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Resumo

A disponibilidade de 12 genomas sequenciados de espécies do género
Drosophila enfatizou a importancia da citogenética, incluindo a construcdo de
fotomapas dos cromossomos politénicos de outras espécies do género. Esta
ferramenta é relevante para a localizacdo de genes, deteccdo de diversidade
genética entre populacées e para a verificacdo de inferéncias evolutivas. A
proposta deste trabalho foi de ampliar os estudos citogenéticos no género
Drosophila, através da construcao do fotomapa dos cromossomos politénicos e
mapeamento génico em Drosophila sturtevanti, devido a escassez de dados
citogenéticos do grupo saltans. Para a preparacédo do fotomapa foi utilizada a
linhagem DIR (Dois Irmaos, Recife) coletada no Campus da UFRPE em 2009.
O fotomapa mostrou que o complemento cromossémico € constituido por cinco
bracos eucromaticos. O par | € submetacéntrico, representado pelos bragos XL
e XR, o par Il € metacéntrico representado pelos bracos IIL e IIR e o
cromossomo |ll & acrocéntrico. Foram observadas duas diferentes inversoes
paracéntricas, uma no braco XL e outra no cromossomo lll. Para os genes
Hsp70 e Hsp83 foram identificadas apenas uma marcagcdo relevante, no
cromossomo Il (secdo 86) e no braco XR (secdo 32), respectivamente. Os
resultados encontrados possibilitaram a comparacdo do genoma de D.
sturtevanti com o genoma de outras espécies e, ainda, sugerem a homologia
cromossOmica entre 0s grupos saltans, willistoni e melanogaster.

Palavras-chave: Drosophila; fotomapa; Hsp70; Hsp83; Hibridizac&o in situ.



Abstract

The availability of sequenced genomes of 12 species of the genus Drosophila
emphasized the importance of cytogenetics, including preparation of polytene
chromosome maps of other species. This tool is relevant to gene mapping, detection
of genetic diversity among populations, as well as checking for evolutionary
inferences. The purpose of this work was to broaden the evolutionary studies in the
genus Drosophila, through the preparation of Drosophila sturtevanti polytene
chromosomes photomap and gene mapping, which are unavailable to saltans group
species. The strain DIR (Dois Irmaos, Recife), collected in the UFRPE campus in
2009, was used to prepare a photomap. The photomap showed that the
chromosome complement consists of five euchromatic arms. The pair | is
submetacentric, represented by XL and XR arms, pair Il is metacentric represented
by IIL and IIR arms, and chromossome Il is acrocentric. Were observed two different
paracentric inversions in polytene arm XL and in chromosome Ill. The Hsp70 and
Hsp83 genes were mapped in the section 86 of XR arm and in the section 32 of
chromosome |lll, respectively. These results allowed the comparison of D. sturtevanti
to other species also suggest the chromosomal homology between groups saltans,
willistoni and melanogaster.

Key words: Drosophila; photomap; Hsp70; Hsp83; In situ Hybridization.
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1. Introducéo

O grupo saltans é composto por pequenas moscas, descrito como membro
do subgénero Sophophora do género Drosophila. Na descri¢cao original, o grupo
incluia apenas espécies escuras, tendo sido posteriormente ampliado para incluir
espécies amareladas. Com base nas caracteristicas dos 0rgdos genitais
masculinos e morfologia externa do corpo, o grupo saltans foi subdivido em cinco
subgrupos: cordata, elliptica, parasaltans, saltans e sturtevanti. A espécie tipo do
subgrupo sturtevanti, D. sturtevanti, € a espécie mais dispersa do grupo saltans,
ocorrendo nas ilhas do Caribe e do México até o Sul do Brasil. Tal dispersdo a
torna ideal para estudos evolutivos. Varios estudos sobre o papel dos elementos
de transposicao nesta espécie foram realizados. Contrastando com a abundancia
de estudos com elementos de transposicao, os dados citogenéticos Sdo escassos
tanto para espécie como para o grupo.

Neste trabalho, o fotomapa dos cromossomos politénicos de D. sturtevanti
foi confeccionado para possibilitar a identificacdo das regides génicas marcadas
pela técnica de hibridizacao in situ e identificar os pontos de quebra de inversbes
ocorridas na linhagem de estudo. Nas localizacdes cromossdmicas dos genes
Hsp70 e Hsp83 foram utilizadas sondas obtidas a partir do genoma de D.

melanogaster.

A construcdo do fotomapa e o mapeamento fisico de genes proporciona o
inicio nos estudos citogenéticos em D. stutervanti. Assim, este trabalho visa
contribuir para o entendimento das relagfes evolutivas entre 0os grupos saltans e

willistoni do subgénero Sophophora, do género Drosophila.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Ordem Diptera

A ordem Diptera (Insecta, Arthropoda) é uma das mais ricas em numero de
espécies de moscas, representando 10-15% das espécies conhecidas de
animais, e sendo ecologicamente um dos grupos de organismos mais
diversificados (Kitching et al. 2005). Estima-se que 150 mil espécies de Diptera
foram descritas, mas o0 numero total de espécies de moscas existentes é
subestimado (Thompson, 2005). As espécies de dipteros foram classificadas em
cerca de 10.000 géneros, 150 familias, 22 a 32 superfamilias, 8 a 10 infraordens e
2 subordens (Yeates & Wiegmann 1999; Thompson, 2005).

Diversos autores (Kukalova-Peck, 1991; Griffiths, 1996; Merritt et al., 2003)
sustentam a monofilia ou origem comum de Diptera, estabelecida através de
alteracoes morfolégicas reconhecidas como sinapomorfias, incluindo a
transformacédo das asas traseiras em halteres e desenvolvimento da por¢ao oral
em regido esponjosa, diferindo dos demais insetos. Entretanto, foi proposto um
carater merofilético, ou seja, varios clados possuem origem distinta (Yeates &
Wiegmann, 1999).

Dipteros sdo insetos didicos e oviparos, com desenvolvimento
holometabolo. O tamanho corpéreo varia, em geral, entre 3 e 15 mm de
comprimento. Apenas as asas anteriores possuem funcéo de voo, as posteriores
foram modificadas em érgdos de equilibrio denominados balancins ou halteres.
Existe diversidade nas pecas bucais, como por exemplo, aparelho sugador,
picador-sugador ou lambedor. A postura dos ovos € proxima ou sobre o substrato,
para facilitar o encontro do alimento pelas larvas ao eclodir. As larvas geralmente

sdo apodas e vermiformes. As pupas sdo geralmente iméveis e seu casulo é
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formado a partir da Ultima exdvia larval. A partenogénese é rara, sendo
encontrada em espécies das familias Psychodidae, Chironomidae e Drosophilidae

(Buzzi & Myazati, 2002).

