AVA
AVAVAY
UNESP Y& UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA

Campus de Sao José do Rio Preto

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, LETRAS E CIENCIAS
EXATAS

Programa de Pés-Graduacio em Genética

MARCOS DE LUCCA JUNIOR

ANALISE DE SEQUENCIAS DA REGIAO INTERGENICA
ITS-1 DO RDNA EM ESPECIES DE DROSOPHILA DO
CLUSTER BUZZATII (COMPLEXO BUZZATII, SUBGRUPO

MULLERI, GRUPO REPLETA)

Tese apresentada
para obtencao do
Titulo de Doutor
em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron

Sdo José do Rio Preto — SP
2006



O presente trabalho foi realizado no Laboratério de
Genética-Bioquimica do Departamento de Quimica e Ciéncias
Ambientais do Instituto de Biociéncias , Letras e Ciéncias
Exatas de Sao José do Rio Preto, da Universidade Estadual
Paulista, sob a orientacao do Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron,
com o auxilio da Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado

de Sao Paulo (FAPESP).



Agradecimentos

A conclusdo deste trabalho somente foi possivel gracas a colaboragdo,
direta ou indireta, de todos aqueles que, de diferentes formas, estiveram nele
envolvidos.

Agradeco ao orientador Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron, que desde a
graduacdo me incentivou e deu exemplos de profissionalismo. Além de professor
e orientador tornou-se, ao longo dos anos de convivéncia, grande amigo e
companheiro.

Aos Prof. Dr. Fabio de Melo Sene e Profa. Dra. Maura Helena Manfrin e
todo o pessoal do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, USP, pela atencdo e por terem cedido o material genético
utilizado no presente estudo.

A Profa. Dra. Claudia Marcia Aparecida Carareto, Natalia de Setta e todo
o pessoal do laboratério de Evolugdo Molecular pela amizade, atencdo e grande
auxilio na etapa de transformagdo bacteriana.

A Profa. Dra. Paula Rahal, Ana Carolina Gomes Jardim, Erika Babeto e
Luis Gustavo Bordinassi pelo auxilio fundamental nos seqiienciamentos.

Aos colegas Liliane, Vitor e Rafael, amigos e companheiros de laboratério
que sempre me e auxiliaram e proporcionaram momentos de alegria durante
nossa convivéncia.

A secretaria do Departamento Rita Beatriz Seixas por sempre atender

prontamente em todas as vezes que precisei da sua ajuda.



A técnica do laboratério Eliani Nobuco Ikeguchi Ohira pela amizade e
pelo auxilio nas atividades e preparacdo de reagentes.

A Direcio do IBILCE pelas condi¢des materiais que proporcionaram a
realizacdo deste trabalho.

Aos demais professores que, através de seu precioso e arduo trabalho, me
deram a formagdo necessaria para poder realizar, hoje, o que sempre sonhei em
minha vida.

A FAPESP, pelo apoio financeiro.

Aos meus pais Marcos e Elizabeth. Todo o investimento em carinho,
dedicacdo e sacrificio que depositaram na criacdo dos filhos resultaram em
pessoas felizes, realizadas e plenas. A realizacdo do meu sonho s6 foi possivel
por tudo aquilo que vocés fizeram por mim. Todas as palavras seriam
insuficientes para demonstrar toda a gratiddo. Que Deus me dé saide e sabedoria
para que possa fazer por meus filhos o que vocés fizeram por mim.

Aos meus irmdos Marcelo, Carla, Mauro e Juliana por sempre me
incentivarem, apoiarem e demonstrarem por mim grande amor e amizade. Sem
minha familia nada disso teria sentido.

Aos meus sobrinhos Murilo, Clara, Flavia e Fernanda pela alegria que
completa a minha vida.

A minha querida avé Ercilia, que sempre foi e serd para mim um exemplo
de dedicacdo, lealdade, caréter, bondade e generosidade.

Aos meus avls Donato Bulchi, José Antonio de Lucca e Carlota Bertani

de Lucca (in memoriam), que, em vida, sempre foram exemplos de honestidade,



trabalho, amor e carinho. Se estivessem aqui estariam sorrindo e orgulhosos
dessa minha conquista. Tenho certeza que continuam olhando e zelando por
mim.

A minha esposa Néia pela compreensio da minha auséncia, por seu amor,
dedicacdo e pelo seu incondicional apoio em tudo que faco.

Ao meu filho Pedro. Quando vejo cada gesto e sorriso seus sinto que tudo
vale a pena.

A Deus pela sadde, luz e sorte. Obrigado por tudo.



Num meio-dia de fim de Primavera

Tive um sonho como uma fotografia.

Vi Jesus Cristo descer a terra.

Veio pela encosta de um monte

Tornado outra vez menino,

A correr e a rolar-se pela erva

E a arrancar flores para as deitar fora

E a rir de modo a ouvir-se de longe.

Tinha fugido do céu.

Era nosso demais para fingir

De segunda pessoa da Trindade.

No céu era tudo falso, tudo em desacordo
Com flores e arvores e pedras.

No céu tinha que estar sempre sério

E de vez em quando de se tornar outra vez homem
E subir para a cruz, e estar sempre a morrer
Com uma coroa toda a roda de espinhos

E os pés espetados por um prego com cabeca,
E até com um trapo a roda da cintura
Como os pretos nas ilustragdes.

Nem sequer o deixavam ter pai e mae
Como as outras criangas.

O seu pai era duas pessoas -

Um velho chamado José, que era carpinteiro,
E que ndo era pai dele;

E o outro pai era uma pomba estupida,

A tnica pomba feia do mundo

Porque néo era do mundo nem era pomba.
E a sua mae ndo tinha amado antes de o ter.
Nao era mulher: era uma mala

Em que ele tinha vindo do céu.

E queriam que ele, que sé nascera da mae,
E nunca tivera pai para amar com respeito,
Pregasse a bondade e a justica!

Um dia que Deus estava a dormir

E o Espirito Santo andava a voar,

Ele foi a caixa dos milagres e roubou trés.

Com o primeiro fez que ninguém soubesse que ele
tinha fugido.

Com o segundo criou-se eternamente humano e
menino.

Com o terceiro criou um Cristo eternamente na cruz
E deixou-o pregado na cruz que ha no céu

E serve de modelo as outras.

Depois fugiu para o Sol

E desceu pelo primeiro raio que apanhou.

Hoje vive na minha aldeia comigo.

E uma crianca bonita de riso e natural.

Limpa o nariz ao brago direito,

Chapinha nas pogas de agua,

Colhe as flores e gosta delas e esquece-as.

Atira pedras aos burros,

Rouba a fruta dos pomares

E foge a chorar e a gritar dos caes.

E, porque sabe que elas ndao gostam

E que toda a gente acha gracga,

Corre atrds das raparigas

Que vao em ranchos pelas estradas

Com as bilhas as cabecas

E levanta-lhes as saias.

A mim ensinou-me tudo.

