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RESUMO 
 

O grupo willistoni de Drosophila é composto por espécies muito abundantes 

nas comunidades neotropicais da família Drosophilidae. O grupo inclui 24 espécies, 

sendo seis delas pertencentes ao subgrupo willistoni, constituído por espécies 

crípticas, semiespécies ou subespécies. Diversos estudos podem ser encontrados 

para Drosophila paulistorum, que é considerada uma superespécie, composta por 

seis subespécies (Amazônica, Andino-Brasileira, Centro-Americana, Interior, 

Orinocana e Transicional). Os estudos acerca das divergências evolutivas entre 

estas subespécies são realizados há décadas. As abordagens comportamentais 

(isolamento reprodutivo), de variações dos caracteres morfológicos taxonômicos, 

dos padrões diferenciados dos cromossomos, da sequencias de nucleotídeo de 

genes, e efeito de endossimbiontes, ilustram bem a importância de D. paulistorum 

para os estudos evolutivos. Nesse contexto, foi objetivo deste trabalho estabelecer 

marcadores moleculares para auxiliar em futuras investigações das subespécies de 

D. paulistorum, com enfoque em populações naturais, recentemente coletadas em 

florestas úmidas do Brasil. Diante dos resultados de sequenciamento, Drosophila 

equinoxialis foi também incluída nas análises dos genes COI, COII, Ankyrin e 

PlexinB, e na caracterização inicial do endossimbionte Wolbachia pipientis. Diante 

da variabilidade encontrada nas espécies aqui estudadas, os resultados sugerem 

que diferentes genes são úteis para a diferenciação de diferentes níveis 

taxonômicos (espécies e subespécies), tomando como referência as amostras de 

indivíduos recentemente coletados em florestas úmidas do Brasil. 

Palavra-chave: Floresta Amazônica. Genes mitocondriais. Genes nucleares. 

Subespécies. Especiação. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The willistoni group of Drosophila is composed of very abundant species in the 

neotropical communities of the family Drosophilidae. The group includes 24 species, 

six of which belonging willistoni subgroup and consists of cryptic, semi-species or 

subspecies. Several studies can be found for Drosophila paulistorum, which is 

considered a superspecies, composed of six subspecies (Amazonian, Andean-

Brazilian, Central American, Interior, Orinocana and Transitional). Studies on the 

evolutionary divergences between the subspecies have been conducted for decades. 

Behavioral approaches (reproductive isolation), variations in taxonomic 

morphological characters, differentiated chromosome patterns, nucleotide gene 

sequences, and endosymbionte effects illustrate the importance of D. paulistorum for 

evolutionary studies. In this context, the objective of this work was to establish 

molecular markers to assist in future investigations of D. paulistorum subspecies, 

focusing on natural populations recently collected from Brazilian rainforests. Given 

the sequencing results, Drosophila equinoxialis was also included in the analysis of 

the COI, COII, Ankyrin and PlexinB genes, and in the initial characterization of the 

endosymbiont Wolbachia pipientis. Given the variability found in the species studied 

here, the results suggest that different genes are useful for the differentiation of 

different taxonomic levels (species and subspecies), taking as reference the samples 

of individuals recently collected in Brazilian rainy forests. 

Keywords: Amazon rainforest. Mitochondrial genes. Nuclear genes. Subspecies. 

Speciation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os subgêneros Sophophora e Drosophila correspondem a 90% da riqueza de 

espécies do gênero Drosophila, o qual é o mais especioso dentro da família 

Drosophilidae (BÄCHLI, 2019). O gênero Drosophila é o mais abundante e de 

interesse em estudos genéticos dentro desta família, abrangendo o grupo willistoni, 

composto por 24 espécies, distribuídas nos subgrupos willistoni, alagitans e 

bocainensis, com grande dispersão geográfica na região neotropical, que 

compreende desde a Flórida/EUA até o Uruguai e Norte da Argentina (VAL et 

al.,1981). 

Dentro do subgrupo willistoni há seis espécies crípticas, denominadas 

Drosophila willistoni, D. paulistorum, D. insularis, D. tropicalis, D. equinoxialis e D. 

pavlovskiana (CUNHA et al., 1950). Diversas metodologias têm sido propostas para 

auxiliar na identificação destas espécies crípticas, entre elas, destacam-se a análise 

dos cromossomos politênicos (ROHDE et al., 2006), e da genitália dos machos 

(ROHDE et al., 2010; ZANINI et al., 2015). Em qualquer uma destas opções, as 

dificuldades são grandes por envolver um trabalho minucioso de diferenciação, ou 

um bom conhecimento do pesquisador sobre estruturas morfológicas ou 

cromossômicas, ou recursos financeiros e equipamentos custosos para a aplicação 

de metodologias moleculares, envolvendo o sequenciamento de genes marcadores 

e detecção de variabilidade espécie-específica. Esta realidade tem dificultado o 

avanço dos estudos genético-evolutivos envolvendo as espécies do subgrupo 

willistoni e outras tantas encontradas especialmente nas florestas úmidas da região 

Neotropical. 

O sequenciamento completo dos genomas de 12 espécies do gênero 

Drosophila (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007) teve papel relevante no 

conhecimento genético de diversas espécies de drosofilídeos, entre elas Drosophila 

willistoni, a única espécie com ocorrência exclusiva na região neotropical investigada 

neste trabalho.  

Uma de suas espécies crípticas, Drosophila paulistorum é de muito interesse 

evolutivo, e seu genoma também está sendo sequenciado no momento (Miller, 

comunicação pessoal). D. paulistorum se caracteriza como uma superespécie, 

composta por diversas subespécies (ZANINI et al., 2018), algumas com capacidade 
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de gerar híbridos entre si (AMADON, 1967). Estudos sistemáticos de cruzamento 

entre diferentes linhagens de D. paulistorum revelaram a existência de seis 

subespécies como sugerido por Zanini et al. (2018), que estão, aos poucos, sendo 

melhor investigadas com metodologias modernas de sequenciamento e análise de 

genes, além de microscopia de varredura das estruturas da genitália (ZANINI et al., 

2018). As seis subespécies são denominadas Andino-Brasileira, Amazônica, 

Centroamericana, Orinocana, Transicional e Interior (DOBZHANSKY; SPASSKY, 

1959), e embora tenham sido descritas como morfologicamente muito semelhantes, 

exibem um isolamento taxonômico definido por diversos fatores, tais como os 

etológicos envolvidos no cruzamento (DOBZHANSKY; SPASSKY, 1959; EHRMAN; 

POWELL, 1982), os cromossômicos (como ordem e presença de inversões 

específicas) (ROHDE et al., 2006), a presença de endossimbiontes subespécie-

específicos (MILLER et al., 2010), entre outros.  

 



15 

 

 

 

2 JUSTIFICATIVA 
 
 

Devido a dificuldade de identificar taxonomicamente indivíduos oriundos de 

coletas recentes, e considerando a complexidade evolutiva existente dentro do 

subgrupo willistoni de Drosophila, principalmente dentro da superespécie Drosophila 

paulistorum, há uma exigência de mais estudos para resolver incertezas 

taxonômicas e obter conclusões mais completas e definitivas sobre esses indivíduos 

(KASTRITSIS, 1967; DOBZHANSKY; POWELL, 1975).  

É sabido que as duas espécies com maior número de subespécies 

reconhecidas, D. paulistorum e D. equinoxialis, estão espalhadas em uma ampla 

região geográfica, compartilhando entre si uma extensa área simpátrica, 

principalmente na região amazônica do Brasil, a mais estudada. Isso torna este rico 

bioma um local ideal para estudos de especiação no subgrupo willistoni.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  
 

Estabelecer marcadores genéticos eficientes para identificação das 

subespécies de Drosophila paulistorum e D. equinoxialis.  

 

3.2 Objetivos específicos 
 

 Avaliar padrões dos marcadores moleculares de genes mitocondriais (COI e 

COII e nucleares (PLEX B e ANK) para amostras recentes das subespécies 

que compõe as espécies crípticas Drosophila paulistorum e D. equinoxialis; 

 Contribuir para a melhoria na caracterização das subespécies, dos seus 
níveis de divergência evolutiva, e da sua ocorrência nas florestas úmidas do 
Brasil. 
 

 Analisar a ocorrência do endossimbionte Wolbachia pipientis em amostras de 

Drosophila paulistorum e D. equinoxialis em uma amostra recente da Floresta 

Amazônica; 
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.1 O gênero Drosophila 
 

Dos 78 gêneros que compoem a família Drosophilidae, com suas mais de 4 

mil espécies conhecidas, encontra-se o gênero Drosophila FALLEN 1823 (Figura 1). 