2.1.1. Familia Drosophilidae

A familia Drosophilidae diferenciou-se dentro do agrupamento merofilético
Cyclorrhapha, um dos mais estudados da ordem Diptera. A diversificagcdo de
Cyclorrhapha foi datada aproximadamente no Cretdceo (100-140 milhdes de
anos) e os fosseis das familias Drosophilidae e Muscidae foram localizados a
partir do Eoceno (Yeates & Wiegmann, 1999).

A familia Drosophilidae pertence a superfamilia Ephydroidea, que contém
duas grandes familias, Ephydridae e Drosophilidae, bem como varias familias
menores, tais como Camilidae, Diastatidae e Curtonotidae (McAlpine, 1989;
Thompson, 2005). Baseado na similaridade de habitos alimentares, Throckmorton
(1975) sugeriu que Diastatidae seria a familia mais préxima de Drosophilidae.

As espécies pertencentes a familia Drosophilidae sao vulgarmente
conhecidas como moscas-das-frutas ou, mais apropriadamente, moscas-do-
vinagre, por se alimentarem em material organico em decomposicdo. Possuem
pequeno porte, com tamanho médio entre 2,5 a 3,0 mm de comprimento, olhos
com coloracdes avermelhadas e asas hialinas, algumas espécies podem
apresentar veias esfumacadas ou manchas em suas asas, como as drosdfilas
havaianas (Wheeler,1981). O corpo apresenta variagcdo de coloracdo, sendo
encontradas espécies claras a escuras e/ou ocorrer variacdo de ornamentacao
como, listrado ou manchado, tal como nas espécies do grupo saltans e faixas

prateadas no género Zaprionus (Markow & O’Grady, 2006).
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2.1.2. Género Drosophila

Muitos aspectos da biologia sdo similares na maioria dos organismos,
entretanto, alguns sdo mais faceis de estudar do que outros. Drosophila
melanogaster é utilizada como organismo modelo a mais de 100 anos, fazendo
com que atualmente seja um dos eucariotos multicelulares melhor caracterizados
em todos os niveis. Os primeiros experimentos com Drosophila remontam ao ano
de 1910, no laboratério de Thomas Hunt Morgan. Incialmente, o tamanho
pequeno, grande niumero de descendentes e facilidade de cultivo e manipulacdo
foram o que converteram D. melanogaster em uma espécie ideal para os estudos
de transmissédo de genes e mutagénese. Na primeira década do Século XXI, a
analise comparativa dos genomas de 12 espécies de Drosophila, inico género de
eucariotos com tal numero de genomas disponiveis, contribuiu de forma definitiva

para firmar D. melanogaster como modelo biolégico (Clark et al., 2007).

O Género Drosophila possui 8 subgéneros e cerca de 1.400 espécies,
apresenta alta diversidade e ampla distribuicdo geografica (Wheeler, 1986). O
subgénero Sophophora que foi estabelecido por Sturtevant (1939), compreende
332 espécies subdivididas em oito grupos, entre 0s quais 0 grupo saltans que

contém o subgrupo sturtevanti (Bachli, 2013).

Embora a taxonomia do género Drosophila seja alvo de bastante
controvérsia. A versdo mais atual e aceita divide o género da seguinte maneira

(Bachli, 2013).
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Ordem Diptera
Subordem Cyclorrhapha
Divisdo Schizophora
Secdao Acalyptratae
Superfamilia Ephydroidea
Familia Drosophilidae
Subfamilia Drosophilinae
Tribo Drosophilini
Subtribo Drosophilina
Género Drosophila
Subgéneros

« Dorsilopha

« Drosophila

« Siphlodora

« Sophophora

« Chusqueophila

« Dudaica

« Phloridosa

« Psilodorsha

Grupo saltans

Subgrupo cordata
Subgrupo elliptica
Subgrupo parasaltans
Subgrupo saltans

Subgrupo sturtevanti

Espécie Drosophila sturtevanti
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=7147&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=43845&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=46877&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=46879&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=7215&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

2.1.3 Grupo saltans

O grupo saltans foi estabelecido por Sturtevant (1929), como membro do
subgénero Sophophora. Na descricdo inicial, 0 grupo incluia apenas as espécies
escuras, tendo sido posteriormente estendido para incluir espécies amareladas
por Magalhdes (1956). Magalhdes e Bjornberg (1957) subdividiram o grupo
saltans em cinco subgrupos, cordata, elliptica, parasaltans, saltans e sturtevanti,
baseados nas caracteristicas dos 6rgados genitais masculinos e morfologia externa
do corpo. O subgrupo sturtevanti ocuparia uma posicado intermediaria durante a
diversificacdo, enquanto os subgrupos cordata e elliptica foram os primeiros a
divergir na historia do grupo saltans, os subgrupos saltans e parasaltans seriam
os mais recentes (O’Grady et al., 1998).

O mapa desenhado em céamara clara por Cavalcanti (1948) faz de D.
prosaltans a Unica espécie do grupo saltans que possui um mapa politénico (Fig.
1). A espécie apresenta cinco bracos politénicos de tamanhos similares, sendo
dois correspondentes ao cromossomo X (bracos XL e XR), dois ao cromossomo |l
(bracos IIL e 1IR), que sdo metacéntricos, e um braco maior correspondente ao
cromossomo lll, que é acrocéntrico.

As espécies mais proximas com disponibilidade de mapas politénicos sdo as
do grupo willistoni (Sorsa, 1988; Schaeffer et al, 2008; Rohde e Valente, 2012),
considerado o grupo irmédo de saltans ambos situados na base da filogenia de

Sophophora (Robe et al., 2005).
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Figura 1. Mapa desenhado em cémara clara de D. prosaltans (Cavalcanti, 1948)



Drosophila sturtevanti (Fig. 2 A e B) € a espécie tipo representativa do
subgrupo sturtevanti, do grupo saltans do género Drosophila. Este subgrupo inclui
também D. rectangularis, D. milleri, D. magalhdesi e D. dacunhai (Mourdo e
Bicudo, 1967; Bicudo, 1979). Com base no isolamento reprodutivo, Bicudo (1979)
sugeriu que a sequencia de derivacao filogenética no subgrupo sturtevanti seria:
D. magalhdesi, D. milleri, D. sturtevanti e D. dacunhai. Embora a ampla
distribuicdo geografica de D. sturtevanti possa indicar sua ancestralidade no
grupo.