Ensinou-me a olhar para as coisas.
Aponta-me todas as coisas que ha nas flores.
Mostra-me como as pedras sdo engracadas
Quando a gente as tem na mao

E olha devagar para elas.

Diz-me muito mal de Deus.

Diz que ele € um velho estipido e doente,
Sempre a escarrar no chdo

E a dizer indecéncias.

A Virgem Maria leva as tardes da eternidade a fazer meia.

E o Espirito Santo coga-se com o bico

E empoleira-se nas cadeiras e suja-as.

Tudo no céu € estipido como a Igreja Catélica.
Diz-me que Deus ndo percebe nada

Das coisas que criou -

"Se € que ele as criou, do que duvido." -

"Ele diz, por exemplo, que os seres cantam a sua gloria,

Mas os seres ndo cantam nada.

Se cantassem seriam cantores.

Os seres existem e mais nada,

E por isso se chamam seres."

E depois, cansado de dizer mal de Deus,

O Menino Jesus adormece nos meus bragos
E eu levo-o ao colo para casa.

Ele mora comigo na minha casa a meio do outeiro.
Ele ¢ a Eterna Crianca, o deus que faltava.

Ele € o humano que € natural,

Ele é o divino que sorri e que brinca.

E por isso € que eu sei com toda a certeza

Que ele é o Menino Jesus verdadeiro.

E a crianga tdo humana que € divina

E esta minha quotidiana vida de poeta,

E € porque ele anda sempre comigo que eu sou poeta

sempre.
E que o meu minimo olhar

Me enche de sensacio,

E o mais pequeno som, seja do que for,

Parece falar comigo.

A Crianca Nova que habita onde vivo

Da-me uma mao a mim

E a outra a tudo que existe

E assim vamos os trés pelo caminho que houver,
Saltando e cantando e rindo

E gozando o nosso segredo comum

Que é o de saber por toda a parte ...

O Guardador de Rebanhos

Alberto Caieiro heterénimo de Fernando Pessoa (1888 - 1935)
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

A diversidade bioquimica, comportamental e morfolégica, observada
dentro de uma populacdo, pode ser interpretada como conseqiiéncia de
modificagdes na composi¢do genética das populacdes. Essas alteracoes
resultam da incidéncia de fatores que, ora geram alelos ou gen6tipos novos,
tais como mutacdo e recombinacdo génica, ora promovem a modulacao das
freqli€ncias alélicas como sele¢cdo natural ou deriva genética, ou seja, alelos
recém surgidos em uma populacdo podem aumentar sua freqiiéncia ou
mesmo serem eliminados de uma populagdo por causas deterministicas ou
por efeitos estocdsticos. Assim sendo, na medida em que as geracdes se
sucedem, a composi¢do genética de uma populacdo pode ser alterada
drasticamente quando comparada a outras populacdes intraespecificas.

Estudos envolvendo microevolu¢do procuram analisar as causas €
efeitos das alteragdes intrapopulacionais. Quando a diversidade é elevada
ao nivel interpopulacional podem ocorrer, como resultados desse processo,
eventos de especiacdo, pelos quais novas espécies derivam a partir de
populacdes pertencentes a espécies ancestrais. Uma vez que ha o
surgimento de novas espécies, outras possibilidades de exploracdo de
novos nichos surgem também e, assim, as diversas formas de vida podem

deixar de competir pelos mesmos recursos.



Introdugdo

I.1 O conceito biolégico de espécie

Para o entendimento do processo de evolugcdo das espécies, €
necessario preliminarmente discutirmos o que se entende por espécie.
Dentre os diversos modos de se conceituar uma espécie, 0 conceito
bioldgico € o de maior relevancia, pois trata as espécies como comunidades
reprodutivas. Dobzhansky (1937) definiu espécie como "o estidgio de
progresso evoluciondrio no qual um antigo conjunto de formas
verdadeiramente e potencialmente intercruzaveis torna-se segregado em
dois ou mais conjuntos separados, que sdo fisiologicamente incapazes de
intercruzar”. Posteriormente, Mayr (1942) definiu espécie como "grupos de
populacdes naturais verdadeiramente ou potencialmente intercruzantes mas
que possuem isolamento reprodutivo de outros grupos".

Embora o conceito bioldgico de espécie seja amplamente aceito,
algumas criticas tém sido levantadas com relacdo a casos de
inaplicabilidade do mesmo. Por exemplo, em organismos de reproduc¢do
assexuada o pressuposto de isolamento reprodutivo entre as espécies €
falho, uma vez que nesse caso ndo hd fluxo génico nem mesmo entre
populacdes que pertengcam a mesma espécie. Outra critica relaciona-se a
impossibilidade de se comparar grupos que ocorreram em tempos distintos.

Nao € possivel afirmar através de comparacdo de fosseis se havia, ou ndo,
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isolamento reprodutivo entre individuos que morfologicamente sao
classificados como espécies distintas. E também, o fato de freqiientemente
serem observadas espécies que se intercruzam e produzem hibridos férteis,
especialmente através de cruzamentos realizados experimentalmente.
Outro conceito de espécie, estabelecido mais recentemente é aquele
que leva em consideracdo a historia evolutiva compartilhada pelas
populacdes, chamado de conceito filogenético de espécie. Define-se espécie
entio como “o menor agrupamento diagnosticivel de organismos
individuais, dentro dos quais hd um padrao de ancestralidade e
descendéncia”. Assim a premissa implicita no conceito filogenético € que a
classificacdo deve refletir a relacdo ramificada entre as espécies, a qual é

indicada por um cladograma (Cracraft, 1983).

1.2 O Processo de Especiacao

Os mecanismos de isolamento reprodutivo atuam quando ha o
impedimento do fluxo génico entre as populacdes. Quando uma
determinada populacio se torna reprodutivamente isolada de outras, dentro
da mesma espécie, os conjuntos génicos desses dois grupos passam a
divergir devido a atuacdo particularizada de fatores evolutivos em cada

grupo. A medida que sdo passadas as geracoes, diferengas substanciais sao
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acumuladas principalmente com relacdo a caracteristicas ligadas a
reproducdo, de modo que as semelhancas que antes permitiam o fluxo
génico entre os individuos dos grupos separados, tenderdo a diminuir. A
partir do momento em que cessa o fluxo génico entre os grupos separados,
considera-se que ocorreu um evento de especiagao.