O gênero Drosophila é o maior não só em número de espécies conhecidas, com 

mais de 1200, como o mais amplamente distribuído geograficamente, dentro da 

familia Drosophilidae (BÄCHLI, 2019). Este se divide em oito subgêneros: 

Chusqueophila, Dorsilopha, Drosophila, Dudaica, Phloridosa, Psilodorha, Siphlodora 

e Sophophora (BÄCHLI, 2019). Dois subgêneros de Drosophila são os de maior 

destaque em estudos genéticos e evolutivos, Drosophila, constituído por pelo menos 

775 espécies conhecidas, e Sophophora, com 340 (BÄCHLI, 2019). Estes dois 

subgêneros correspondem a aproximadamente 90% das espécies da família 

Drosophilidae e são, por isso, os subgêneros mais estudados (MARKOW; 

O’GRADY, 2005).  

Nesse cenário, a espécie de drosofilídeo mais conhecida é, sem dúvida, 

Drosophila melanogaster, que vem sendo estudada desde o início dos anos 1900 

pelo famoso grupo de Thomas Morgan, sendo a primeira espécie do gênero a ter 

seu genoma totalmente sequenciado (ADAMS et al., 2000). 

Ainda que um grupo super estudado é relevante dizer que devido a sua 

elevada abundância nos mais variados ambientes tropicais em que ocorrem, 

especialmente na região Neotropical, sua contagem e identificação taxonômica são 

tarefas árduas para os grupos de pesquisadores que se dedicam a realizar coletas 

em campo e realizar estudos genéticos e evolutivos em laboratório. 
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Figura 1. Esquema filogenético entre os principais grupos do gênero Drosophila 

 

Fonte: (FLYBASE, 2010). 
 

 
 

4.2 Grupo willistoni 
 

O grupo willistoni pertence ao subgênero Sophophora. Este subgênero foi 

consolidado por Sturtevant (1939) como o segundo maior dentro do gênero 

Drosophila, tendo atualmente 340 espécies conhecidas, que se organizam nos 

grupos dentíssima, dispar, fima, melanogaster, obscura, populi, saltans, setifemur e 

willistoni (BACHLI, 2019) tendo como os seus quatro grupos principais – 

melanogaster, obscura, saltans e willistoni (POWELL, 1997). 

O grupo willistoni é um dos mais abundantes na região Neotropical e inclui 24 

espécies, divididas em três subgrupos: alagitans, bocainensis e willistoni (BÄCHLI, 

2019). O subgrupo willistoni é composto por espécies que têm sido modelos para 

muitos estudos evolutivos desde a segunda metade do século passado (SPASSKY 

et al., 1971). Engloba espécies em vários níveis taxonômicos e em estágios 

evolutivos distintos, caracterizados pelos diferentes graus de isolamento reprodutivo 

(SPASSKY et al., 1971). O grupo willistoni como um todo possui desde espécies 



19 

 

com ampla distribuição Neotropical, como D. willistoni, D. paulistorum e D. 

equinoxialis e D. tropicalis (subgrupo willistoni), até espécies restritas 

geograficamente, como D. insularis e D. pavlovskiana (Figura 2).  

Segundo Garcia et al. (2006) o subgrupo willistoni é um dos mais notáveis e 

abundantes grupos de drosofilídeos da região neotropical. Drosophila willistoni é 

uma das mais abundantes espécies em florestas quentes e úmidas, apresentando 

significativas flutuações sazonais (HOENIGSBERG et al., 1977; SENE et al., 1980; 

VALENTE et al., 1981; BIZZO; SENE, 1982; MARTINS, 1987; GARCIA et al., 2014; 

ROQUE et al., 2017; COUTINHO-SILVA et al., 2017). Da mesma forma, D. 

paulistorum é uma espécie bem representada nas florestas úmidas (MONTEIRO et 

al., 2016), e até mesmo na Caatinga (GARCIA et al., 2014), respondendo 

rapidamente às mudanças ambientais, com declínio de suas frequências associado 

a ambientes mais perturbados e com menor umidade (GARCIA et al., 2008). 

Figura 2. Distribuição geográfica do subgrupo willistoni. 

 

Fonte: Zanini et al., (2015). 
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O subgrupo willistoni se constituí por seis espécies crípticas, denominadas 

Drosophila willistoni Sturtevant (1916), D. paulistorum Dobzhansky e Pavan (BURLA 

et al., 1949), D. equinoxialis Dobzhansky (1946), D. tropicalis Burla e Cunha (BURLA 

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

Kastritsis e Dobzhansky (1967) (VAL et al., 1981). De acordo com Mayr et al. (1953), 

espécies crípticas são duas ou mais populações Mendelianas ou espécies que não 

cruzam entre si, mas cujos indivíduos são muito similares morfologicamente.  

Este subgrupo mostra vários níveis taxonômicos, com sucessivos graus de 

isolamento reprodutivo (ERHMAN; POWELL, 1982). Por exemplo, D. willistoni 

apresenta duas subespécies, willistoni e quechua (AYALA, TRACEY, 1973); D. 

tropicalis apresenta as subespécies tropicalis e cubana (TOWNSEND, 1954) e D. 

equinoxialis, as subespécies equinoxialis e caribbensis (AYALA et al., 1974). Desde 

o trabalho de Dobzhansky e Spassky (1959) é demonstrado que D. paulistorum é 

uma superespécie composta de seis subespécies: Amazônica, Andino-Brasileira, 

Centro-Americana, Interior, Orinocana e Transicional.  

 

4.3 Drosophila equinoxialis 
 

Dobzhansky (1946) descreveu Drosophila equinoxialis, ressaltou a sua alta 

similaridade com D. willistoni e com isso a incluiu no grupo willistoni, naquele 

momento composto pelas espécies D. capricorni, D. sucinea, D. nebulosa, D. 

fumipennis e D. subinfumata, além de D. paulistorum e D. willistoni. Foi separado D. 

equinoxialis em duas subespécies, D. e. equinoxialis (AYALA et al., 1974) e D. e. 

caribbensis (AYALA et al., 1974), a segunda sendo encontrada apenas nas ilhas de 

Porto Rico, Hispaniola e Costa Rica. Segundo os autores, tanto aspectos genéticos 

quanto reprodutivos diferenciam as duas subespécies de D. equinoxialis. Os 

resultados encontrados indicam uma genética na formação de subespécies (AYALA, 

TRACEY; 1973). 

Tanto D. equinoxialis como sua espécie críptica D. tropicalis possuem 

preferência por habitats de florestas mais secas como as savanas, ou as 

encontradas na costa caribenha da Colômbia, Venezuela e Guiana (SPASSKY et al., 



21 

 

1971). E nos ambientes de algumas ilhas das Antilhas, D. equinoxialis e D. tropicalis 

convivem com a espécie endêmica Drosophila insularis (SPASSKY et al., 1971).  

As espécies D. willistoni, D. tropicalis, D. equinoxialis e D. paulistorum 

ocorrem em simpatria desde a Guatemala até o Brasil Central. Recentemente, na 

região Nordeste do Brasil foi descrita a ocorrência de D. equinoxialis, juntamente 

com D. willistoni e D. paulistorum, em algumas localidades do Estado de 

Pernambuco (ROHDE et al., 2010). 

 

4.4 Drosophila paulistorum 
 

Drosophila paulistorum (Figura 3) não é uma espécie unificada, mais sim um 

complexo de raças geográficas ou de espécies em statu nascendi que formam a 

superespécie D. paulistorum (DOBZHANSKY; SPASSKY, 1959). Segundo Mayr 

(1963, 1969) e Amadon (1967), superespécie é definida como “um grupo 

monofilético de espécies intimamente relacionadas e em grande parte ou 

inteiramente alopátricas” ou “um grupo de táxons inteira ou essencialmente 

alopátricos que foram outrora raças de uma única espécie, mas que agora atingiram 

o status de espécies”. As formas que compõem uma superespécie devem ser 

denominadas “semiespécies” quando parecem ser subespécies, mas se aproximam 

ou talvez já tenham atingido o estado de espécie (AMADON, 1967).  

Zanini et al. (2018) realizaram ampla abordagem de caracteres morfológicos e 

moleculares, optando por definir as semiespécies como subespécies. Essa definição 

mais atual de subespécie, será utilizada ao longo deste texto, para referenciar D. 

paulistorum Andino-Brasileira, Amazônica, Centro-Americana, Orinocana, 

Transicional (DOBZHANSKY; SPASSKY, 1959) e Interior (PÉREZ-SALAS et al., 

1970). As subespécies foram descritas como morfologicamente idênticas, contudo 

apresentam um forte isolamento etológico (EHRMAN; POWELL 1982).  