A espécie mais dispersa do grupo saltans é D. sturtevanti, ocorre desde as
ilhas do Caribe e do México até o Sul do Brasil, tornando-se assim ideal para
estudos de evolugdo. Varios estudos sobre o papel dos elementos de
transposicdo nesta espécie foram realizados (Almeida et al., 2003; Castro &
Carareto, 2004; Silva & Kidwell, 2004).

Contrastando com a abundancia de estudos com elementos de
transposicdo, os dados citogenéticos sdo escassos para D. sturtevanti.
Dobzhansky e Pavan (1943) descreveram o cariGtipo mitGtico, que apresenta
2n=6, com o par 1, 0 metacéntrico maior, correspondendo aos cromossomos
sexuais, sendo o0 par 2 um autossomo metacéntrico e o par 3 um autossomo
acrocéntrico, um pouco menor que o par 1. Kobayashi e Bicudo (1997)
apresentaram a analise de 37 linhagens de D. sturtevanti, relatando 18 inversdes
paracéntricas heterozigoticas, a maioria no cromossomo Ill. No entanto, ndo ha
na literatura um mapa dos cromossomos politénicos de D. sturtevanti, necessario
para uma melhor caracterizacdo citogenética e gendémica. Powel et al (2003)
sequenciaram o0s genes, RpL32, Adh, Hsp83, Sod, Gpdh, per e ry de D.

sturtevanti, com base nessas sequéncias foi realizada a andlise filogenética e o
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padrdo do uso de coédon, em relacdo as espécies dos grupos willistoni e
melanogaster. Os resultados demonstraram que o padrdo do uso de cdédon é
semelhante para todas as espécies e que a divergéncia genética, entre

saltans/willistoni, possivelmente, ocorreu ha 20 milhées de anos.

Figura 2. Exemplares fémea (A) e macho (B) da linhagem DIR da espécie Drosophila sturtevanti

(Fotos da Linhagem DIR, no Laboratério de Experimentacdo em Drosophila).

2.2. Organizacdao estrutural do genoma de Drosophila

Comparar os genomas de diferentes espécies é fornecer informacdes
sobre os padrdes e as taxas de evolugdo com a finalidade de permitir inferéncias
de informag&o das espécies mais estudadas para outras com menos informacao.
Mapas fisicos facilitam a identificagdo de marcadores moleculares, assim como

genes e sequéncias. Atualmente, estdo disponiveis mapas fisicos do genoma de
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muitas espécies de Drosophila, bem como a sequéncia completa de nucleotideos
de 12 espécies (Murphy et al., 2001; Clark et al., 2007; Bhutkar et al., 2008).

Drosophila continua a ser um excelente modelo para realizar estudos de
gendmica comparada. A existéncia de cromossomos politénicos e da
disponibilidade de clones gendmicos permite uma comparacado direta da
organizacdo do genoma em diferentes espécies do género (Sidén-Kiamos, 1990;
Segarra, 1995; Hahn, et al., 2007; Behura, et al.,, 2011;). Estruturalmente, o
genoma de Drosophila € heterogéneo, mas classicamente duas regifes sao
distinguidas nos cromossomos, a heterocromatina e a eucromatina. A
eucromatina € formada em 80% por sequéncias de DNA codificante e os 20%
restantes na maior parte por sequéncias moderadamente repetitivas, como
elementos de transposicdo. A heterocromatina encontra-se principalmente nas
regides centroméricas dos autossomos, enquanto metade do cromossomo X e 0
cromossomo Y sao heterocromaticos. Esta porcdo do genoma consiste,
essencialmente, de elementos de transposicdo, DNA satélite e 0os genes que
codificam o RNA ribossomal e histonas (Powell, 1997).

Muller (1940), Sturtevant e Novitski (1941) propuseram que o cariétipo
ancestral do género Drosophila seria formado por cinco cromossomos médios
acrocéntricos e um cromossomo puntiforme. Enquanto o numero de
cromossomos € variavel no género, existe uma notavel conservacao do conteudo
génico dos bracos cromossomicos. Dois tipos de alteracbes cromossdmicas Sao
predominantes na evolucdo cariotipica de Drosophila: fusdo ou fissdo de
centrbmeros e inversfes paracéntricas. A hipotese de Miller pode ser
demonstrada analisando a distribuicdo dos cariétipos das filogenias do género

Drosophila (Powell, 1997).
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Em estudos genéticos comparativos, Muller (1940), Sturtevant e Novitski
(1941) foram também os primeiros a salientar que diferentes espécies do género
tendem a ter mutantes fenotipicos similares nas mesmas familias génicas.
Baseados no padrdo de banda e interbanda e com auxilio desses mutantes foi
possivel estabelecer um sistema de nomenclatura cromossémica comum para
todo o género. Cada cromossomo ou braco cromossdmico apresentaria
correspondéncia com um dos seis elementos cromossOmicos propostos,
conforme representado na Tabela 1 (Powell, 1997). As comparacgdes evolutivas,
através da busca de homologias cromossomicas, também se estendem para além
do género Drosophila, como exemplo, Musca, Anopheles e Aedes, entre outros

(Heckel, 1993; Hahn et al., 2007; Behura et al., 2011 ).

Tabela 1. Homologia cromossémica entre algumas espécies do subgénero

Sophophora de Drosophila.

Espécies Elementos de Muller
A B C D E F
Melanogaster X 2L 2R 3L 3R 4
Simulans X L IR L IR 4
Ananassae XL-XR IR L L IR X
Willistoni XL IR L XR Il
Suboscura A U E J @) D

Fonte: Powell, 1997.

2.2.1. Cromossomos politénicos em Drosophila

Em alguns tecidos de insetos e plantas, os nucleos em diferenciacédo

passam novamente pelas fases S e G2 do ciclo celular, mas ndo completam a
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divisdo. Os cromossomos descondensam mais uma vez e os nucleos entram em
um novo periodo G, caracterizando os ciclos endomitéticos, sendo o produto

desses ciclos denominados nucleos polipldides (Zhimulev, 1996).