H4 basicamente dois tipos de barreiras que atuam sobre as
populacdes e que podem conduzir ao isolamento reprodutivo, € podem ser
classificadas em pré- e pOs-zigoticas. As barreiras pré-zigoticas sao assim
denominadas por ndo permitirem a formacdo do zigoto em qualquer
instancia, ou seja, impedem que cruzamentos ocorram entre individuos
pertencentes a espécies distintas através de mecanismos que bloqueiam o
acasalamento. Adicionalmente, em casos de ‘“rompimento” desses
mecanismos, outras barreiras que impossibilitam a formagao do zigoto por
incompatibilidade gamética atuam nessas condi¢des. As barreiras pos-
zigdticas, resultam em inviabilidade ainda no estigio de zigoto ou
infertilidade da prole hibrida e até degeneracdo do hibrido. A questdo €
como a incompatibilidade pré- e/ou pos-zigdtica pode surgir, se estabelecer
e persistir em diferentes modos de especiacdo. Tais modos sdo
diferenciados de acordo com o grau de contato, potencialmente
reprodutivo, entre as populacdes. Podem ser caracterizados como
alopatricos ou simpatricos, caso haja isolamento geografico (e reprodutivo)

ou ndo, respectivamente. Um modo intermedidrio, o parapatrico, no qual
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populacdes que vivem alopatricamente trocam genes, por meio de
populacdes intermedidrias continuas, foi postulado por Smith (1965).

H4 poucos genes identificados que sdo explicitamente responsaveis
pelo isolamento reprodutivo. A maior dificuldade em se determinar os
chamados “genes de especiacdo” estd relacionada com o fato desses genes
nao evoluirem especificamente para esse fim e participarem de outras
fungdes bioldgicas. Entretanto, muitos estudos vém sendo realizados no
sentido de se estudar o papel da selecdo natural e deriva genética na
divergéncia de tais genes nas populacdes (Coyne et al., 1994; Barbash et

al., 2003; Presgraves et al., 2003; Orr, 2005).

I.2.1 Isolamento Pré-zigotico

Dobzhansky (1951) classificou os mecanismos de isolamento
reprodutivo pré-zigdticos em ecoldgicos, temporais ou sazonais, etologicos
€ mecanicos.

Em espécies simpdtricas de Drosophila os mecanismos de
1solamento pré-zigdticos t€m evoluido mais rapidamente do que aqueles de
isolamento pos-zigbdtico, enquanto que nas espécies alopdtricas esses

mecanismos tém evoluido em taxas semelhantes (Coyne e Orr, 1997).

12
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Essas observacoes reforcam a teoria de que a selecdo sobre fatores
genéticos relacionados ao estabelecimento de barreiras ao fluxo génico €
mais acentuada quando espécies relacionadas compartilham a mesma area
de ocorréncia. Nesse contexto, podem ser citadas como exemplo as
espécies D. silvestris e D. heteroneura, que sdo simpatricas no arquipélago
do Havai, e que exibem forte isolamento quanto aos padrdes de corte, além
de grandes diferencas com relacdo ao comportamento agressivo dos
machos (Carson et al., 1989).

A preferéncia de acasalamento é outro fator importante a ser
considerado para a manutenc¢do do isolamento reprodutivo entre espécies
simpétricas. Individuos de um dos sexos (geralmente as fémeas) escolhem
seus parceiros conforme caracteristicas quantificdveis, tais como
feromoOnios de contato, constituidos basicamente de hidrocarbonetos nao-
volateis cuticulares (Higgie et al., 2000; Blows, 2002 e Rundle et al.,
2005).

Outros exemplos da atuacdo de mecanismos de isolamento
reprodutivo pré-zigoéticos relacionam-se aos diferentes padroes de sons de
corte. Williams et al. (2001) analisaram a base genética da diferenca dos
sons de corte para acasalamento entre D. pseudoobscura e D. persimilis.
Em outro estudo, Yamada et al. (2002) estudaram o controle genético dos
diferentes sons de corte associadas ao isolamento reprodutivo entre D.

ananassae € D. pallidosa, ambas pertencentes ao complexo de espécies de
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D. ananassae. Andlises de hibridos obtidos de cruzamentos entre D. virilis
e D. flavomontana mostraram a interacdo entre genes ligados ao
cromossomo X e genes autossOmicos na diferenciacdo de cangdes de corte
entre essas espécies (Piillysaho et al., 2003).

Apesar da grande importancia do isolamento reprodutivo pré-
zigbtico como uma barreira primaria durante o processo de especiacao,
pouco se sabe sobre a base genética da discriminacdo de acasalamentos
interespecificos (Coyne e Orr, 2004). Muitas das questdes sobre a genética
do isolamento reprodutivo permanecem ainda sem respostas, tais como: 0s
mecanismos de isolamento sdo baseados em muitos ou poucos genes?
Genes para diferenciagdo na reproducdo tendem a ocorrer em regioes
similares de cromossomos entre espécies do mesmo grupo? Os mesmos
genes contribuem para o estabelecimento do isolamento reprodutivo tanto
nos machos quanto nas fémeas? Qual a funcdo normal dos genes
envolvidos no isolamento reprodutivo? Estudos sobre a base genética do
isolamento entre espécies, dentre os quais podem ser destacados aqueles
que utilizam Drosophila como um modelo, podem trazer importante
contribuicdo na elucidacido destas questdes. Estudos como o realizado por
Moehring et al. (2006), nos quais foram realizados o mapeamento de QTLs
que contribuem para o isolamento reprodutivo pré-zigdtico nas espécies
cripticas D. santomea e D. yakuba, apontam para um novo tipo de andlise

da base genética do isolamento reprodutivo em Drosophila.
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1.2.2 Isolamento Pés-zigotico

Desde o inicio do ultimo século tem-se tentado determinar a base
genética dos mecanismos de isolamento reprodutivo pos-zigoticos.
Inicialmente Dobzhansky (1951) classificou esses mecanismos em trés
classes distintas: inviabilidade dos hibridos de primeira geracdo (F,),
esterilidade dos hibridos e inviabilidade dos hibridos de segunda geragdo
(F2).

A 1inviabilidade dos hibridos de primeira geracao (F1) pode ser
causada por interacdes epistiticas deletérias entre genes que funcionam
perfeitamente nas espécies parentais. J4 em 1922, Haldane observara que
“quando na prole F1 de duas racas animais diferentes um dos sexos esta
ausente, € raro ou € estéril; o mesmo € sempre o heterogamético”. Uma das
explicacoes para a chamada “regra de Haldane”, acima descrita, seria a
incompatibilidade que envolve os cromossomos sexuais entre si, ou deles
com Cromossomos autossomicos.

