
complexos e incomuns nas linhagens que originaram esta espécie. Devido a falta de
estudos mais completos sobre as relagdes filogenéticas entre Zaprionus e outras
espécies de drosofilideos apontadas como mais proximas, as Hirtodrosophilas e as
pertencentes ao grupo immigrans (Throckmorton, 1975; Kwiatowski e Ayala, 1999),
ndo ¢ possivel afirmar que tipos de mudangas sofreram os complementos politénicos
desses géneros ao longo do tempo que as distanciaram evolutivamente. Do mesmo
modo, a auséncia de estudos anteriores de mapeamento do gene Dpp em outras espécies
de drosofilideos impossibilita uma conclusdo sobre sua possivel mudanca de
localizagdo. No entanto, o gene Dpp pertence a familia TGF-f, que possui
caracteristicas estruturais bem conservadas, mantendo alta similaridade entre espécies
diferentes de Drosophila e os genes homologos de organismos distantes
evolutivamente, como mamiferos (Ritcher et al, 1997). Em D. melanogaster, outros
genes desta familia, como o Scw e Gbb, possuem mais de 50% de similaridade entre
suas regioes ligantes e se encontram distribuidos em pelo menos quatro dos seis bragos
cromossomicos (Newfeld et al, 1997; Flybase, 2005). A presenca de outros genes com
tdo alta conservacdo na familia poderia explicar a presenca de outros sinais, embora
com menor freqiiéncia, presentes nos cromossomos Il e X de Z indianus,

respectivamente correlacionados com os bracos 3L e X de D. melanogaster.
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Os dados apresentados neste trabalho, quando comparados com a literatura
disponivel sobre a localizacdo de genes em Drosophila, compilados na Tabela II,
permitem afirmar que a hipotese de Muller (1940) de homologia entre os principais
elementos politénicos de Drosophila pode ser extendida para o género Zaprionus
(Tabela III), o que pode também ser considerado indicio de que a sintenia em grandes
segmentos cromossdmicos foi preservada entre estes géneros de drosofilideos.

Finalmente, os dados obtidos através do mapeamento por hibridizacdo in situ dos
genes Hsr-w, Ubi, Br-C e Dpp nos cromossomos politénicos de Z. indianus,
apresentados neste trabalho, indicam que esta espécie também conserva as principais
homologias com os elementos mullerianos, principalmente os elementos A, D ¢ E. A
segunda marcacao de ubiquitina pode ser considerada indicacdo indireta de homologia
do cromossomo Il desta espécie com o elemento B de Muller, de forma que, por
exclusdo, o cromossomo 1V corresponderia ao elemento C. Sera de grande importancia
estender a analise pela localizacao de genes no clado irmao do género Zaprionus, o
grupo immigrans (subgénero Drosophila), que possivelmente revelard a extensdo dos
rearranjos que os distinguem. Particularmente importante sera a utilizacdo de sondas de
genes localizados préximos ao gene Dpp em D. melanogaster para hibridizagdo em Z.
indianus, visando confirmar os resultados obtidos com este gene e verificar a extensao
do possivel rearranjo ocorrido. Permanece ainda a necessidade da localizacdo de outros
genes conservados nos cromossomos politénicos de Z. indianus, tanto para confirmar as
relagcdes com os elementos B ¢ C de Muller, como para, juntamente com a comparacao
do padrao de bandas, que sejam determinados quais tipos de rearranjos aconteceram na
divergéncia entre os géneros Zaprionus e Drosophila. Desta maneira, serd possivel
avaliar se grandes arranjos sinténicos foram preservados entre estes géneros ou se a

divergéncia envolveu também numerosos rearranjos intracromossdmicos.
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Tabela I11. Correspondéncia entre os elementos de Muller (1940) com os cromossomos
politénicos de varias espécies de drosofilideos.

Espécie Subgénero/grupo Elementos Ref
A| B | C|D|E
D. melanogaster Sophophora/melanogaster | X | 2L | 2R | 3L | 3R |1
D. willistoni Sophophora/willistoni XL | HR [ HL | XR | Il |2
D. subobscura Sophophora/obscura A | U E I O |3
D. pseudoobscura Sophophora/obscura XL | 4 3 | XR| 2 (3
D. repleta Drosophila/repleta X 3 5 4 2 |4
D. virilis Drosophila/virilis X | 4 5 4 2 |4
Z. tuberculatus Zaprionus sensu-stricto X| B | D] C]|E|5
Z. indianus Zaprionus sensu-stricto X | pvernpviig 7

Fontes: 1- Muller (1940); 2 — Rieger (1999); 3 — Steinemann et al (1984); 4 — Ruiz et al

(1997); 5 - Su et al (1992); 6 — Campos (2003); 7- Presente trabalho.