Figura 3. Fêmea de Drosophila paulistorum. 
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A subespécie Andino-Brasileira é relatada como a de maior distribuição 

geográfica (EHRMAN; POWELL 1982), sendo encontrada desde o Noroeste da 

Colômbia e parte adjacente da Venezuela, Trinidad e Guiana central até o sul do 

Brasil (Rio Grande do Sul); e do lado oriental dos Andes até a costa Atlântica do 

Brasil. Ocorre em simpatria com as subespécies Amazônica, Interior e Orinocana, 

principalmente ao norte do rio Amazonas e na nascente do Orinoco (SPASSKY et 

al., 1971; ZANINI et al., 2015).  

A subespécie Amazônica se distribui do Panamá e Trinidad, na América 

Central, até o estuário do Amazonas e Tocantins, no Brasil. Esta subespécie tem 

uma ampla ocorrência e maior abundância nas bacias dos rios Negro e Orinoco, 

assim como ao longo do rio Amazonas. Vive em simpatria com Andino-Brasileira, 

Orinocana e Interior (SPASSKY et al., 1971). A subespécie Interior vive ao sul de 

Llanos, na Colômbia; nas proximidades do Rio Negro, na nascente do Orinoco e na 

nascente do Amazonas e seus afluentes.  

A subespécie Orinocana parece estar confinada à costa caribenha do Norte 

da Colômbia e Venezuela e não ocorre em simpatria com Interior (SPASSKY et al., 

1971). A subespécie Centro-Americana ocorre na Guatemala, Honduras, El 

Salvador, Costa Rica e oeste do Panamá. É simpátrica com Amazônica e Orinocana 

na região central do Panamá (Zona do Canal e áreas adjacentes). Por fim, a 

subespécie Transicional é encontrada na costa Oeste úmida da Colômbia e 

juntamente com Orinocana no maciço de Santa Marta e com Andino-Brasileira e 

Amazônica no Norte da Venezuela (Figura 4). 
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Figura 4. Distribuição geográfica da superespécie D. paulistorum (linha pontilhada) e 

das suas subespécies (pontos coloridos). 

 

Fonte: Zanini et al., (2015). 

 
4.5 Metodos de identificação de Drosophila paulistorum e suas subespécies 
 

Muitos métodos têm sido propostos para a identificação das espécies do 

subgrupo willistoni, tais como cruzamentos direcionados com linhagens conhecidas 

(CORDEIRO; WINGE, 1995), análise dos cromossomos politênicos (BURLA et 

al.,1949; ROHDE et al., 2006), e avaliação do padrão sonoro emitido pelo batimento 

das asas dos machos durante a corte sexual (RITCHIE; GLEASON,1995). A 

genitália masculina é muito utilizada para a identificação das espécies crípticas do 

gênero Drosophila (ZANINI et al., 2015), conforme indicado na Figura 5.  

Apesar de eficientes, todos os métodos são muito trabalhosos e a 

identificação de um grande número de indivíduos é demorada. Garcia et al., (2006) 

apresentaram um método mais rápido para a identificação das espécies do 

subgrupo willistoni, baseado na migração eletroforética da enzima Fosfatase ácida-1 
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(Acph-1). A metodologia revela alelos diagnósticos (Figura 6) para cada espécie 

críptica. Essa metodologia, no entanto, não permite diferenciar as subespécies de D. 

paulistorum ente si.  

Figura 5. Hipandrium das espécies do subgrupo willistoni de Drosophila. 

 
Fonte: Rohde et al. (2010). 

 

Figura 6. Gel de eletroforese revelado para a enzima Fosfatase ácida-1 para 

identificação ao nível de espécie do subgrupo da willistoni de Drosophila.  

 

Fonte: Garcia et al. (2006). 

 

Novas abordagens, com enfoque nas características da genitália de machos 

das subespécies de D. paulistorum têm sido propostas por Zanini et al. (2015), com 

técnicas combinadas de microscopia de luz (Figura 7) e eletrônica (Figura 8).  

Segundo os autores, machos de D. paulistorum Andino-Brasileiro apresentam 

hipândrio com a forma quadrada e dentes muito próximos, que são até duas vezes a 

altura dos lobos. Centroamericana apresenta um hipândrio retangular, que é o mais 

alongado no subgrupo de D. willistoni, lóbulos em forma irregular, dentes muito 

próximos. Interior é semelhante à Andino-Brasileira, porém as extensões laterais não 

são contínuas com os lobos e não existe intervalo entre os dentes e os lobos. Em 
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Orinocana o hipândrio é o menor do subgrupo, tem forma quadrada com pequenos 

lobos redondos. Transicional apresenta um hipandrium quadrado, pequenos lobos 

redondos, próximos dos dentes.  

Figura 7. Imagens de microscopia de luz da genitália de machos (hipandrium) das 

subespécies de Drosophila paulistorum. 

 

     

 

 

 

Fonte: Modificada de ZANINI et al. (2015). 

 

 

Figura 8. Imagens de microscopia eletrônica de varredura de hipandrium de machos 
das subespécies de Drosophila paulistorum.  

 

Apesar da excelente resolução das imagens da Figura 8, com possibilidade 

de identificação das subespécies, esta metodologia de microscopia não é acessível 

a todos os grupos de pesquisa. Por outro lado, as imagens geradas pela 

metodologia mais barata e acessível, de microscopia de luz, a fim de verificar 

presença de variação dos caracteres morfológicos.  

Fonte: Modificada de Zanini et al., (2015). 

 

4.6 Wolbachia pipientis como agente de especiação em Drosophila  
 

Embora existam várias classificações descritas, e diversos termos 

empregados, há atualmente a ideia global de que as interações simbióticas são 

fontes de inovações evolutivas (ALMERÃO, 2009). Existem muitos exemplos de 

interações simbióticas entre os mais variados táxons (PARECER; AHMADJIAN, 

2000), dentre os simbiontes, Wolbachia pipientis destaca-se por ter uma ampla 

distribuição, variedade de hospedeiros (RIEGLER; O’NEILL, 2006; FRYDMAN, 

2007; HAMM et al., 2014). É um dos patógenos que infectam o sistema reprodutivo 

dos insetos (Figura 9), sendo transmitido, através de herança materna. Hertig; 

Wolbach (1924) foram os primeiros a detectar W. pipientis em ovários do mosquito 

Amazônica Andino-Brasileira Centroamericana Interior Orinocana Transicional 
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Culex pipiens, caracterizada como organismo pertencente ao filo das 

Proteobactérias, classe das Alphaproteobactérias, ordem Rickettsiales e família 

Rickettsiaceae.                                                                                                                                                                                                                        

Figura 9. Endobactéria Wolbachia pipientis (em vermelho) infectando células do 
sistema reprodutivo de uma fêmea hospedeira Aedes aegypti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://agencia.fapesp.br/bacteria-pode-atuar-como-vacina-para-dengue/16274/. 

 

Drosophila paulistorum tem sido relatada como um dos exemplos com efeitos 

significantes da interferência de W. pipientis na escolha das fêmeas durante o 

acasalamento (MILLER et al., 2010). Por ser um complexo de seis subespécies, 

existe um estreito relacionamento evolutivo entre elas, com chance de produção de 

híbridos interespecíficos em certas condições. Três mecanismos de isolamento entre 

as subespécies são conhecidos: o isolamento sexual antes da cópula (pré-zigótico) 

devido ao comportamento sexual, a esterilidade dos híbridos, e a inviabilidade dos 

descendentes após a cópula (EHRMAN; KERNAGHAN, 1971). Segundo Miller et al. 

(2010) as subespécies de D. paulistorum apresentam entre si variantes de W. 

pipientis que são capazes de induzir o isolamento pré-zigótico entre indivíduos que 

possuem diferentes variantes desta bactéria. 

 

4.7 Estudos de genes mitocondriais e nucleares  
 

O material genético das mitocôndrias é constituído de uma molécula de DNA 

circular, presente em várias cópias. Entre os seres vivos, existe muita variação 

referente ao tamanho do DNA mitocondrial (DNAmt), porém o seu conteúdo e 

organização são muito conservado (MATIOLI, 2001).  