Nas glandulas salivares em dipteros forma-se um tipo especial de nucleo
polipléide, nos quais as novas cromatides irmds, surgidas apds cada ciclo
endomitético, sdo mantidas completamente pareadas, dando origem aos
cromossomos politénicos. A cromatina torna-se visivel devido ao pareamento dos
cromonemas irmaos e ao alto nivel de poliploidizacdo. O posicionamento lado a
lado dos cromb6meros forma o padrdo de bandas e interbandas. Em sua
morfologia podemos observar inversbes heterozigoticas paracéntricas e/ou
pericéntricas, delecbes e regibes alargadas com intensa atividade génica
denominada pufes. Em insetos, estes cromossomos podem ocorrer também em

células do ceco gastrico e tubulos de Malpighi (Zhimulev, 1996).

Os cromossomos politénicos foram descritos por Balbiani em 1881,
observando glandulas salivares do diptero Chironomus. Observando células em
meiose Lilium e Belling (1928) descreveram que o cromonema tinha aparéncia de
“colar-de-contas”, e que cada espessamento contém genes. Assim, a partir de
1930 os cromossomos politénicos passaram a ter mapeamentos de genes por
analise de mutantes, construcao de mapas citogenéticos e a organizacao de suas

principais estruturas morfologicas (Zhimulev, 1996; Novikov et al., 2007).

A construcdo de mapas dos cromossomos politénicos continua sendo uma
importante ferramenta citogenética, com grande utilidade didatica como guia de
conferéncia de marcas fisicas durante a montagem de sequéncias de DNA (Clark

et al., 2007; Bhutkar et al, 2008) e para comparacdo cromossémica em estudos
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evolutivos (Campos et al, 2007; Bhutkar et al, 2008; Schaeffer et al, 2008; Rohde

e Valente, 2012).

2.3. Hibridizag&o in situ

A hibridizacdo in situ detecta sequéncias especificas de DNA ou RNA,
utilizando como sonda uma sequéncia complementar de acido nucléico marcado
radioativa ou quimicamente (Lancellotti et al., 2000; Villa, 2000). Tem sido
aplicada em cromossomos de diversos organismos, principalmente para
localizacdo de sequéncias repetitivas. Combinada aos cromossomos politénicos
ela € especialmente informativa, também para localizar genes de coépia Unica,
tendo sido utilizada em diversos géneros de dipteros, tais como Rhagoletis
(Procunier e Smith, 1993), Aedes (Brown & Knudson, 1997), Anopheles (Benedict
et al., 1993; Kumar & Collins, 1994) e Zaprionus (Campos et al., 2007). A
hibridizacdo in situ permite realizar a “cartografia cromossémica” das espécies,
através da localizacdo de genes. A hibridizacdo in situ € extremamente util para
estudos evolutivos no género Drosophila, através da comparacédo da localizacéo
dos genes entre D. melanogaster e outras espécies, permitindo a identificacdo de
blocos de sintenia génica e de rearranjos cromossOmicos entre as espécies

(Campos et al., 2007).

2.4. Proteinas de Choque Térmico
Quando uma célula sofre estresse severo, algumas funcées sao paralisadas
ou pelo menos retardadas, tais como os processos de transporte, sintese de

DNA, RNA e de proteinas. Entretanto, as células de todos o0s organismos
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respondem aos estresses através de transcricdo e subsequente traducdo de um
grupo especifico de proteinas altamente conservadas, denominadas “proteinas de
estresse” (Locke et al., 1990). A definigdo “proteina de estresse” tem carater
genérico na descricdo de eventos biologicos, uma vez que diferentes estimulos
podem induzir o mesmo mecanismo de defesa celular (Welch, 1993).

Esse conjunto particular de proteinas sédo preferencialmente expressas sob
condicdes de variacdes térmicas e podem ser chamadas de proteinas de choque
térmico (Hsps, do inglés heat shock proteins). A sintese de proteinas de choque
térmico, também chamadas de chaperonas moleculares, é induzida quando a
variacdo ambiental perturba o sistema fisiolégico de um organismo, na medida em
gue suas proteinas desnaturam (Frydman, 2001). Sob tais condicbes as Hsps e
outras chaperonas moleculares estabilizam a desnaturacéo proteica através do
reenovelamento de proteinas desnaturadas e/ou facilitacdo da degradacdo de
proteinas irreversivelmente desnaturadas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Estas
respostas fisiolégicas aos estresses se mantém conservadas entre o0s
organismos, tanto procariotos como eucariotos (Lee & Delinger, 1991).

Samali e Orrenius (1998) indicaram que o acumulo de proteinas
danificadas pode ndo somente sinalizar a inducao de Hsps, mas também iniciar o
programa de autodestruicdo celular, conhecido como apoptose. As Hsps ainda
exercem funcdes de assisténcia no dobramento e redobramento conformacional
de proteinas, na catalise de isomerizacdo cis/trans de peptideos e no
reconhecimento de residuos de prolina, para definir a conformacdo correta de
segmentos das proteinas alvos (van Eden & Young, 1996; Feige et al., 1996; Neto
et al., 2008). Também atuam em processos de alteracdo homeostética, tais como

exposicdo a metais pesados, aumento na concentracdo de calcio intracelular,
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diminuic@o de glicose para fornecimento de energia as células, infecgfes virais e
bacterianas, hipoxia, andlogos de aminoécidos, estresse oxidativo e presenca de
toxinas (Welch, 1993; Yellon & Marber, 1994).

A descoberta da resposta ao choque térmico ocorreu ao observar o
aumento especial nas sec¢des dos cromossomos politénicos de D. busckii depois
do tratamento térmico das moscas. Aos expor as larvas ao choque térmico, houve
a inducao de novos pufes, que também surgiram em resposta a outros tipos de
estresse (Zhimulev, 1996).

As Hsps sdo uma classe de proteinas altamente conservadas, desde seres
procariotas até o homem, o que é um indicativo de seu grande valor evolutivo
(Peetermans, 1995). As Hsps sao agrupadas de acordo com seus pesos
moleculares, sendo definidas como familias HSP20, HSP47, HSP60, HSP70,
HSP90 e HSP110 e a familia da Ubiquitina (Nover & Scharf, 1991; Jaattela &
Wissing, 1992).

Os membros das familias que possuem o menor peso molecular (12 — 43
kDa) sdo conservados e ubiquitinados (Jakob et al., 1993; Kim et al., 1998). Essas
proteinas facilitam a redobragem correta de proteinas danificadas (Jakob et al.,
1993; Rogalla et al., 1999). As proteinas da familia HSP60 sdo também
chamadas de chaperoninas. Em eucariotos séo sintetizadas no citoplasma e
transportadas para a mitocondria. Estdo associadas com a matriz mitocondrial,
producdo, armazenamento e transporte de proteinas na mitocondria (Richter-
Landsberg & Goldbaum, 2003).