* Deduzido por exclusdo (ver texto).
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V. CONCLUSOES

O fotomapa construido para a linhagem VVI de Zaprionus indianus apresenta
resolugdo superior ao mapa desenhado em cadmara clara publicado, o que
possibilitard seu uso como mapa padrdo de referéncia, para determinagdo de
pontos de quebra de inversdes e mapeamento de genes hibridizados in situ,
fornecendo base fisica para caracterizagdes gendmicas posteriores;

As dificuldades encontradas na utilizagdo do mapa politénico desenhado para Z.
indianus devem-se a baixa resolugdo e as diferencas no padrao de ativacdo de
bandas, que revela diferengas regulatorias entre as linhagens utilizadas, como
aquelas observadas nas pontas dos cromossomos Il e 1V;

O cromossomo V de Z. indianus possivelmente corresponde ao elemento E de

Muller, com base na localizagdo do gene Hsr-@na se¢do 32C do cromossomo V,

que o correlaciona com o bragco 3R de Drosophila melanogaster. Esta conclusao
reforca a hipotese de homologia estre estes elementos politénicos, anteriormente
sugerida pela localizagdo do gene Hsp70, também compartilhado no mesmo
elemento;

O mapeamento do loco Ubi na secdo 17A do cromossomo Il de Z. indianus
apoia a indicagdo de homologia com o braco 3L de D. melanogaster e, portanto,
com o elemento D de Muller, apontada anteriormente pela localizagdo do gene
Hsp83 nos mesmos elementos;

A segunda marcagdo significativa da sonda Ubi na secdo 10C do cromossomo |1
de Z. indianus pode indicar um loco de ubiquitina fusionada, sugerindo um
indicio de que este elemento corresponderia ao braco 2L de D. melanogaster, e,
portanto, ao elemento B mulleriano;

A hibridizagdo do gene Br-C na secao 1D do cromossomo X em Z. indianus
sugere sua homologia com o cromossomo X de D. melanogaster e, portanto,
com o elemento A mulleriano;

O gene Dpp foi mapeado na se¢do 32A do cromossomo V de Z indianus,
embora sua localizagdo fosse esperada no cromossomo Il ou no IV, um dos
quais corresponderia ao brago 2L de D. melanogaster, indicando a possibilidade
de ter ocorrido rearranjo que o translocou de elemento;

As correspondéncias indicadas acima entre os elementos politénicos de Z.

indianus e D. melanogaster apdiam a hipotese de homologia entre os
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cromossomos X, I, 1l e V de Z. indianus com A, B, D e E de Z. tuberculatus,
respectivamente. Por exclusdo, o cromossomo 1V de Z. indianus seria
homologo ao cromossomo C de Z. tuberculatus;

Os resultados da localizacdo dos genes descritos no presente trabalho, em
comparacao com dados da literatura, apéiam a hipdtese de Muller de homologia
entre os elementos politénicos de Drosophila e sua extensdo ao género
Zaprionus;

Em perspectiva, a localizagdo dos mesmos genes em Z. indianus e D. immigrans
podera solidificar e ampliar a abrangéncia da comparacdo entre os géneros,

permitindo detectar os diversos rearranjos ocorridos em sua historia evolutiva.
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Homology among polytene chromosomes of Zaprionus and Drosophila:

photomap and gene mapping by in situ hybridization in Z. indianus

Sérgio Roberto de Souza Ledo da Costa Campos

ABSTRACT

The drosophilid Zaprionus indianus has become a potential insect pest in Brazil,
which had increased interest in its genetic characterization. It is already available the
description of mitotic karyotype and a line-drawing map of its polytene chromosomes in
the literature, however, the homology between its chromosomal elements with the
chromosomes of Drosophila is still lacking. This work describes a good resolution
photomap of Z. indianus polytene chromosomes, which can be used as the reference
map for identification of sections marked by in sifu hybridization with gene probes. The
Hsr-o probe was detected in section 32C of chromosome V, indicating its correlation to
the D. melanogaster 3R chromosomal arm and the Muller's E element, as already
suggested by the location of the Hsp70 gene. The Ubi probe hybridized consistently
both in sections 17A of chromosome 11 and 10C of chromosome |1, probably the first
being the poliubiquitin locus, which is in accordance with homology of D.
melanogaster 3L arm and to the mullerian D element, as suggested also by Hsp83 gene
location. The Br-C gene was mapped in section 1D, near the tip of X chromosome,
indicating its homology to the mullerian A element. The Dpp gene hybridized mainly in
section 32A of chromosome V and, in lower frequencies to other sections, although
none signal was observed as expected in the correspondent of mullerian B element. This
result has led to the suggestion of a rearrangement including Dpp locus in Z. indianus,

being the secondary marks possibly pointing to related genes of TGF-f3 family.

Master Dissertation, Programa de Pés-Graduagdo em Genética, UFPE, Recife,

Brazil.
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ANEXO

O caridtipo mitético, incluindo banda NOR, uma inversdo paracéntrica € um
mapa dos cromossomos politénicos, desenhado em camara clara (Figura 1), foram
descritos para Zaprionus indianus por Gupta e Kumar (1987). Foram localizados por
Campos (2003) por hibridizagao in situ nos cromossomos politénicos de Z. indianus os
genes Hsp70 (Figura 2) e Hsp83 (Figura 3).

. mr m]. T' ﬁ..]an ;

n "

Figura 1. Primeiro mapa politénico de Zaprionus indianus, feito em camara clara
por Gupta e Kumar (1987), dividido em 38 secdes e 152 subsegdes. O
circulo determina a parte basal ligada ao cromocentro.
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Figura 2. Cromossomo V de Zaprionus indianus, mostrando a hibridizacdo da
sonda do gene Hsp70 na secdo 34B (seta). A marcagdo foi encontrada
em 11 nucleos analisados, representando cerca de 68,7% das marcas

totais (Campos, 2003).
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Figura 3. Cromossomo Il de Zaprionus indianus, mostrando a hibridizagdo da
sonda do gene Hsp83 em duas secdes (setas). Na se¢do 17C, onde
apareceu em 44,4% das marcagdes totais e na se¢dao 18B, em cerca de

38,8% das marcagdes (Campos, 2003).
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