Os mecanismos genéticos da inviabilidade dos hibridos F1 vém
sendo investigados através do estudo de mutacdes que resgatam a
viabilidade dos hibridos. Em Drosophila, as mutacdes Hmr (do inglés,
hybrid male rescue) ligada ao cromossomo X de D. melanogaster, € Lhr

(do inglés, lethal hybrid rescue) presente no segundo cromossomo de D.
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simulans permitem a anélise da base genética da inviabilidade dos hibridos
obtidos entre as espécies citadas (Watanabe, 1979; Hutter and Ashburner,
1987; Hutter et al., 1990; Davis et al., 1996; Orr and Irving, 2000).
Estudos sobre a base genética envolvida no isolamento pds-zigdtico
em Drosophila sugerem que os mecanismos relacionados a inviabilidade da
prole hibrida sdo menos complexos do que aqueles responsiveis pela
propria esterilidade dos hibridos e podem estar associados com alteracdes
no ciclo celular (Hutter, 1997). Foi identificado um grupo de genes
relacionados ao controle do ciclo celular no cromossomo X de D.
melanogaster que se interagem em determinados gendtipos hibridos e
conduzem a inviabilidade do desenvolvimento dos mesmos (Hutter, 2002).
Em relacdo a esterilidade dos hibridos obtidos entre espécies de
Drosophila, a atrofia observada em ovérios e testiculos se deve a
incompatibilidade genética reconhecivel precocemente no embrido. Essa
incompatibilidade produz defeitos que afetam a proliferacdo das células da
linhagem germinativa (Hollocher er al., 2000). A esterilidade dos machos
hibridos é a forma mais comum de mecanismo de isolamento pds-zigotico
em Drosophila (Coyne, 1992). A base genética desse tipo de isolamento foi
estudada em hibridos obtidos de cruzamentos entre D. subobscura e D.
madeirensis, com a utilizacdo de vinte marcadores genéticos em machos
retrocruzados. Observou-se um efeito maior nos cromossomos sexuais:

machos com cromossomos X e Y derivados de espécies parentais distintas
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tinham testiculos pequenos e vazios; enquanto que quando eram obtidos
machos com cromossomos X e Y compativeis os testiculos eram normais
em relacdo ao tamanho, mas machos estéreis ainda eram observados. Foi
sugerido, entdo, que seis fatores autossomicos estavam relacionados com a
esterilidade dos machos (Khadem and Krimbas, 1991). Noor et al. (2001)
estudaram a esterelidade nos hibridos entre D. pseudoobscura e D.
persimilis, duas espécies que ocasionalmente se hibridizam na natureza.
Esses autores encontraram algumas regides nos genomas dessas espécies
que podem estar relacionadas com o fendomeno da esterilidade dos hibridos.
Além disso, nessas espécies, essas regides estavam associadas a diferentes
inversoes, reforcando a idéia que as inversdes possam contribuir com o
processo de especiacgao.

A inviabilidade dos hibridos de segunda geracdao (F2) pode ser
definida como o mecanismo de isolamento reprodutivo que atua quando
hibridos sdo capazes de produzir prole, porém de fertilidade reduzida ou
invidvel. Inicialmente, os genes envolvidos na determinacdo da
inviabilidade dos hibridos (F2) foram mapeados através da introgressao do
cromossomo quatro de D. simulans no background genético de D.
melanogaster (Muller e Pontecorvo, 1940). Posteriormente foi observado
que os genes relacionados com a esterilidade dos machos hibridos F2,
presentes nos cromossomos de D. melanogaster se comportavam como

recessivos apoOs a introgressdo, € assim faziam com que 0s genes
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correpondentes de D. simulans para a mesma regido fossem hemizigotos
(Orr, 1992). Uma andlise de aproximadamente 70% do genoma
autossOmico de D. simulans revelou 20 regides que levam a letalidade e
outras 20 regides semi-letais nos hibridos. Adicionalmente foi estimado
que hd aproximadamente 191 regides gendOmicas que estdo ligadas a
incompatibilidade dos hibridos entre D. melanogaster € D. simulans, que

agem de modo epistético nesses individuos (Presgraves, 2003).

1.3) O cluster buzzatii

As espécies incluidas no grupo repleta sdo, na sua maioria,
cactofilicas, ou seja, utilizam os cladodios em decomposi¢ao de varios
tipos de cactos neotropicais para realizar a oviposi¢ao e se alimentar de
leveduras presentes nesses vegetais (Heed, 1982; Wasserman, 1992; Etges
et al.,2001; Tidon-Sklorz e Sene, 2001). Esta adaptacdo permitiu que um
nimero considerdvel de espécies do grupo repleta pudesse ocupar o0s
desertos e as zonas aridas do Novo Mundo (Ruiz & Fontdevila, 1981). O
grupo repleta estd subdividido em 6 subgrupos: mulleri, fasciola, hyderi,

mercatorum, repleta e inca (Vilela, 1983, Rafael e Arcos, 1989). O
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subgrupo mulleri, por sua vez, estd subdividido em 5 complexos de
espécies: mulleri, meridiana, anceps, eremophila e buzzatii. No complexo
buzzatii foram incluidas 13 espécies, organizadas em 3 clusters, com base
em padroes de bandamento cromossdomico e morfologia do aparelho
reprodutor (Ruiz e Wasserman, 1993): cluster stalkeri (incluindo D.
richardsoni e D. stalkeri), esta restrito as ilhas do Caribe e Floérida; cluster
martensis (D. martensis, D. uniseta, D. venezoelana e D. starmeri),
encontrado nos desertos da Colombia e Venezuela; e finalmente o cluster
buzzatii, formado atualmente por 7 espécies (D. buzzatii, D. serido, D.
borborema, D. koepferae, D. seriema, D. gouveai e D. antonietae), que sao
encontradas em varios paises da América do Sul, desde as regides abaixo
da Amazonia brasileira até Argentina. D. buzzatii, a espécie que dd nome
ao cluster, é considerada atualmente uma espécie sub-cosmopolita (Ruiz et
al, 1982; Wasserman & Richardson, 1987; Fontdevila et al., 1988; Tidon-
Sklorz e Sene, 2001). Estudos de Ruiz et al. (2000) agruparam 6 das 7
espécies do cluster buzzatii (D. serido, D. borborema, D. koepferae, D.
seriema, D. gouveai e D. antonietae) no sibling set serido, baseando-se na
comparacao da morfologia do edeago.

As espécies do cluster buzzatii sao encontradas em dareas de
ocorréncia de seus cactos hospedeiros. As moscas ovipositam sobre
cladédios em decomposicdo, onde as larvas se desenvolvem alimentando-

se de leveduras especificas envolvidas neste processo (Pereira et al., 1983).
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A distribuicdo das cactaceas na América do Sul € descontinua
provavelmente em decorréncia de mudancas paleoclimaticas e
paleogeomorfoldgicas a partir do final do periodo terciario (Ab’Saber,
1977a, 1977b; Vanzolini, 1981), fato que contribuiu para o isolamento
geogrifico atualmente observado para as populacdes deste cluster. O
processo de especiacdo alopatrica, que € muitas vezes a regra dentro do
género Drosophila, pode ocorrer de duas formas distintas: ou o isolamento
geografico seguido de diversificacdo genética lenta e, conseqiientemente, o
1solamento reprodutivo das populacdes; ou por divergéncia genética rapida,
através do isolamento de fundadores em novos ambientes, com “erros de
amostragem” do background genético original. Este processo € conhecido
como Efeito do Fundador, e constitui a maneira mais provavel de
especiacdo das espécies cactofilicas de Drosophila (Wasserman, 1992).
Silva e Sene (1991) consideraram a hipdtese de que uma variagdo
geografica observada para a morfologia do edeago poderia representar o
inicio da diferenciacdo interpopulacional, que eventualmente resultaria em
especiagao.