O genoma mitocondrial codifica dois RNAs ribossomais (rRNA), 22 RNAs 

transportadores e 13 RNAs mensageiros (mRNA), que codificam enzimas da cadeia 
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respiratória e componentes da membrana interna. Segundo Simon (1994), enquanto 

as taxas evolutivas dos genes mitocondriais de rRNA variam consideravelmente ao 

longo da molécula, genes de tRNA evoluem, em geral, mais lentamente que os 

genes mitocondriais codificadores. Ainda segundo o autor, o DNAmt evolui mais 

rapidamente, em cerca de 5 a 10 vezes do que o genoma nuclear. Isso possibilita a 

análise de sequências de nucleotídeos de evolução rápida no estudo de 

polimorfismos nas populações e, especialmente, entre espécies muito próximas 

filogeneticamente (POWELL, 1983). 

Entre os genes mitocondriais mais estudados, os genes Citocromo oxidase 

subunidade I (COI) e Citocromo oxidase subunidade II (COII) que codificam para as 

subunidades I e II do citocromo C respectivamente, possuem um papel fundamental 

na construção da proteína transportadora de elétrons, que é muito importante 

durante a respiração celular (ROBE, et al., 2010). O gene COI possui características 

que o tornam adequado como marcador molecular para estudos evolutivos (LUNT et 

al., 1996). Primeiramente, COI tem sido bem estudado bioquimicamente e o seu 

tamanho e estrutura parecem ser conservados em todos os organismos investigados 

(SARASTE, 1990). Segundo, COI é o maior gene das subunidades da citocromo c 

oxidase, e quando comparado as subunidades II e III apresenta aproximadamente o 

dobro de tamanho destas (LUNT, et al. 1996). 

Com base na sua importância para estudos filogenéticos, genes mitocondriais 

vêm sendo utilizados em vários estudos com diversos grupos de drosofilídeos. 

Como a espécie Drosophila saltans, D. obscura (O’GRADY, 1999), D. takahashii e 

D. montium (GOTO et al., 2000) e D. buzzatii (MANFRIN et al., 2001). Goto e Kimura 

(2004) em seus estudos filogenéticos com D. melanogaster destacam a utilidade 

destes marcadores para estabelecimento de filogenias.  

Oliveira (2016) utilizou os genes COI e COII para investigar a diversidade 

genética entre diferentes populações geográficas de Drosophila nebulosa (subgrupo 

bocainensis, grupo willistoni). Com base em seus resultados a autora aponta o uso 

desses genes como um eficiente marcador molecular na identificação taxonômica da 

espécie, visto sua baixa diferenciação em D. nebulosa. 

De acordo com estudo de Robe et al., (2010) foram retomadas as avaliações 

evolutivas para as espécies do grupo willistoni, a partir do sequenciamento dos 

genes mitocondriais Citocromo c oxidase subunidade I (COI) e Citocromo c oxidase 
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subunidade II (COII), e também quatro genes nucleares, Álcool desidrogenase 

(Adh), Alpha metildopa (Amd), Hunchback (Hb) e Period (Per).  

Estudo recente de Zanini et al., (2018) estabeleceu relações filogenéticas e o tempo 

de divergência entre espécies do subgrupo willistoni, combinando sequências de 

fragmentos de três genes mitocondriais: (COI, COII e Citocromo oxidase b) e cinco 

fragmentos de genes nucleares, sendo eles Álcool desidrogenase (Adh), Dopa-

decarboxilase (Ddc), Hunchback (Hb), Fator de fertilidade masculina localizado no 

braço curto do cromossomo Y (Kl-3) e Period (Per). O trabalho estabeleceu uma 

árvore de filogenia para reconstruir as relações evolutivas entre algumas 

subespécies de D. paulistorum, juntamente com outras espécies do grupo willistoni 

(Figura 10).  

Figura 10. Árvore de inferência Bayesiana baseada em dados morfológicos, genes 
nucleares (Adh, kl-3, Hb, Ddc, per) e genes mitocondriais (COI, COII, Cytb) obtidos 
por Zanini et al., (2018) para amostras cultivadas de espécies e subespécies do 
grupo willistoni (subgrupos willistoni e bocainensis) de Drosophila.  

 

 

 

Zanini et al., (2018) estabeleceram o tempo de divergência do subgrupo 

willistoni, indicando que iniciou por volta de 7,3 Ma, com a ramificação de D. 

insularis. Na sequência, D. tropicalis ramificou-se em torno de 5,5 Ma; D. willistoni 

cerca de 4,8 Ma; D. equinoxialis ramificou-se em aproximadamente 3,1 Ma e o 

complexo de subespécies de D. paulistorum iniciaram seu processo de divergência 
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em torno de 2,1 Ma, com a deriva de D. paulistorum Transicional. A divisão entre D. 

paulistorum Interior e D. paulistorum Centro-Americana ocorreu por volta de 1,1 Ma, 

seguido por D. paulistorum Amazônia em torno de 0,7 Ma. A mais recente divisão 

ocorreu em torno de 0,33 Ma, entre D. paulistorum Orinocan e D. paulistorum 

Andino-Brasileira (Zanini et al., 2018). 

Trabalhos como estes demonstram uma riqueza de abordagens que podem 

ser realizadas com espécies do subgrupo willistoni. Por terem elevado número de 

subespécies, tanto D. paulistorum quanto D. equinoxialis, são excelentes modelos 

biológicos para o estudo da especiação (SPASSKY et al., 1971; CORDEIRO; 

WINGE, 1995; POWELL, 1997). E por ocorrerem em simpatria, principalmente na 

região Amazônica do Brasil, coletas recentes neste rico bioma são ideais para serem 

obtidas amostras que representem a variabilidade e diferenciação dessas espécies.  

Um entendimento completo de como os fatores ecológicos conduzem a 

fixação das mudanças genéticas durante a especiação no subgrupo willistoni ainda é 

necessário. Como bem destaca Yassin (2017) drosofilídeos podem ser modelos de 

estudo para estabelecer as etapas de especiação, e enriquecer a falta de modelos 

apropriados com história natural bem definida. 
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5 RESULTADOS 

 

Artigo 1: Caracterização genética de subespécies de Drosophila paulistorum e 
D. equinoxialis com ocorrência em Florestas úmidas do Brasil 
 

Em preparação, a ser submetido a:  
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Caracterização genética de subespécies de Drosophila paulistorum 

e D. equinoxialis com ocorrência em Florestas úmidas do Brasil 

Ana Patrícia da Costa, Gleyse Áudria de França Nascimento, Anadeje Celerino dos 

Santos Silva, Rita Dayane Coutinho-Silva, Claudia Rohde 

Programa de Pós-Graduação em Saúde Humana e Meio Ambiente, Laboratório de Genética, Centro 

Acadêmico de Vitória (CAV), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 

Resumo 

Drosophila paulistorum possui uma ampla distribuição Neotropical, com clara 

preferência por ambientes quentes e úmidos como as florestas. Em 2007, sua 

espécie críptica, Drosophila willistoni, teve o genoma sequenciado e, com isso, 

ampliaram-se as possibilidades de estudos moleculares e evolutivos com todas as 

espécies crípticas do subgrupo willistoni de Drosophila. Esse subgrupo é composto 

por seis espécies que ainda carecem de estudos moleculares, para melhor entender 

sua evolução, especiação e diversificação na região Neotropical. Entre as questões 

de grande interesse está a caracterização e a investigação da diversidade genética 

entre as variadas subespécies, que ocorrem em Drosophila equinoxialis, D. willistoni 

e, especialmente, em D. paulistorum. Abordagens têm sido realizadas em linhagens 

cultivadas em laboratório por longos anos, porém, os estudos de populações 

naturais, recentemente coletados, nas florestas tropicais e ambientes associados, é 

sem dúvida o melhor material biológico a fim de entender os processos evolutivos 

relacionados à especiação. Diante disso, foi objetivo deste estudo investigar e 

também estabelecer padrões de diversidade genética de D. paulistorum, em coletas 

recentes realizadas na Floresta Atlântica e Amazônica do Brasil. Os resultados 

permitiram identificar duas subespécies de D. equinoxialis. A análise das sequências 

parciais de dois genes mitocondriais e dois nucleares permitiram definir alguns bons 

marcadores moleculares para os futuros estudos. 

Palavras chave: Subespécies, Neotropical, grupo willistoni, espécies crípticas. 
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Introdução 

As espécies crípticas Drosophila willistoni Sturtevant, D. paulistorum 

Dobzhansky; Pavan, D equinoxialis Dobzhansky e D. tropicalis Burla; Da Cunha são 

as de maior distribuição geográfica na região neotropical, dentro do subgrupo 

willistoni de Drosophila (BURLA et al., 1949). Fazem parte deste pequeno grupo de 

espécies também D. pavlovskiana e D. insularis, porém elas têm distribuição muito 

restrita (VAL et al., 1981).  