A Hsp70 é a mais abundante entre as proteinas de choque térmico sendo
apontada como sendo a responsavel pelo mecanismo de sensibilidade a

temperatura, como um termémetro celular, que regula a expressao das demais
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proteinas de choque térmico (Craig & Gross, 1991). Além das funcbes de
chaperonas e de protecdo celular, tém forte interacdo com o0s receptores de
horménios quando h4 um aumento de sua concentracdo nas células (Tsai e
O’Malley, 1991; Welch, 1993). A Hsp70 € composta por dois dominios, um
dominio de ATPase e uma proteina dominio de ligacdo (Zhu et al., 1996). A
atividade de Hsp70 é regulada por cofatores, como o grupo de proteinas que
contém um dominio J e uma Hsp40 (Kampinga & Craig, 2010). Esse dominio
interage com o dominio ATPase da Hsp70 estimulando a hidrélise do ATP
vinculado. Juntos, vinculam proteinas ndo-nativas e entregam a Hsp70
(Goloubinoff & De Losrios, 2007).

Em D. melanogaster foram identificados cinco cépias do gene Hsp70, com
grau de homologia superior a 75% (Lindquist & Craig, 1988; Pardue et al. 1992).
As coOpias estdao localizadas em duas diferentes secbes no braco IR,
apresentando dois locos na secdo 87A7 e trés locos na secdao 87C1 (Livak et
al.,1978).

As proteinas da familia Hsp90 podem ser consideradas como
"recicladoras”. Suas metas sdo manter de forma competente o estado dobravel
das proteinas até que toda a célula se recupere e torne-se capaz de fornecer a
energia para o processo de redobragem. Membros desta familia ligam
acompanhantes de varios peptideos, tanto in vitro quanto in vivo (Menoret et al.,
1999). Estes residuos de peptideos, que escapam da acdo proteolitica
citoplasmatica, podem seriamente interferir nos processos de sinalizacdo (Blum et

al., 2000), e portanto, representam uma grande ameaca para a funcao celular.

As chaperonas da familia Hsp90 estdo presentes no citosol de procariotos

e células eucarioticas em condi¢fes fisiolégicas normais, como também, em
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condicdes de estresse (Welch & Feramisco,1982). Os membros da familia génica
Hsp90 sdo conservados em bactérias, leveduras, insetos e mamiferos, tendo
como principais representantes os genes Hsp83 e Hsr-Omega. Esses genes séo
0S maiores transcritos de choque térmico em Drosophila e sdo expressos

constitutivamente (Frydman, 2001).

O mRNA de Hsp83 encontra-se pronto para a traducdo ap0s o estresse
(Pardue et al.,, 1992; Vazquez et al., 1993). Os transcritos de Hsp83, em
Drosophila, demonstraram ser induzidos durante o desenvolvimento ovariano,
onde podem ser encontrados em grande abundancia em células nutricionais. Sua
importancia esta, também, relacionada com a agédo do horménio ecdisona durante
a embriogénese (Arrigo & Tanguary, 1991) e no tamponamento da variacao

morfologica criptica (Rutherford e Lindquist, 1998).

Em D. melanogaster, o gene Hsp83 foi localizado no braco IlIL, secao
63B11 (Holmgren et al., 1981) e o gene Hsr-6mega, encontra-se no braco IR,

secado 93D (Pardue et al., 1990).

Embora o género Drosophila seja o grupo de organismos eucariontes com
0 maior numero de genomas sequenciados e que apresenta o maior volume de
conhecimento disponivel, o género ainda retém diversas duvidas e controvérsias,
tanto sobre a relacdo interna entre os subgéneros Sophophora e Drosophila,
quanto sobre as relacdes externas com outros grupos como Zaprionus. Neste
sentido, evidéncias tém se acumulado de que o género Drosophila seja um grupo
parafilético, necessitando de ampla revisdo taxonémica para refletir a real relagcéo
filogenética entre os grupos de espécies (Robe et al, 2005; Katoh et al, 2007).

Assim, a ampliacdo da andlise genbmica e evolutiva destas espécies, bem como
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a inclusao de outras espécies, portanto, trara novas hipoteses fundamentais para

o0 esclarecimento das relagdes filogenéticas dentro deste grupo.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Inferir as relagBes evolutivas entre as espécies Drosophila sturtevanti, D.
willistoni, D. melanogaster, através do mapeamento de genes evolutivamente
conservados nos cromossomos politénicos de D. sturtevanti, para comparacao

evolutiva de varias espécies.

3.2 Especificos

1. Preparar o fotomapa de referéncia para os cromossomos politénicos de D.
sturtevanti;

2. Descrever as inversdes que ocorrem na linhagem DIR;

3. Mapear por hibridizacdo in situ permanente (PISH) os genes Hsp83 e Hsp70
em D. sturtevanti;

4. Comparar o posicionamento destes genes em D. sturtevanti, D. willistoni e D.
melanogaster, levantando novos dados sobre as relagdes filogenéticas no

subgénero Sophophora.
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4. Material e Métodos

4.1. Linhagem utilizada, cultivo e manutencao dos estoques

A linhagem DIR (coletada no Campus Dois Irm&dos da UFRPE, em Recife
em 2009) é cultivada em vidros tampados com rolhas de espuma, contendo o
meio de cultura, onde ocorre a postura dos ovos, para a obtencéo das larvas para

preparacdes citoldgicas.

O meio de cultura foi preparado com farinha de milho (1509), aveia (509),
centeio (25g), fermento biolégico (10g), mel (30g), banana (100g batida em 100
ml de agua). Depois de misturados os ingredientes, foi feito o cozimento em forno
de microondas por 15 minutos com homogeneizacdo a cada 1 minuto. Apos o
cozimento foram adicionados o antifungico Nipagin (metilparabeno, 1,5g em 30 ml
de etanol) e os acidos fosférico e propidnico (6ml de cada, diluidos em 20ml de

agua destilada).

4.2. Tratamento das laminas

Nas preparacdes cromossdmicas com coloracdo as laminas foram
previamente lavadas com detergente e deixadas para secar por 24 horas,
protegidas de poeira. Apos a secagem foram imersas em uma solucéo de gelatina
comestivel incolor em uma proporc¢éo 7,5g/L, dissolvida em agua destilada. Apoés

a secagem as laminas gelatinadas foram armazenadas em caixas a 4°C.