O mapeamento da distribuicdo geogrifica das espécies do cluster
buzzatii tem sido empreendido utilizando-se vérios marcadores, como a
morfologia da terminélia masculina e da asa (Vilela e Sene, 1977; Silva,
1981; Sene et al, 1982, 1988; Silva e Sene, 1991; Tidon-Sklorz e Sene,

1995a, 1995b; Monteiro e Sene, 1995; Monteiro, 1997; Moraes e Sene,
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2004), inversdes em cromossomos politénicos (Wasserman, 1962; Tosi,
1982; Tosi e Sene, 1989; Figueiredo e Sene, 1992; Ruiz, et al, 2000),
padrdo de isoenzimas (Sanchez, 1986; Barker et al., 1985; Barker, 1994;
Lapenta et al., 1995, 1998; Morales, 2001, Mateus e Sene, 2003), anélise
de compatibilidade reprodutiva (Madi-Ravazzi et al., 1997; Machado et al.,
2002 e Machado et al, 2006), analise de DNA satélite (Kuhn et al., 1999 e
Kuhn e Sene, 2004) e de haplétipos de DNA mitocondrial (Manfrin et al.
2001; de Brito et al., 2002a). Até o presente, a comparagao da morfologia
do edeago € considerada como a principal caracteristica para a
diferenciacdo das espécies (Vilela, 1983; Silva e Sene, 1991; Tidon-Sklorz
e Sene, 1995a). Além disso, as andlises das inversdes cromossOmicas
sugerem uma origem monofilética para este cluster (Tosi, 1982; Ruiz e
Wasserman, 1993).

Drosophila gouveai ocorre em morros rochosos nas regides sudeste e
centro-oeste do Brasil. Devido a associa¢cdo com cactdceas presentes nessas
localizagdes. Esta espécie apresenta uma distribuicdo geografica
fragmentada com numerosas populacdes isoladas, principalmente na regidao
nordeste do Brasil (Tidon-Sklorz e Sene, 2001). Monteiro e Sene (1995)
observaram que as populacdes de D. gouveai podiam ser discriminadas
com relacdo a morfologia do edeago provavelmente devido ao fato dessas
populacdes serem encontradas principalmente em morros, formando

verdadeiros isolados. Além disso, foi demonstrado recentemente que
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parametros morfométricos para as asas podem ser utilizados como
marcadores para diferenciacdo morfologica entre as populagdes dessa
espécie (Moraes e Sene, 2004). Manfrin er al.(2001), observaram que D.
gouveai de Analandia, SP, podia ser agrupada filogeneticamente com
populacdes de D. antonietae, quando analisaram seqiiéncias de DNA
mitocondrial. Com base nessas observacoes, foi sugerido um provével
contato secunddrio entre as duas espécies, no qual poderia ter ocorrido
hibridacao introgressiva. Além disso, essas observacoes indicam também
que a diferenciacdo destas populagcdes nao se deu exclusivamente durante o
ultimo ciclo do quaternério, conforme anteriormente sugerido por Sene et
al. (1988). O padrao atual, segundo os autores, indica uma histéria
evolutiva mais longa para as espécies do sibling set serido, isto €, eventos
anteriores aqueles sugeridos por Sene et al. (1988) isolaram estas espécies,
e outros paleoeventos, como aqueles provocados pelos ciclos do
quaterndrio, em um passado mais recente, propiciaram o contato secundario
entre elas.

A distribui¢do geografica de Drosophila antonietae compreende as
regides sul e sudeste do Brasil e norte da fronteira leste do chaco argentino.
As populacdes estdo sempre associadas com Cereus hildmaniannus
presente em ilhas de vegetacdo xerofitica de matas de galeria e florestas
mesofiticas (Tidon-Sklorz e Sene, 2001). Essa espécie ja foi caracterizada

em diversos aspectos: possui morfologia do edeago do tipo D (Silva e Sene,
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1991), inversdo cromossdmica 2x’ e cariétipo metafésico tipo V (Ruiz, et
al, 2000). Analises de haplotipos do DNA mitocondrial permitiram a
separacdo da espécie em dois grupos: um na por¢ao superior € outro na
porcdo inferior da bacia dos rios Parani-Uruguai (Manfrin et al., 2001).
Mateus e Sene (2003), encontraram deficiéncia de heterozigotos para
varios loci aloenziméticos nas populacdes de D. antonietae, porém foi
descartada a hipdtese de endogamia como explicagdo para esse fato. Em
decorréncia das populacdes de D. antonietae distribuirem-se ao longo dos
cursos de rios apresentam homogeneidade genética, o que sugere a
ocorréncia de fluxo génico entre as mesmas (Monteiro e Sene, 1995).
Drosophila seriema tem &rea de ocorréncia restrita a campos
rochosos da Cadeia do Espinhaco, nos estados de Bahia e Minas Gerais, em
altitudes acima dos 1000 m em relacdo ao nivel do mar, com distribui¢do
populacional esparsa e descontinua dada a paisagem montanhosa
entremeada por vales extensos e profundos, que a localidade apresenta
(Tidon-Sklorz e Sene, 1995a). As populacdes de D. seriema apresentam
forte 1solamento pré copulatério em relagdo as outras espécies, um padrao
caracteristico de esterases (Lapenta et al, 1995), monomorfismo para
inversdes cromossOmicas paracéntricas, porém exibem polimorfismo
quando comparadas ao nivel de cariétipos metafasicos (Kuhn et al. 1996).
Manfrin et al.(2001), em andlises que envolviam parte da seqiiéncia do

gene mitocondrial Citocromo oxidase — I (COI), observaram que os valores
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de divergéncia genética interpopulacional eram muito similares aqueles
obtidos em andlises interespecificas com as outras espécies do cluster
buzzatii, o que poderia indicar eventos prévios de hibridizacdo
introgressiva. A introgressao de DNA mitocondrial também ja foi sugerido
para outras espécies do cluster buzzatii (de Brito et al. 2002a). Contudo
Kuhn e Sene (2004), com base na analise de marcadores de DNA satélite
encontraram homogeneidade de seqii€éncias para as populacdes de D.
seriema analisadas.