Drosophila willistoni, D. paulistorum, D equinoxialis e D. tropicalis são 

espécies simpátricas em uma área que inclui a América Central (desde a 

Guatemala) até a região Norte e Central do Brasil, incluindo-se aí a região da 

Floresta Amazônica e Cerrado (Burla et al., 1949; Spassky et al., 1971; Ayala et al., 

1974a, b; Gottschalk et al., 2008; Garcia et al., 2014; Roque et al., 2015). Na região 

Nordeste do Brasil têm sido encontradas apenas as espécies D. willistoni, D. 

paulistorum (as duas mais abundantes, segundo Garcia et al., 2014) e D. 

equinoxialis, com alguns poucos registros (Burla et al., 1949; Rohde et al., 2010; 

Monteiro et al., 2016).  

Análises da morfologia, feitas com microscopia eletrônica tem sido uma 

proposta eficiente para a diferenciação dessas espécies (Zanini et al., 2015) e 

alguns marcadores morfológicos, como o formato do hipandrium e aedeagus (na 

terminália masculina) são os mais utilizados (Malogolowkin, 1952; Spassky, 1957). 

Zanini et al. (2015) destacam que o hipandrium é o melhor marcador para diferençar 

as espécies crípticas. A diferenciação pode também ser feita por experimentos de 

isolamento reprodutivo (Spassky et al., 1971), pelo padrão de bandamento 

diferencial dos cromossomos politênicos (Rohde et al., 2006), o padrão de migração 

eletroforética da enzima Fosfatase ácida (Acph-1) (Garcia et al., 2006) etc. Em 2007, 

D. willistoni teve seu genoma sequenciado e, com isso, ampliaram-se as 

possibilidades de estudos moleculares e evolutivos de espécies do subgrupo 

willistoni (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).  

Drosophila paulistorum é, na verdade, um complexo de várias espécies 

incipientes, ou um conjunto de seis raças ou espécie em statu nascendi 

(Dobzhansky; Spassky, 1959). Indivíduos da mesma subespécie (Andino-Brasileira, 

Orinocana, Amazônica, Interior, Transicional e Centro-Americana) acasalam 

facilmente e produzem híbridos férteis, enquanto estirpes diferentes exibem forte 
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isolamento etológico (sexual), e os híbridos F1 são formados por fêmeas férteis e 

machos estéreis (Dobzhansky; Pavlovsky, 1966). Recentemente, Zanini et al. (2018) 

apresentaram evidências genéticas para o uso da classificação de “subespécie” a 

cada uma das diferentes estirpes de D. paulistorum.  

A especiação é um processo contínuo que culmina a evolução do isolamento 

reprodutivo completo e diferenças genéticas fixas entre espécies nascentes (Yassin, 

2017). Uma vez que a especiação esteja completa, as populações acumulam 

diferenças devido à mutação e à deriva genética, bem como à seleção contínua 

(Seehausen et al., 2014). De acordo com estimativas de Robe et al. (2010), o 

subgrupo willistoni iniciou sua diversificação há cerca de 5,7 milhões de anos atrás, 

enquanto as subespécies de D. paulistorum divergiram mais recentemente, há 0,9 

milhão de anos. Na avaliação de Zanini et al. (2018), que se basearam na análise 

molecular de sequências parciais de oito genes, a diversificação subgrupo willistoni 

é mais antiga, em cerca de 7,3 milhões de anos (com a separação de Drosophila 

insularis) e separação da superespécie D. paulistorum é de 2,1 milhões de anos, e 

de suas subespécies entre 0,3 e 1,0 milhão de anos. As amostragens, entretanto, se 

restringem a um representante (linhagem) de cada categoria taxonômica, e que 

serão aqui denominadas de linhagens “clássicas”. Estas vêm sendo mantidas em 

cultivo em laboratórios de todo o mundo, por várias décadas, e são padrões 

clássicos nos mais variados estudos. 

Outro exemplo da presença de subespécies dentro do subgrupo willistoni 

ocorrem em Drosophila equinoxialis (D.e.), que consiste de duas subespécies: D. e. 

caribbensis, com ocorrência na América Central (Costa Rica e sudeste do México) e 

nas Grandes Antilhas, e D. e. equinoxialis Dobzhansky, no Panamá e na América do 

Sul continental (Ayala, 1973; Ayala et al., 1974b; Ayala; Tracey, 1973).  

 

Material e Métodos 

A descrição dos locais das amostras das espécies e linhagens estudadas 

estão apresentados na Tabela 1. Na mesma tabela está a descrição detalhada da 

origem e nomenclatura das linhagens clássicas das subespécies de D. paulistorum 

(linhagens clássicas, dos estudos de Lee Ehrman) aqui estudadas. 
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Tabela 1. Descrição das amostras de Drosophila paulistorum, D. equinoxialis e D. pavlovskiana, do 

subgrupo willistoni investigadas para a variabilidade dos genes Citocromo oxidade subunidade I 

(COI), Ciotocromosomo oxidase II (COII), Ankyrin e PlexinB. A origem geográfica das populações 

está representada pelo nome do local original de coleta, a cidade e/ou estado (PE=Pernambuco, 

CE=Ceará, SP=São Paulo, RO=Rondônia, PA=Pará), seguido do país. 

 

Espécie Origem geográfica Código 
Genes investigados 

COI COII Ank Plx 
D. pavlovskiana Georgetown, Guiana Dpav  x   

D. equinoxialis Apazapan, Veracruz, México Dequ MEX x x x x 
 Panamá Dequ MI x    

 Fort Sherman, Colon, Panamá Dequ FS x  x x 

 Porto Velho/Rondônia, Brasil Dequ PVH x x x x 

 Marituba/PA, Brasil Dequ MRI x x x x 

 Belém/PA, Brasil Dequ BEL   x x 

 Amazonas, Brasil  Dequ Tefé  x   

D. paulistorum Jaton Sacha, Tena, Equador Dpau ECU x    
 Floresta Nacional de Caxiuanã, Melgaço/PA, Brasil Dpau CAX  x  x x 
 Belém/PA, Brasil Dpau BEL  x   
 Marituba/PA, Brasil Dpau MRI x x x x 
 Usina Hidrelétrica Santo Antônio, Porto Velho/RO, Brasil Dpau PVH x   x 

 Pousada Baixa Verde, Triunfo/PE, Brasil Dpau TRI   x x 
 Parque Dois Irmãos, Recife/PE, Brasil Dpau PDI  x   

 Brejo dos Cavalos, Caruaru/PE, Brasil Dpau BJC  x   
 Estação Experimental de Itapirema, Goiana/PE, Brasil Dpau GOI    x 
 Reserva Biológica de Saltinho, Tamandaré/PE, Brasil Dpau SAL  x x x x 
 Bananeiras, Crato/CE, Brasil Dpau CRA    x 
 São Paulo/SP, Brasil Dpau JAI  x   
 Ribeirão Preto/SP, Brasil Dpau RIB x    

D. paulistorum 
 Clássicas 

I1 – Interior, Llanos, Colômbia (Lee Ehrman) Dpau IN 
(coleta: 1958) 

x x x x 

 SM – Transicional, Santa Marta, Colômbia (Lee Ehrman) Dpau TR 
(coleta: 1956) 

x x x x 

 C2 - Centro-Americana, Lancetilla, Honduras (Lee 
Ehrman) 

Dpau CA 
(coleta: 1954) 

x x x x 

 A28 – Amazônica, Belém/PA, Brasil (Lee Ehrman) Dpau AM 
(coleta: 1952) 

x x x x 

 O11 - Orinocana Georgetown, Guiana (Lee Ehrman) Dpau OR 
(coleta: 1957)  

x x x x 

 MS - Andino-Brasileira, Mesitas, Colômbia (Lee Ehrman) Dpau AB 
(coleta: 1962) 

x x x x 

 

Para as análises moleculares (amplificação, sequenciamento e alinhamento 

dos genes), foi feita, primeiramente, a extração do DNA de cinco isolinhagens 

recentes, coletadas em Marituba. Sequências previamente produzidas por nosso 

grupo de pesquisa, foram adicionadas a este estudo, assim como material publicado 

no GenBank por outros autores, para o gene COII. Para a extração do DNA de cada 

isolinhagem, cerca de 10 indivíduos foram selecionados e submetidos a extração 

com o kit de DNA da Puregene (Qiagen), seguindo as especificações do fabricante. 

O DNA foi purificado e submetido à amplificação pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) seguindo as descrições de Nascimento (2013) e Melo (2018).  
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Os primers utilizados para amplificar cada gene estão descritos na Tabela 2 e 

foram preparados por Melo (2012). Para as análises foram escolhidos dois genes 

mitocondriais (Citocromo oxidase I – COI, e Citocromo oxidase II, COII) e dois genes 

nucleares (Ankyrin - Ank, e PlexinB - Plx).  