As laminas que receberam preparacfes cromossdmicas para hibridizacéo
foram inicialmente lavadas com detergente e expostas para secar por 24 horas.

Posteriormente, foram imersas em &alcool 70% (TA) por 1 hora, em solucéo
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SSC/Denhardt’s a 65°C por 2 horas e 30 minutos e fixadas em etanol-acético

(3:1) por 30 minutos. Depois de secas foram armazenadas a 4°C.

As lavagens das laminulas foram feitas com detergente comercial, seguida
por banho em etanol 70% contendo gotas de &cido cloridrico. Apés a secagem,
foram imersas em solucdo de silicone em proporcdo de 1:50, diluido em

cloroférmio. Depois de nova secagem, foram armazenadas a 4°C.

4.3. Preparacdes citoldgicas

Larvas de D. sturtevanti no 3° estagio, ideal para a visualizagcdo dos
cromossomos politénicos, foram dissecadas segurando com pingas os lados
anterior e posterior do corpo (denticulos do aparelho bucal e regido posterior) e
puxando até retirada da porcdo anterior com as glandulas salivares. Depois de
separadas, as glandulas foram colocadas na lamina e adicionado fixador (3 acido
propibnico : 2 agua destilada : 1 acido latico). Apos 3 minutos o excesso de
fixador foi retirado com papel filtro e adicionado o corante (Orceina 2%) por 3
minutos. O material foi esmagado e espalhado sob laminula (Ashburner, 1967).
Depois de retirado o excesso de corante das bordas, as laminulas foram seladas

com esmalte para evitar o ressecamento.

Na preparacdo das laminas para hibridizacdo foi seguida a mesma
metodologia para as preparacdes coradas. Entretanto, foi adicionada uma gota de
acido propidnico a 45% e o fixador por 3 minutos, sem a adicdo do corante. Para
facilitar a aderéncia do material cromossdmico, as laminas foram deixadas na
horizontal por no minimo 18 horas. Apds este periodo as laminulas foram

retiradas com nitrogénio liquido, seguido por banhos de estringéncia, conforme
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descrito em Campos et al (2007). Foram confeccionadas 250 laminas sem

coloracédo, sendo utilizadas cinco para o mapeamento de cada gene.

4.3.1. Construcéo do fotomapa

O fotomapa dos cromossomos politénicos de D. suturtevanti foi construido
a partir dos cromossomos politénicos extraidos das glandulas salivares de larvas
no 3° estagio. Os melhores ndcleos analisados foram fotografados no Sistema de

Captura Digital de Imagem IMG50® acoplado ao microscoépio Leica DMLB.

Para a identificacdo dos bracos politénicos foi utilizado inicialmente o mapa

da espécie D. prosaltans produzido em camara clara (Cavalcanti, 1948).
4.4. Amplificagc&do e marcagéo dos plasmidios

Plasmidios pBR322 contendo fragmentos conservados dos genes Hsp70
(Livak et al.,1978) e Hsp83 (Holmgren et al., 1981), clonados a partir do genoma
de D. melanogaster, foram obtidos dos respectivos autores. Apos amplificacdo na
bactéria Escherichia coli em meio LB com o antibiético amplicilina a 100 pg/mi
(Ausubel et al., 2002), os plasmidios completos foram marcados com biotina,
utilizando o sistema BioNick DNA (Invitrogen) e utilizados como sondas. A
marcacao respeitou as condi¢cdes experimentais necessarias para que a maior

parte dos fragmentos estivesse por volta de 500pb.

4.5. Hibridizacéo in situ

A hibridizacao in situ permanente (PISH) foi realizada em tampao contendo
50% de formamida, por 40h a 37°C, utilizando 500ng de DNA marcado para cada

lamina  (Rieger et al, 2007). A revelagdo foi realizada com
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estreptoavidina/fosfatase alcalina (SAP), azul de nitrotetrazélio (NBT) e bromo-
cloro indolil fosfato (BCIP), em condi¢des de estringéncia superior a 50% (SSC 2X
a 37°C), conforme Silva-Valenzuela et al. (2006). As laminas foram contra-

coradas com orceina-lactoacética 2% e montadas em Entellan (Merck).

Os nucleos politénicos foram analisados individualmente, em microscopio
Nikon Alphaphot-Y52 sob contraste de fase, e os sinais de hibridizagdo foram
contados e fotografados em aumento de 1000X. Foi considerado como indice
consistente de marcacéo a presenca de sinal de hibridizacdo em pelo menos 30%

dos nucleos marcados, conforme indicado por Rieger et al. (2007).
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5. Resultados

5.1. Fotomapa dos cromossomos politénicos

O fotomapa dos cromossomos politénicos de Drosophila sturtevanti foi
preparado a partir da linhagem DIR e mostra que o complemento € constituido por
cinco bracos eucrométicos. O fotomapa completo dos cromossomos politénicos
de D. sturtevanti (Fig. 3) foi dividido em 100 secdes, sendo entre 15 a 24 secdes
por braco. Todos os bracos estdo orientados com as regiées centroméricas para o
lado esquerdo e as regides teloméricas para o lado direito. A identificacdo dos
bracos foi baseada na tendéncia a permanecerem conectados e na comparacao e

reconhecimento das principais marcas homélogas com outras espécies.

O par | corresponde ao cromossomo X, que apresenta morfologia
submetacéntrica, pois 0 braco XL € menor que o XR, sendo também o menor de
todos os bracos politénicos. O braco XL foi subdividido em 15 sec¢des, da secédo 1
a 15, apresentando como principais marcas de reconhecimento a ponta aberta e
constricdes evidentes nas sec¢des 10, 11 e 13, bem como as regides de pufes
bem visualizados nas sec¢fes 3, 6, 9, 10 e 13. O braco XR foi subdividido em 20
secbes, da secdo 16 a 35 apresenta marcas bem caracterizadas e de facil
identificacdo. Sua ponta em forma de leque seguida de trés faixas intensas (secéo
35), e grandes pufes nas secfes 18 e 27, sendo este 0 maior observado no 3°
estagio. Também apresenta constricdes nas secfes 18 e 21. E uma sequéncia na

secao 25 que pode ser visualizada como faixas sobressalentes na horizontal.