Vilela e Sene (1977) descreveram a espécie D. serido a partir de
exemplares coletados em Milagres (BA). A distribuicdo geografica da
espécie compreende toda a drea sub-amazonica da América do Sul até a
regido do chaco argentino. A espécie € constituida por um complexo de
populacdes que exibem elevado polimorfismo em vdrias caracteristicas:
quanto a morfologia do edeago (Tosi e Sene, 1989; Silva e Sene, 1991);
quanto aos tipos de cariotipos metafdsicos (Baimai et al, 1983); quanto a
variacdo na seqiiéncia do gene COI do DNA mitocondrial (Manfrin et al.,
2001); assim como outros tipos de divergéncia genética (Ruiz et al., 2000).
Segundo as andlises realizadas por de Brito et al. (2002a), foi estimada que
a distribuicao das populacdes de D. serido pelo territorio brasileiro poderia
ter ocorrido durante o Pleistoceno médio, e que os ciclos climéticos
anteriores € que se sucederam pelo periodo Quaternario provavelmente

tiveram um papel preponderante na heterogeneidade encontrada nas
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populacdes brasileiras de D. serido. Existe uma regido de simpatria entre
D. serido e D. gouveai na Cadeia do Espinhaco (BA e MG). Entretanto,
nao foram observados hibridos naturais entre as mesmas (Silva e Sene,
1991).

Drosophila buzzatii € a espécie pertencente ao cluster buzzatii que
apresenta maior distribuicdo geografica, pois pode ser encontrada na
Argentina, Bolivia, Paraguai, Brasil e também, apds invasdo recente, na
Europa e na Austrdlia (Fontdevilla et al, 1981; Barker et al., 1985 e
Figueiredo e Sene, 1992). Como sitio de oviposi¢do pode utilizar cactos
dos géneros Opuntia (Pereira et al. 1983), Cereus e Trichocereus (Hasson
et al, 1992). O modo pelo qual ocorreu a distribuicdo populacional de D.
buzzatii pelo territorio brasileiro ainda € motivo de debate (de Brito et al.,
2002a). A dispersdao das populacdes brasileiras de D. buzzatii pode ter
acontecido de dois modos: ou dispersdo passiva, na qual os colonizadores
ocuparam o restante do territério seguindo o cacto hospedeiro Opuntia,
como foi observado na Austrdlia com a introdu¢do desse vegetal por
criadores de gado (Barker et al., 1985); ou dispersdo ativa, sem o
envolvimento humano, na qual D. buzzatii teria inicialmente colonizado a
regido sudeste e posteriormente ocupado outras areas (Figueiredo e Sene,
1992).

A distribuicdo geografica das populacdes de D. koepferae

compreende a regido do nordeste da Argentina e Bolivia, a leste da
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Cordilheira dos Andes. D. koepferae realiza seu ciclo de vida em tecidos de
cactaceas em decomposi¢do, principalmente dos géneros Cereus e
Trichocereus (Fanara et al., 1998), de forma semelhante a sua espécie
criptica D. buzzatii. Pelo fato de co-explorarem sitios semelhantes para a
reproducgdo, ja foi demonstrada a ocorréncia de hibridos interespecificos
entre essas espécies (Carvajal er al., 1996; Marin e Fontdevila, 1996).
Contudo, em outros estudos foram observadas algumas diferencgas entre D.
koepferae e D. buzzatii quanto a preferéncia para sitios de oviposi¢ao
(Fanara e Hasson, 2001), sistemas genéticos relacionados a inviabilidade
dos hibridos (Carvajal et al., 1996) e estudos moleculares comparativos do
locus Xdh (Piccinali et al., 2004).

Drosophila borborema, outra espécie pertencente ao cluster buzzatii,
consiste de uma espécie criptica de D. serido. Suas populagdes ocupam o
nordeste brasileiro, especificamente a regido da Serra da Borborema.
Possui similaridade de inversdes cromossOmicas com D. gouveai,
entretanto hibridos naturais ainda nao foram relatados.

Espécies cactofilicas de Drosophila sdo ideais para estudos intra e
interpopulacionais devido sua associacdo com os cactos hospedeiros, e
estes estarem com sua distribui¢do vinculada as flutuacdes paleocliméticas
e paleogeomorfolégicas. Por essas razdes, o cluster buzzatii, e,
especificamente o sibling set serido, tétm sido alvo de varios estudos em

genética evolutiva. As andlises entre as espécies do cluster mostram uma
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estrutura populacional com fluxo génico restrito pela distancia, contato
secunddrio entre as espécies resultando em simpatria e introgressao,
populagdes politipicas e acasalamentos interespecificos obtidos
experimentalmente (Manfrin e Sene, 2006). Portanto, o estudo das relagdes
filogenéticas entre os membros deste grupo ainda abre espaco para novas
hipéteses, uma vez que com o conjunto de dados obtidos até o momento
ainda ndo foi possivel se estabelecer de forma definitiva os eventos de
especiagao que originaram o grupo.

Nesse contexto, 0 DNA ribossdmico tem se constituido numa
importante ferramenta para andlise da variabilidade genética entre espécies
cripticas ou mesmo em estudos interpopulacionais, baseados
principalmente na diversidade das suas regides ndo codificadoras IGS, ITS-

1 e ITS-2.
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1.4 O DNA ribossomico

O DNA ribossomico (rDNA) dos eucariotos é constituido por uma
familia multigénica, responsavel pela sintese dos RNAs ribossomais e estd
organizado em unidades repetitivas (RU) em tandem nas regides
organizadoras nucleolares (NORs). Cada RU consiste de seqii€ncias
altamente conservadas codificadoras dos rRNAs 18S, 5,8S e 28S,
intercaladas com regides nao codificadoras menos conservadas. Na maioria
dos animais existem de 100 a 500 c6pias das unidades repetitivas do rDNA
no genoma nuclear (Hoy, 1994). Cada (RU) é composta por uma regido
promotora ETS (do inglés, External Transcribed Spacer), uma regido
codificadora do rRNA 18S, uma regido interna nao codificadora ITS-1 (do
inglés, Internal non coding Transcribed Spacer), uma regido codificadora
do rRNA 5,8S, uma segunda regido nao codificadora ITS-2, uma regidao
codificadora do rRNA 28S e, finalmente, por uma regiao ndo codificadora
intergénica IGS (do inglés, Intergenic non Transcribed Spacer). O esquema
abaixo sumariza a organizacdo do rDNA em eucariotos (Hillis & Dixon,

1991; Polanco et al., 1998).

4
[
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Herwerden, et al. (1999) utilizaram dados do seqiienciamento da
regido ITS-1 para analisar as relagOes filogenéticas e a variagdo intra e
interespecifica em espécies do género Paragonimus (Trematoda: Digenea).
Em carrapatos do género Cecidophyopsis diferengas na seqiiéncia da regiao
ITS-1 foram utilizadas para identificar espécies (Kumar et al., 1999).
Variagdes da seqiiéncia da regido ITS-1 foram encontradas para dois
grupos de peixes ciclideos indicando uma origem monofilética para os
mesmos (Booton, et al., 1999).

Em insetos, andlises das regides intergénicas do tDNA e do DNA
mitocondrial foram utilizadas para identificar as espécies cripticas em
populacdes do mosquito Anopheles freeborni e A. hermsi (Porter e Collins,
1991). Essas andlises ressaltaram as diferencgas espécie-especificas que nao
tinham sido constatadas anteriormente pela andlise do DNA mitocondrial
em 5 colonias de A. freeborni e em 3 colonias de A. hermsi. Tartarotti e
Ceron (2005) constataram a diferenciacdo entre Triatomineos dos géneros
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus.