 

Tabela 2. Descrição dos primers utilizados para amplificar os genes mitocondriais Citocromo oxidase 

I (COI), Citocromo oxidase II (COII) e os genes nucleares Ankyrin e PlexinB nas amostras de 

Drosophila paulistorum e Drosophila equinoxialis. 

 
Genes Direção Sequência (5´ » 3’) 

Tamanho dos 
fragmentos F+R 

COI Forward ATTCAGAATATCTATGTTCAG 681 pb 
 Reverse TTTAATTTTACCTGGATTTGG  
COII Forward ATGGCAGATTAGTGCAATGG 601 pb 
 Reverse GTTTAAGAGACCAGTACTTG  
Ankyrin Forward CGTGTCGGTCTTCAGGCACAACCAG 733 pb 
 Reverse ACGATTGGCCGGAGCTGGCTAA  
PlexinB Forward CGATGTACGGTGCGATCGGCCTGTC 804 pb 
 Reverse GGCACATCAAGGCGAATGCCCAAGG  

 

 

As sequências amplificadas foram purificadas e sequenciadas na Coréia, pela 

empresa Macrogen. As análises e edições das sequências foram feitas 

manualmente, através dos programas ApeA Plasmid Editor e Geneious 6.1.4. O 

método de análise para a construção das árvores filogenéticas iniciais foi Neighbor-

Joining, feito no Geneious, que identifica os vizinhos que sequencialmente, e 

minimiza o tamanho total da árvore. 

Para comparar a identidade das sequências finais obtidas foi utilizada a 

ferramenta BLASTn, que confirmou a identidade dos genes nos bancos de dados da 

espécie Drosophila willistoni do GenBank. Diversas sequências já publicadas nessa 

plataforma para o gene COII foram incorporadas nas análises, a fim de enriquecer 

os agrupamentos com as informações publicadas até o momento para as espécies 

D. paulistorum e D. equinoxialis (O´Grady; DeSalle, 2008; O´Grady; Kidwell, 2002; 

Robe et al., 2010; Zanini et al., 2018). Apenas umas das sequências, identificada no 

GenBank como D. equinoxialis AF474096 (O´Grady; Kidwell, 2002), que não 

correspondeu à espécie, não pode ser utilizada. Por outro lado, os mesmos autores 

publicaram a sequência COII da espécie D. pavlovskiana (AF474101) e, por ela ser 

muito relacionada filogeneticamente com D. paulistorum e D. equinoxialis, foi 

incluída em nossa análise. Os genes Ank e Plx são novas contribuições do nosso 
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grupo (Nascimento, 2013; Monteiro, 2014; Melo 2018; este trabalho) e para estes 

dois genes não há sequências disponíveis no GenBank para as espécies do grupo 

willistoni, exceto as do sequenciamento de D. willistoni.  

 

Resultados 

Conforme indicado na Figura 1, as análises do hipandrium das amostras MRI 

5, 3, 1 e 9, indicaram padrão mais similar a D. equinoxialis, considerando imagens 

de Malogolowkin (1952) e Zanini et al., (2015). A classificação final da espécie pode 

ser feita pela abordagem molecular, que incluiu além das cinco amostras de 

Marituba, outras 83 sequências, exclusivas de D. paulistorum e D. equinoxialis, 

recuperadas de outros estudos, para os genes COI, COII, Ank e Plex.  

 

 

Figura 1. Imagens do hipandrium obtidas de machos das isolinhagens estabelecidas a partir da 

coletada em Marituba (MRI), Pará. MRI 5, 3, 1 e 9 são Drosophila equinoxialis e MRI 8 é D. 

paulistorum. 

 

O número total de nucleotídeos de cada gene, obtidos após a finalização 

manual dos alinhamentos, foi: 681 para COI (22 amostras agrupadas), 601 para 

COII (28 amostras), 733 para Ank (18 amostras), e 804 para PlexB (30 amostras). 

As imagens das Figuras 2 a 5 demonstram o agrupamento por distância das 

sequências dos genes aqui estudados.  
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Figura 2. Agrupamento por distância genética das sequências parciais do gene COI para 22 
amostras de D. paulistorum e D. equinoxialis. Locais de coleta e os respectivos códigos estão 
descritos nas Tabelas 1 e 2. Setas vermelhas representam as novas contribuições deste estudo. 
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Figura 3. Agrupamento por distância genética das sequências parciais do gene COII para 18 

amostras de D. paulistorum e D. equinoxialis. Locais de coleta e os respectivos códigos estão 
descritos nas Tabelas 1 e 2. Setas vermelhas representam as novas inclusões das amostras deste 
estudo. 
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Figura 4. Agrupamento por distância genética das sequências parciais do gene Ankyrin para 18 
amostras de D. paulistorum e D. equinoxialis. Locais de coleta e os respectivos códigos estão 
descritos nas Tabelas 1 e 2. Setas vermelhas representam as novas contribuições deste estudo. 
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Figura 5. Agrupamento por distância genética das sequências parciais do gene PlexinB para 30 

amostras de D. paulistorum e D. equinoxialis. Locais de coleta e os respectivos códigos estão 
descritos nas Tabelas 1 e 2. Setas vermelhas representam as novas contribuições deste estudo. 

 

 

O número e a variação específica de nucleotídeo encontrada entre as 

amostras de D. paulistorum e D. equinoxialis, para os quatro genes investigados, 

estão mostrados nas Figuras 6 a 9. Nas respectivas figuras foram deletadas as 

colunas nos alinhamentos, para as quais não houve variação entre as amostras, 

restando apenas as colunas com variabilidade. 

Nas Figuras 6 e 7 abaixo os retângulos verticais pretos indicam nucleotídeos 

exclusivos de D. equinoxialis, enquanto os retângulos vermelhos indicam 

nucleotídeos exclusivos de algum grupo de amostras ou de subespécie, como 

indicado pelo símbolo de chave junto ao nome das amostras de D. paulistorum. 



40 

 

 

 
 
 
Figura 6. Nucleotídeos variáveis (em cores) para o gene COI, entre as 22 amostras de D. paulistorum 

e D. equinoxialis.  
 
 

A Figura 6 evidencia 51 variações entre as amostras estudadas, e seis 

nucleotídeos marcadores encontrados apenas em amostras de D. equinoxialis. Entre 

as amostras de D. paulistorum, o gene COI parece diferenciar com clareza apenas o 

grupo da subespécie Amazônica. Nos demais grupos há um compartilhamento dos 

nucleotídeos variáveis entre diferentes subespécie. Logo, o gene COI não é um 

marcador a ser recomendado para diferenciar as subespécies de D. paulistorum, de 

acordo com nossa análise e com as amostragens disponíveis até o momento.   

 

 

 
Figura 7. Nucleotídeos variáveis (em cores) para o COII entre as 18 amostras de D. paulistorum e D. 
equinoxialis. 

 

A Figura 7 evidencia pouca variação de nucleotídeos do gene COII entre 

amostras de D. equinoxialis, exceto uma Guanina (G) presente apenas em duas 
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amostras (Dequ PVH e Dequ MRI 9). Porém, a porção sequenciada do gene COII 

diferencia bem a duas espécies testadas, D. paulistorum e D. equinoxialis, da 

mesma que o gene COI.  

Chama a atenção que a amostra da subespécie Andino-Brasileira (Dpau AB), 

considerada a de maior ocorrência no Brasil por diversos relatos da literatura, só 

compartilha nucleotídeos marcadores com a linhagem JAI de São Paulo (Dpau 

EU532088) e com RIB/SP (EU532092). As amostras da região Nordeste do Brasil 

(Dpau PDI, Dpau BJC e Dpau SAL) também não se agrupam com Dpau AB, mas 

sim com Dpau OR (Orinocana), embora contenham variantes de nucleotídeos 

específicos, como mostrado na Figura 7. Diferentes agrupamentos em D. 

paulistorum, alguns coincidentes com as diferentes subespécies, podem ser melhor 

visualizados na árvore da Figura 3. Esses resultados nos fazem sugerir o gene COII 

é um marcador em potencial capaz de diferenciar as subespécies de D. paulistorum. 

 

Figura 8. Nucleotídeos variáveis (em cores) para o gene Ankyrin entre as 18 amostras de D. 
paulistorum e D. equinoxialis. 