O cromossomo |l apresenta-se metacéntrico, embora o braco IIL seja
levemente menor que o bracgo lIR. O braco IIL foi subdividido em 20 secdes, de 36
a 55 cujas principais marcas de identificacdo sao o grande pufe na secao 49 e

outro menor na sec¢do 45. O pufe da secdo 49 é o segundo maior do 3° estagio
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enquanto que o da secgéo 45 é arredondado com uma faixa pontilhada no centro,
na regido central do braco. Foram observadas constricbes nas sec¢bes 39, 44 e
50. O braco IIR esté dividido em 21 secdes, da 56 a 76. Apresenta ponta em
forma de bulbo com duas faixas evidentes pontilhadas, finalizando em uma
constricdo apos uma banda forte. Entretanto, a constricdo mais evidente € a da

secdo 65. O maior pufe do braco esta localizado na secéo 73.

O cromossomo |ll representa o Unico par acrocéntrico, sendo o maior dos
bracos politénicos da espécie. Esta subdividido em 24 secdes, da 77 a 100 e
mostra ponta fusiforme. Os maiores pufes deste cromossomo s&o visualizados
nas secdes 85 e 90. A ultima banda da secao 83 tem aspecto pontilhado. A Unica

constricao evidente € na secao 98.

5.1.2. Ocorréncia de inversoes

Duas diferentes inversbes foram observadas na linhagem DIR de D.
sturtevanti com baixa frequéncia no braco politénico XL envolvendo as secdes 1 a

12 e no cromossomo lll, entre as secdes 82 a 86 (Fig. 4 e Fig. 5).

5.1.3. Hibridizacao in situ permanente

Para o gene Hsp70 foram analisados 140 nucleos politénicos, dos quais
102 nucleos foram marcados (Tabela 2). Destes, 56 nucleos apresentaram
marcas na secdo 86 do braco cromossdémico Il representando 55% dos nudcleos
analisados (Fig. 6). Outras marcas apareceram em menor frequéncia em 26

nucleos, na se¢édo 62 do cromossomo IR com frequéncia de 25%. Em 8 ndcleos
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na sec¢do 40 do cromossomo lIL, com frequéncia de 8%. E em 12 nulcleos na

secado 30 do braco XL, com frequéncia de 12%.

Na hibridizacdo do gene Hsp83 foram analisados 98 nucleos, dos quais 45
ndcleos estavam marcados (Tabela 2). Destes em 28 nucleos foi possivel
identificar a localizacéo do sinal de hibridizacéo, observado na secéo 32 do braco
cromossdmico XR, representando 62% (Fig. 7). Outras marcagbfes com
frequéncias menores foram identificadas, em 7 ndcleos, na secédo 70 do bracos
IR com frequéncia de 15%. Em 5 ndcleos, na se¢édo 40 do braco IIL e na sec¢éo

81 do cromossomo Ill ambas com frequéncia de 11%.

Tabela 2. Frequéncia de localizacdo dos genes Hsp70 e Hsp83 nos cromossomos
politénicos de Drosophila strutevanti. N = total de nucleos politénicos com

marcacao identificada.

Genes Cromossomo Secao N Frequéncia
Hsp70 102
I 86 56 54,90%
IR 62 26 25,49%
L 40 8 7,84%
XR 30 12 11,76%
Hsp83 45
XR 32 28 62,22%
IR 70 7 15,55%
L 40 5 11,11%
11 81 5 11,11%
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Figura 3 — Fotomapa dos cromossomos politénicos de Drosophila sturtevanti, linhagem DIR. Os centrdmeros estéo voltados a esquerda.
Linhas continuas indicam extens@es de inversées encontradas na linhagem. Escala: 10um
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Figura 4 — Inversdo detectada no braco XL de D. sturtevanti — Linhagem DIR, envolvendo as

secbes 1 a 12 (seta). Escala: 10um
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Figura 5— Inversdo observada no braco Il de D. sturtevanti — Linhagem DIR, envolvendo

as secdes 82 a 86 (seta). Escala: 10um
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Figura 6 - Marcacéo (seta) da sonda do gene Hsp70 na secédo 86 do braco Ill (A), secdo 62 do
cromossomo IIR (B), se¢&o 40 do cromossomo IIL (C) e secéo 30 do brago XL (D) de

Drosophila sturtevanti. Escala: 10pm.
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Figura 7 - Sinal da sonda do gene Hsp83 na sec¢éo 32 (seta) do braco XR (A), na se¢édo 70 do

braco IIR (B), na secéo 40 do braco IIL(C) e na se¢édo 81 do cromossomo Il (D) de

Drosophila sturtevanti. Escala: 10pum

44



6. Discussao

6.1. Fotomapa e caracterizacao cariotipica de D. sturtevanti

ApOs o desenvolvimento da técnica de espalhamento dos cromossomos
politénicos (Painter, 1933), a construgcdo do mapa cromossémico de Drosophila
melanogaster por Bridges (1935) estabeleceu um padrdo para os mapas dos
politénicos, dividindo os seis bracos da espécie em 102 sec¢bes (Zhimulev, 1996).
Desde entdo, foram preparados mapas politénicos para grande numero de
espécies de Drosophila (Sorsa, 1988), cuja importancia se mantém atualmente,
tendo sido utilizados no programa de sequenciamento gendmico de varias
espécies de Drosophila (Clark et al, 2007; Bhutkar et al., 2008; Schaeffer et al.,

2008).

A confeccdo do fotomapa para os cromossomos politénicos de Drosophila
sturtevanti permite caracterizar a espécie por meio citogenético, tornando mais
facil a identificacdo do complemento cromossdmico. Os mapas de cromossomos
politénicos permitem relacionar os mapas fisicos e genéticos e, ainda, podem ser
Uteis na identificacdo de rearranjos cromossdmicos, de modo que sera possivel
fazer inferéncias evolutivas e/ou filogenéticas, através da comparacao com outras
espécies (Sperlich & Pfriem, 1986; Anderson et al., 1991; Krimbas & Powell,

1992).

A espécie D. sturtevanti tem sido pouco estudada do ponto de vista
citogenético, possivelmente devido ao grande enovelamento e a relativa
fragilidade dos bracos cromossémicos, que costumam se fragmentar facilmente,

de maneira similar ao que ocorre com D. prosaltans (Cavalcanti, 1948). A

confeccdo do fotomapa coloca a espécie em outro nivel citogenético,
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possibilitando o inicio de esclarecimento da sua historia evolutiva dentro do grupo
saltans. Uma das aplicac6es do fotomapa € a utilizacdo para mostrar a posi¢céo de
genes localizados através da técnica de hibridizac&o in situ. Da mesma forma,
tornam-se uma Otima ferramenta para um futuro programa de sequenciamento
gendmico ou de genes interesse (Aggarwal et al.,, 2009; Andreyenkova et al.,
2009; Schemerhorn et al., 2009).