Em Drosophila, seqiiéncias nucleotidicas da regido ITS-1 foram
determinadas e utilizadas, juntamente com outras seqii€ncias nucleares e
mitocondriais no estabelecimento de uma filogenia para as espécies do
grupo saltans. Entretanto, esses dados ainda ndo resolveram

completamente as relagdes filogenéticas dentro do grupo (O'Grady et al.,

1998).
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Trabalhos referentes a regido ITS-1 em espécies de Drosophila do
grupo repleta sdo escassos. Estudos em espécies deste grupo demonstraram
um polimorfismo de tamanho para a regido ITS-1 envolvendo D. mulleri e
D. arizonae, ambas pertencentes ao complexo mulleri. Para D. mulleri o
comprimento do fragmento amplificado da regidao ITS-1 corresponde a
600pb, enquanto que para D. arizonae € de 500pb. Além disso, analises dos
hibridos interespecificos entre D. mulleri e D. arizonae demonstrou que as
unidades repetitivas do rDNA nessas espécies estdo localizadas no
cromossomo X e nos microcromossomos (Baffi & Ceron, 2002).

Estudos mais recentes envolvendo a dindmica evolutiva de elementos
transponiveis nos loci do DNA ribossdomico foram realizados por Averbeck
e Eickbush (2005). Essas andlises sdo concernentes a porcentagem de
inser¢do dos retroelementos R/ e R2 nas unidades do DNA ribossomico
presentes no cromossomo X de Drosophila melanogaster apds varias
geracgoes, e dessa forma, foi possivel se estudar o tipo e a distribui¢ao dos
eventos de recombinag¢io que deram origem a evolugdo em concerto desses
loci.

Embora as relacoes filogenéticas entre as espécies do cluster buzzatii
j4 tenham sido amplamente investigadas utilizando-se outros marcadores,
andlises de seqiiéncias nucleares ainda ndo foram realizadas. O espagador
intergénico ITS-1 € adequado a esse tipo de andlise porque corresponde a

uma regido nado codificadora que apresenta uma alta variabilidade
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interespecifica, e pelo fato de que as espécies do cluster buzzattii

compreendem um grupo evolutivo em processo de especiagcdo recente.
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II. OBJETIVOS

No presente estudo propomos uma andlise da seqiiéncia da regiao
intergénica ITS-1 nas espécies do cluster buzzatii, com os seguintes
objetivos:

1) Identificar eventuais polimorfismos de tamanho da regido ITS-1 em
varias linhagens das espécies do cluster buzzatii. Essa analise permitird a
observacgao dos possiveis polimorfismos intra e interespecificos;

2) Seqiienciar a regido ITS-1 em todas as linhagens, e estabelecer uma
arvore filogenética para as espécies do cluster buzzatii baseada na
comparagdo dessas seqiiéncias;

3) Comparar as relagdes filogenéticas encontradas com aquelas ja descritas

para o cluster buzzatii com a utilizacao de outros marcadores.
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III. MATERIAL & METODOS

II1.1. Linhagens

As linhagens e procedéncia das espécies de Drosophila do cluster
buzzatii, estdo apresentadas na tabela 1. Todas as linhagens nos foram
cedidas pelo Prof. Dr. Fabio de Melo Sene, do Departamento de Genética
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, e pela Dra. Maura Manfrin,
do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto, ambas pertencentes a Universidade de Sao Paulo.
Também foi analisada uma linhagem de D. richardsoni (cluster stalkeri),
do complexo buzzatii, obtida pelo Prof. Fibio do Centro de Estoques
Bowling Green, Estados Unidos, registrada sob o cddigo 1421, no referido
Centro.

Tanto amostras do DNA previamente extraidas e estocadas a -20°C,
como amostras de DNA obtidas de espécimens vivos ou congelados a -

20°C ou fixados em etanol a 70% foram utilizadas nesse trabalho.
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Tabela 1. Linhagens e procedéncia das espécies de Drosophila do cluster

buzzatii analisadas.

Espécie Cadigo da Linhagem Procedéncia
D. serido H49F1M Guaratuba/PR Brasil
1431.3 Milagres/BA Brasil
D. seriema D54M Grao Mongol/BA  Brasil
D40FIM Serra do Cip6/MG Brasil
D. koepferae B26D2 Famatina Argentina
D. borborema 1281.2 Milagres/BA Brasil

D. richardsoni® 1421

% espécie pertencente ao cluster stalkeri do complexo buzzatii
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I11.2. Extracao do DNA gendomico

O DNA gen6mico foi extraido de moscas coletadas dos estoques, de
moscas preservadas a -20°C ou material fixado em etanol. A extracdo do
DNA foi realizada com o auxilio do kit Wizard® Genomic DNA
Purification PROMEGA, seguindo-se as instru¢des do fabricante. As
amostras de DNA extraidas foram armazenadas a -20°C. Todas as amostras

de DNA foram obtidas a partir de um tnico individuo.
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III.3 Reacao em Cadeia da Polimerase para amplificacao das

regioes intergénicas ITS-1

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 uL
contendo 2,5 unidades de Tag DNA polimerase, tampao de PCR, solugdo
de dNTPs 200 uM, MgCl, 3mM e 4 puL. de uma solugdo contendo 33 ng/uL
de oligonucleotideos iniciadores (primers)
5S'CCTAACAAGGTTTCCGTAGG (forward) e
5S'CCTAACAAGGTTTCCGTAGG (reverse) que se hibridizam a
extremidade 3' do rDNA 18S e ao inicio da regidao 5' do rDNA 5,8S,
respectivamente. Esse conjunto de oligonucleotideos permite a
amplificacdo da regido intergénica ITS-1 por inteiro, tendo sido
inicialmente utilizados para a andlise do polimorfismo da regido ITS-1 em
Drosophila melanogaster e D. simulans (Dr. Jonathan B. Clark,
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade do
Arizona em Tucson, comunica¢do pessoal). Esse conjunto também j4a foi
utilizado para a amplificacdo da regido intergénica ITS-1 em Zaprionus
indianus (Baffi et al., 2000).

As condic¢Oes para as reagOes de amplificacdo foram as seguintes: 3

minutos a 95°C para a desnaturacdo prévia do DNA, 35 ciclos de reacao

consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo da cadeia de
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DNA, 1 minuto a 50°C para a ligacdo dos oligonucleotideos iniciadores e 1
minuto a 72°C para a polimerizacdo da cadeia, e em seguida uma extensao
final por 2 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram entdo separados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corados em solu¢do contendo 0,01% de brometo

de etideo e visualizados sob transiluminacao ultravioleta.
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I11.4 Seqiienciamento dos fragmentos amplificados

O seqiienciamento da regido espacadora ITS-1 foi realizado no
Laboratério de Estudos Gendmicos do Departamento de Biologia deste
Instituto, com a colaboragdo da Profa. Dra. Paula Rahal Liberatore. As
andlises foram realizadas utilizando-se de seqiienciador automdtico ABI
Prism 377 da Applied Biosystems Inc.