 

Na imagem da Figura 8 fica clara a diferença que existe entre as espécies D. 

equinoxialis e D. paulistorum, não apenas pela presença de 10 nucleotídeos 

marcadores (indicados na imagem pelos retângulos pretos) como também pela 

presença de uma deleção de três nucleotídeos (um códon) exclusivo da espécie D. 

equinoxialis (Nascimento, 2013; Silva, 2016). O gene Ankyrin também diferencia 

muito vem a subespécie D. paulistorum Amazônica e a dupla Interior e Transicional 

do grupo das demais subespécies (AB, OR e CA, agrupadas juntas).  
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Figura 9. Nucleotídeos variáveis (em cores) para o gene PlexB entre as 30 amostras de D. 

paulistorum e D. equinoxialis. 

 

Também na imagem da Figura 9 fica clara a diferença entre D. equinoxialis e 

D. paulistorum, com presença de 12 nucleotídeos exclusivos em D. equinoxialis. Um 

destaque deve ser dado à variabilidade gerada pelo gene PlexinB capaz de 

diferenciar as subespécies de D. equinoxialis.  

Como indicado na Figura 10, cinco nucleotídeos variaram dentro da espécie 

e formaram dois agrupamentos. Portanto, é possível que as linhagens MEX, FS e 

BEL pertençam a subespécie D. e. caribbensis, enquanto que as demais sejam D. e. 

equinoxialis. Esta sugestão se baseia, em parte da distribuição geográfica das 

amostras: D. e. caribbensis Ayala, registrada na América Central (Costa Rica e 

sudeste do México) e nas Grandes Antilhas, e D. e. equinoxialis Dobzhansky, no 

Panamá e na América do Sul continental (Ayala, 1973; Ayala; Tracey, 1973). 
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Figura 10. Nucleotídeos variáveis (em cores) para todos os genes nas amostras de D. equinoxialis, 
as setas pretas estão indicando as D. equinoxialis caribbensis e as setas vermelhas D. e. 
equinoxialis. 

 

 A análise comparativa dos agrupamentos formados entre amostras de D. 

equinoxialis reforçam a hipótese de que este material contém as duas subespécies. 

Além disso, indicam que houve concordância de 100% para MEX (representante de 

D. e. caribbensis) e para MRI 9 (representante de D. e. equinoxialis) se agruparem 

em ramos distintos em todas as análises.  

 

 

 

COI 

COII 

Ank 
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Discussão e Conclusões 

A especiação é um processo evolutivo fundamental, cujo conhecimento é 

crucial para entender as origens da biodiversidade (Seehausen et al., 2014) e muito 

do entendimento da genética básica de especiação vem de estudos em moscas do 

gênero Drosophila (Yassin, 2017). Além das abordagens genômicas terem cada vez 

mais importância no campo da pesquisa, os estudos modernos revelaram que 

diferentes forças agem diferentemente em várias partes do genoma (Seehausen et 

al., 2014). 

Espécies reprodutivamente isoladas, portanto, frequentemente diferem em 

características que evoluíram sob seleção ecológica e outras que evoluíram sob 

seleção sexual, e também podem ter incompatibilidades intrínsecas. Uma tarefa 

central da genética da especiação é reconstruir a sequência na qual essas 

diferentes barreiras se originaram, de modo a distinguir entre causas e 

consequências da especiação (ZANINE et al. 2018). Para conseguir isso, é ideal que 

se tenha uma visão imparcial do genoma inteiro em todos os estágios do mesmo 

processo de especiação. No entanto, a especiação raramente pode ser estudada em 

tempo real em populações naturais de organismos multicelulares que se reproduzem 

sexualmente. As estimativas de variação entre os lócus no momento e magnitude do 

fluxo gênico poderiam ajudar a determinar a ordem na qual as barreiras reprodutivas 

emergiram, mas tais inferências são desafiadoras e os métodos atuais não são 

precisos o suficiente (ZANINE et al. 2018). 

Diante da possibilidade de classificação das subespécies de D. paulistorum e 

D. equinoxialis por meio dos marcadores moleculares aqui apresentados, abrem-se 

perspectivas para a continuidade dos estudos, focando em novas caraterizações 

genéticas, com destaque para os preparados dos, (1) cromossomos politênicos, (2) 

presença do endossimbionte Wolbachia pipientis observados após PCR e corrida 

eletroforética em gel de agarose, e pela análise do, (3) padrão de bandas do 

elementos transponível P, tanto em gel de agarose quanto de poliacrilamida. E, 

retornando às origens dos estudos com drosofilídeos para a definição do status de 

espécie, (4) realizar cruzamentos interespecíficos melhor direcionados, a fim de 

observar possíveis barreiras evolutivas pós-zigóticas atuando para a ocorrência de 

novas espécies. 
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Sendo assim, este trabalho de análise de sequências parciais de genes 

mitocondriais e nucleares ampliaram resultados prévios do nosso grupo de pesquisa 

e permitiram sugerir possíveis marcadores, mas teria que testar com maior número 

de amostras como este enfoque, novos marcadores moleculares para os futuros 

estudos com enfoque nas subespécies de D. paulistorum e D. equinoxialis. 
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paulistorum e D. equinoxialis da Floresta Amazônica do Pará, Brasil  

 

Em preparação, a ser submetido a:  

Drosophila Information Service 

 

Análise de Wolbachia em amostras recentes de Drosophila 

paulistorum e D. equinoxialis da Floresta Amazônica do Pará, Brasil 
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(UFPE). 

 

Introdução 

Wolbachia pipientis, que pertencente à classe Alphaproteobacteria, ordem 

Rickettsialis e família Anaplasmataceae (Lo et al., 2007) é um organismo 

endossimbionte. Sua transmissão nestes organismos se dá por meio da herança 

transovariana, pelas fêmeas hospedeiras, através dos ovos fecundados 

(Hilgenboecker et al., 2008).  

É reconhecido que uma parcela muito grande de artrópodes e nematoides 

está infectado por W. pipientis. Estudos estimaram que a incidência de infecções em 

espécies artrópodes varia de 20 a 75% em diferentes sistemas (Hilgenboecker et al., 

2008; Zug; Hammerstein, 2012). Não é por acaso que essa infecção é uma condição 

de sucesso na natureza, em cerca de 85% de espécies de animais no planeta. É 

comprovado que o endossimbionte impulsiona seus altos padrões de dispersão por 

conta da indução de uma variedade de alterações reprodutivas nos hospedeiros, 

como a incompatibilidade citoplasmática (O'Neill; Karr, 1990).  

Muitos estudos têm mostrado que a incompatibilidade citoplasmática contribui 

para a melhora na aptidão adaptativa de fêmeas infectadas por W. pipientis, em 

comparação com as não infectadas (Telschow et al., 2007; Miller et al., 2010; 

Schneider et al., 2019). A infecção tem, portanto, um grande significado evolutivo, 
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demonstrado em algumas espécies de drosofilídeos e outros insetos, ao interferir 

nos padrões e escolhas de parceiros sexuais, na viabilidade dos descendentes, na 

chance de sucesso reprodutivo, no direcionamento da especiação, e na maior 

resistência a infecção por outros organismos parasitas, como os patógenos 

microbianos e eucarióticos (Telschow et al., 2007; Hedges et al., 2008; Osborne et 

al., 2009; Stevanovic et al., 2015; Johnson, 2015; Arbuthnott et al., 2016). Há 

também relatos em outro sentido, que comprovam a ineficiência dessa associação 

positiva endossimbiótica, sem alteração com certos grupos de patógenos (Wong et 

al., 2011). Nesse cenário, espécies de Drosophila têm sido organismos-modelos 

para entender as interações entre o hospedeiro e o patógeno Wolbachia.  

Em drosofilídeos, alguns autores têm se dedicado a estudar o papel da W. 

pipientis na seleção e especiação de espécies do subgrupo willistoni de Drosophila, 

em especial nas subespécies que compõe a superespécie Drosophila paulistorum 

Dobzhansky e Pavan (Miller; Riegler, 2006; Miller et al., 2010; Baião et al., 2019; 

Schneider et al., 2019). Essa espécie, juntamente com D. equinoxialis Dobzhansky, 

D. willistoni Sturtevant, D. tropicalis Burla; Da Cunha, D. pavlovskiana Kastritsis; 

Dobzhansky, e D. insularis Dobzhansky, compõem o grupo de seis espécies 

crípticas do subgrupo willistoni (grupo willistoni) do subgênero Sophophora.  

Neste trabalho, analisamos a infecção por W. pipientis em duas espécies do 

subgrupo willistoni de Drosophila, em amostras coletadas em ambiente de Floresta 

Amazônica.  