O fotomapa de D. sturtevanti apresenta cinco bracos politénicos, similar a
D. prosaltans, embora a morfologia cromossdémica seja divergente entre as duas
espécies. A principal divergéncia € que em D. sturtevanti o cromossomo X é
submetacéntrico, sendo o brago XL claramente menor que o XR, enquanto em D.
prosaltans o cromossomo X foi descrito como metacéntrico (Cavalcanti, 1948).

N&o foi encontrado em D. surtevanti um elemento cromossémico pontual
livre, correspondente ao elemento F de Muller, de modo similar ao descrito para
D. prosaltans (Cavalcanti, 1948) e para o grupo willistoni (Schaeffer et al, 2008).
Este fato sugere que a fusdo do elemento F com E, descrito para o grupo
willistoni, pode ter ocorrido antes da divergéncia entre 0os grupos saltans e

willistoni.
6.2. Ocorréncia de Inversoes

A linhagem DIR de D. sturtevanti foi escolhida para confec¢do do fotomapa
por apresentar poucas inversfes. N&o € estranho que entre as duas inversdes
paracéntricas relatadas uma ocorra no cromossomo lll, pois, Kobayashi e Bicudo
(1997) analisando 37 linhagens relataram a ocorréncia de 18 diferentes inversdes
paracéntricas no cromossomo lll. Na linhagem DIR, pode-se, também relatar uma

nova inversao paracéntrica ocorrida no braco politénico XL.
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6.3. Localizagdo de genes por hibridizacao in situ

A localizacdo do gene Hsp70 na secdo 86 do cromossomo lll indica sua
correspondéncia deste com o elemento E de Muller (Fig. 8). Em D. willistoni o
gene Hsp70 estd localizado no cromossomo Il também correspondente ao
elemento E (Bonorino et al., 1993), da mesma maneira que em D. melanogaster
0 gene esta localizado no braco IlIR, que corresponde ao elemento E de Muller
(Livak et al., 1978). A localizac&o do gene Hsp83 em D. sturtevanti encontra-se na
secdo 32 do braco cromossémico XR, indicando que corresponde ao elemento D
de Muller (Fig. 8). Em D. willistoni o gene Hsp83 esta localizado no brago XR, que
corresponde ao elemento D de Muller (Schaeffer et al, 2008). Em D. melanogaster
este gene esta localizado no braco IlIL, que corresponde ao Elemento D

(Holmgren et al., 1981).

Considerando a relacao evolutiva proxima, ja que sao considerados grupos
irmaos na base da filogenia do subgénero Sophophora (Robe et al., 2005), os
grupos willistoni e saltans apresentam estrutura e morfologia cromossémica muito
similares. O caridtipo mitético de ambos 0s grupos é composto por dois pares
aproximadamente, submetacéntricos, correspondentes aos cromossomos X e Il e
um par acrocéntrico correspondente ao cromossomo Il (Cavalcanti, 1948;
Schaeffer et al., 2008). Os bracos XL e XR seriam homologos aos elementos de
Muller A e D, respectivamente, os bracos IIR e IIL homdlogos aos elementos B e
C, também respectivamente, e o cromossomo |l homoélogo ao elemento E, em
cuja base estaria fusionado o elemento F (Schaeffer et al., 2008). Desta maneira,
pode ser inferido que em D. sturtevanti ocorreu 0 mesmo evento que
proporcionou a reorganizacdo cromossdmica observada em D. willistoni,

provavelmente antes da diferenciacdo dos grupos willistoni e saltans.

47



Para o grupo saltans a construcdo do fotomapa e o mapeamento por
hibridizacao in situ dos genes Hsp70 e Hsp83 do presente trabalho séo pioneiros.
Uma vez que o elemento F deve estar fusionado a outro, possivelmente ao E e
gue foram identificados os elementos D (XR) e E (lll), falta identificar os bracos
cromossoémicos de D. sturtevanti correspondente aos elementos A, B e C. Ja que
0 braco XL de D. willistoni corresponde ao elemento A, o mesmo pode ser
sugerido para o braco XL de D. sturtevanti. A hibridizacdo de outros genes
devera definir a correspondéncia dos bragos IIL e IIR de D. sturtevanti com os

elementos de Muller.

E de grande relevancia a continuidade da hibridizagdo de genes em D.
sturtevanti, visando estender os resultados obtidos com estes genes. Além da
confirmacdo dos elementos de Muller, podera ser verificada a extensdo dos
possiveis rearranjos cromossOmicos ocorridos no grupo saltans. Por fim, a
localizacdo de varios genes indicard a extensdo da sintenia génica que ocorre
entre 0s grupos saltans e willistoni, bem como com outras espécies de
drosofilideos, proporcionando robustez para esclarecer 0s rearranjos que

aconteceram na divergéncia entre 0s grupos.
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A B Cc D E F Elemento de Muller

Hsp83 Hsiﬂo
CHOES . O 7 D. melanogaster
X 2L 2R 3L 3R 4
H’s'p83 HspT0
XL XR IL IIR m D. willistoni
HspB83 HspT0
[ C L 1 Ol i
XL XR L IR m D. sturtevanti

Figura 8. Relacdo de homologia entre os elementos cromossdmicos de D. sturtevanti, D. willistoni

e D. melanogaster e sua relacdo com os elementos de Muller (Fontes: Schaeffer et

al., 2008 e presente trabalho).
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7. Conclusdes

1.

4.

A construcédo do fotomapa da linhagem DIR de Drosophila sturtevanti
possibilita seu uso como padrdo de identificacdo dos bragos

cromossOmicos e pontos de quebras de inversoes;

As inversdes paracéntricas identificadas na linhagem DIR D. sturtevanti

foram encontradas no brago XL e no cromossomo |l;

Na linhagem DIR de D. sturtevanti, os genes Hsp70 e Hsp83 estéo
localizados respectivamente, no braco Ill que corresponde ao elemento

E de Muller e XR que corresponde ao elemento D;

A organizagdo cromossdmica de D. sturtevanti assemelha-se a de D.
prosaltans e de D. willistoni, indicando que o0s principais rearranjos
cromossOmicos entre 0s grupos saltans e willistoni ocorreram

anteriormente a sua divergéncia.
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