 
Material e Métodos 

 

Cinco linhagens de drosofilídeos, coletados na Floresta Amazônica, em 

Marituba, Pará, Brasil (1°25'59.6"S / 48°19'22.2"O) foram criadas em um meio de 

cultura padrão, até a extração do DNA e análise molecular da presença de 

Wolbachia pipientis. Os cultivos foram mantidos e temperatura constante de 24°C, 

com ciclo claro/escuro de 12 horas. Após a coleta em campo, realizada em 

abril/2015, as moscas foram cultivadas por várias gerações até que seu DNA foi 

isolado.  

A extração do DNA foi feita a partir de um pool de 10-13 machos adultos, 

utilizando o kit Puregene (Qiagen) e seguindo as especificações do fabricante. Para 
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amplificação da região genômica do gene da proteína de superfície (wsp) de W. 

pipientis, foi realizada a amplificação em cadeia da polimerase (PCR) com os dois 

primers Wsp-F 5′-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA-3’ e Wsp-R 5′-

AAAAATTA AACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3’ (Jeyaprakash; Hoy, 2000).  

Foram amplificadas sequências do gene wsp, seguindo especificações de 

Miller et al., (2010) e Müller et al. (2013). As reações de PCR ocorreram em volumes 

de 10 μL, usando 1 μL de DNA genômico e 9 μL do mix de PCR (0,4 U Taq DNA 

polimerase, 4,75 μL de água, 2 μL de tampão da enzima 1x, 1 μL de MgCl2 a 2,5 

mM, 0,18 μL de dNTPs a 35 μM, e 0,5 μL de cada primer a 0,5 μM). As condições de 

PCR seguiram a descrição contida em Miller et al., (2010). 

Quando positiva, a reação da PCR gera um fragmento do gene de cerca de 

650 pares de bases (pb) de nucleotídeos (Jeyaprakash; Hoy, 2000. As condições da 

PCR utilizadas foram: desnaturação a 95°C durante 2 min, seguida de 35 ciclos de 

94°C por 1 min, anelamento a 55°C durante 1 min, extensão a 72°C durante 1 min, e 

extensão final 72°C durante 5 min. Os fragmentos gerados após PCR foram 

observados em gel de agarose a 1,5 %, sendo o DNA corado com GelRed (Biotium) 

e fotografado em transiluminador de luz ultravioleta. 

Como controle negativo da reação foi utilizada água ultrapura, e como grupos 

controle positivos foram utilizadas linhagens da espécie Drosophila willistoni, 

previamente caracterizadas por Melo (2018), além de três linhagens de D. 

paulistorum, cada uma pertencente a uma subespécie diferente: AM, Amazônica 

(linhagem A28); AB, Andino-Brasileira (linhagem Mesitas); OR, Orinocana (linhagem 

O11), as quais foram obtidas de grupos colaboradores, que receberam as linhagens 

da Dra. Lee Ehrman, (Doblensky , 1982).  

 
Resultado 

Conforme indicado na Figura 1, todos os fragmentos esperados no grupo 

controle positivo foram obtidos, enquanto que as novas amostras não apresentaram 

bandas identificáveis. Os resultados ainda são preliminares, porém estão de acordo 

com a literatura ao indicar que a ocorrência do endossimbionte não é igual entre 

todas as espécies crípticas do subgrupo willistoni e nem entre as subespécies de D. 

paulistorum. 
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Figura 1.  Gel de agarose 1,5%, com resultados da amplificação parcial do gene wsp de 

Wolbachia pipientis, com cerca de 700 pares de bases, em amostras de Drosophila 

paulistorum (AM, Amazônica, linhagem MRI 8; AB, Andino-Brasileira, Mesitas; OR, 

Orinocana, O11) e D. equinoxialis (linhagens MRI 1, MRI 3, MRI 5, MRI 9), coletadas em 

Marituba, Pará, Brasil, além de amostras de Drosophila willistoni (GUA, Reserva de 

Gruaribas, Paraíba) e água destilada (H2O). DNA Ladder de 1 kb (Kasvi) como marcador de 

tamanho de fragmentos. 

 

 
Discussão  

Entre as espécies de simbiontes herdados pela linhagem materna de 

artrópodes hospedeiros, W. pipientis é a mais comum. Entretanto, diferenças da 

presença desses organismos são bem claras entre subespécies de Drosophila 

paulistorum e espécies crípticas dentro do subgrupo willistoni, como relatado por 

Miller et al., (2010). Os autores registraram presença de banda forte em amostras da 

subespécie Orinocana e Andino-Brasileira, e ausência de banda em Amazônica.  

Neste trabalho a ausência de W. pipientis nas quatro amostras recentes de D. 

equinoxialis de Marituba, Pará (denominadas MRI 1, MRI 3, MRI 5 e MRI 9), e na 

linhagem de D. paulistorum (MRI 8) concordam ou reforçam os achados de Mille . A 

ausência detectável de W. pipientis na amostra MRI 8 reforça achados de Costa et 

al., (em preparação), que observou por meio de análise molecular de genes, que 

indivíduos dessa linhagem pertencem a subespécie Amazônica. E conforme Miller et 

al., (2010) essa subespécie tem baixa titulação do endossimbionte.  
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A natureza mutualista da associação entre W. pipientis e D. paulistorum é 

apoiada pela sua presença em todas as subespécies testadas até agora, embora a 

titulação da infecção possa variar de alto para apenas algumas células do 

endossimbiontes por mosca. Resultados prévios de nosso grupo, feito por GA 

Nascimento, para amostras também do Pará, da Floresta Nacional de Caxiuanã 

(dados não publicados), também relatam o mesmo resultado de baixa titulação para 

D. paulistorum Amazônica, observada em gel de agarose.  

Os resultados obtidos aqui para D. equinoxialis, classificada como 

pertencente a esta espécie por Costa et al., (em preparação) por análises de genes 

mitocondriais e nucleares, concorda com trabalhos prévios, que são para esta 

espécie. Miller; Riegler (2006), por exemplo não detectaram Wolbachia em quatro 

amostras analisadas (Apazapan, Veracruz, México; Gigante, Panamá; Gamboa, 

Panamá; FS; Colon, Panamá), cultivadas em laboratório por algumas décadas 

(desde 1998, 1997, 2002 e 2002, respectivamente). Outro estudo, feito por Mateos 

et al., (2006), não registrou ocorrência de W. pipientis e duas linhagens testadas de 

D. equinoxialis, de La Hina, Honduras (Stock center no. 14030-0741.00) e de Tefé, 

Amazonas, Brasil (14030-0741.01) mantidas por décadas em cultivo.  

Por fim, Müller et al., (2013) também relatam a ausência deste 

endossimbionte em várias amostras de D. equinoxialis recentes do Pará, em 2011. 

Os autores, entretanto, puderam identificar baixas titulações em experimentos 

adicionais de PCR em tempo real, determinando que a linhagem de W. pipientis a 

qual era a mesma da linhagem (WMel) previamente descrita em D. paulistorum 

Amazônica (linhagem A28). Isso indica, ao nosso ver, tratar-se de uma associação 

entre subespécies de duas espécies crípticas muita relacionadas (D. paulistorum e 

D. equinoxialis). E isso pode significar estreita relação evolutiva quanto à presença 

de Wolbachia, e o que merece ser melhor estudado em futuras investigações de 

sequenciamento.  

Embora o número amostral ainda seja pequeno em nosso estudo, outras 

amostras recentes feitas na região Amazônica, e em cultivo no laboratório, serão 

investigadas seguindo essa mesma metodologia e poderão ajudar ainda mais no 

conhecimento da presença e da cepa de W. pipientis presente nas amostras 

recentes, o passo inicial para futuros estudos envolvendo a interação evolutiva entre 
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o hospedeiro e seu endossimbionte em espécies e subespécies do subgrupo 

willistoni.  
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6 CONCLUSÃO GERAL 
 

Este trabalho de coleta e análise de populações das espécies Drosophila 

paulistorum e D. equinoxialis da Floresta Amazônica, aponta para a necessidade de 

estabelecer marcadores adequados para a finalidade desejada, para a correta 

identificação taxonômica, visto que é difícil identificar as espécies por meio da 

genitália de machos adultos; 

Os resultados indicam ocorrência de variabilidade de nucleotídeos nas 

amostras recentes de subespécies do subgrupo willistoni de D. paulistorum e D. 

equinoxialis; 

Resultados preliminares aqui apresentados indicaram genes candidatos para 

uma identificação ao nível de subespécies, o que merece ser investigado em maior 

número de amostras; 

Por sua importância nos processos de especiação, Wolbachia pipientis deve 

ser caracterizada em amostras recentes de espécies do subgrupo willistoni, dando 

suporte aos futuros estudos de sequenciamento e caraterização das diferentes 

subespécies para este endossimbionte. 
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