Para as reacdes de seqiienciamento direto de fragmentos ITS-1
amplificados por PCR, utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores para a
regido ITS-1 forward (F) e reverse (R) na concentracdo 10 pmols/ul, em
conjuntos de reacdes em separado, com 2l da solucdo de DNA obtida a
partir da extracdo de um unico individuo e subseqiiente marcagdo
fluorescente com o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction da Perkin Elmer.

Ap6s a marcagdo, os produtos amplificados foram precipitados em
100ul de etanol absoluto gelado, 5ul de acetato de amodnio 3M e 30ul de
agua. Em seguida, foram centrifugados por 30 minutos a 3200 rpm a 4°C.
Ao precipitado foi adicionado 200ul de etanol 70% para lavagem, seguido

de centrifugagdo por 5 minutos em 3200rpm a 4°C. Esse procedimento foi
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repetido uma vez e o precipitado foi colocado em estufa a 37°C por uma
hora para secagem.

Para o seqiienciamento, as amostras receberam 1,5U de loading
buffer (formamida e blue dextran) e foram homogeneizadas 25 vezes por
inversdo. Foram, entdo, desnaturadas por 2 minutos a 95°C e mantidas no
gelo até o momento de aplicacdo no gel de poliacrilamida a 5% do

seqiienciador.
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II1.5 Analises das Seqiiéncias

O alinhamento multiplo das seqiiéncias foi realizado pelo programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Para a determinagdo das relacoes
filogenéticas entre as seqiiéncias ITS-1 das espécies de Drosophila do
cluster buzzatii foi utilizado o software MEGA versao 3.1 (Kumar et al.,
2004) em plataforma Windows. Analises filogenéticas das seqiiéncias ITS-1
foram obtidas pelo método neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) e pelo
método da méaxima parcimOnia utilizando-se o algoritmo branch-and-
bound presente no programa MEGA 3.1. Para a determinacdo dos limites
de confianca nos “n6s”, os dados foram submetidos ao test de bootstrap

(Felsenstein, 1985) para 1000 repeti¢cdes.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Amplificacao e caracterizacao inicial da regiao ITS-1

Inicialmente a regido intergénica ITS-1 foi amplificada por PCR nas
espécies do cluster buzzatii e D. richardsoni (cluster stalkeri), seguindo-se
a metodologia descrita em materiais € métodos. Pode ser observado na
figura 1 que os fragmentos amplificados, correspondentes a regido ITS-1,
apresentam tamanhos na faixa de 500 a 600 pb. Amostras dos fragmentos
amplificados foram submetidas a digestdio com as endonucleases de
restricdo Eco Rl, Alu 1, Hind 111, Sal 1 e Hae III. Nenhum sitio de restri¢cao
foi encontrado nas seqiiéncias correspondentes a regido ITS-1 nessas

espécies.
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506 nh « ITS-1

Figura 1. Gel de agarose a 1,5% mostrando o resultado da amplificagdo por PCR da
regido intragénica ITS-1 em linhagens do complexo buzzatii. Colunas: 1- Leader
1kb; 2- D. richardsoni 1421.0; 3- D. serido 1431.3; 4- D. borborema 1281.2; 5- D.
serido H49F1IM; 6- D. seriema D54M; 7- D. seriema D40F1; 8- D. koepferae

B26D2; 9- D. buzzatii Ellen 3; 10- controle negativo com dgua.
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IV.2. Analise das seqiiéncias

Os produtos amplificados por PCR foram utilizados diretamente para
o seqiienciamento. Todas as seqiiéncias foram determinadas pelo método
de seqiienciamento de DNA por terminacdo de cadeia desenvolvido por
Sanger, utilizando-se didesoxinucleotideos fluorescentes além dos
desoxinucleotideos comuns.

Os resultados obtidos permitiram o alinhamento das seqii€ncias para
a regido ITS-1 como mostrado na figura 2. Embora haja divergéncias das
seqiiéncias ITS-1 entre as espécies analisadas, é possivel, por outro lado,
observar-se algumas regides conservadas.

Para que o alinhamento multiplo entre as seqii€éncias ITS-1 fosse
corretamente estabelecido, foram desconsideradas as extremidades cujos
nucleotideos ndo eram totalmente alinhados, ou seja, todas as posi¢des nas
extremidades que continham intervalos em qualquer uma das seqiiéncias.
Este tipo de procedimento nao conduz a uma subestimativa na divergéncia,
uma vez que quaisquer alteragdes nucleotidicas que eventualmente tenham
ocorrido nestas regides seriam desconsideradas no alinhamento multiplo
das seqiiéncias.

Assim, dentre as 690 posicdes analisadas, foram encontrados 152

sitios conservados e 173 sitios informativos para parcimonia considerando-

43



Resultados

se todas as seqii€éncias. A composi¢cao nucleotidica dessas seqii€éncias pode
ser observada na tabela 2. O nimero médio total de nucleotideos obtido
para alinhamento foi de 493.4, sendo encontrada uma porcentagem superior
no conteudo de A-T, cerca de 71,5%, em relacdo ao contetido de G-C,

cerca de 28,5%, em todas as seqiiéncias.
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#D._richardsoni ATAAAAGAT- TTTGTCATAT ACC?TATTTT TATAGATT?T GTAAAACTAA
#D._koepferae L.TOL.TCLA oo T A e e A i
#D._borborema T.T...CC.A ........ G. .T.A....c. ivinen.. Av oieiiea
#D._serido_1431.3 .T...CC.A ........ G. T.Guviriir wunuunenen. A. i
#D._serido_H49F1M T...CCLA ..., G. .T.A....iv tiveen. ?2G7 e
#D._seriema_D40FIM ..T...CC.A ........ G. .T.A....iii tuuieenn A, i
#D._seriema_D54M T...CC.A ... ..... G. .T.A....c. ivinen.. Av vieiie
#D._richardsoni G?CATTTCGC AACATTGTTT AGGTATAAAA AA?TTTTTTT TATTGAAGG?
#D._koepferae A e e e e G... ..AA...... —_— e A
#D._borborema B e e e e e e e e e ?2.A..... ?. A—..?2....A
#D._serido_1431 .3 LA ittt et e e T TT—.ov... A—evnn. A
#D._serido_H49F1IM .A........ 2 e e e e S B A-.?7?....A
#D._seriema_D40FIM .A...... N GG.. ..ARA.....v .. A
#D._seriema_D54M AL ..., e e e e e et e e e AL A—. ... A
#D._richardsoni ?TTGATATAT GCCAGTA-AA ATGGTG-GTT TTT--AATT- C?-?TCAATA
#D._koepferae A..... 2 et e -.. ....G.?A.. ...——....T .T-T.A..A.
#D._borborema Ao A..... ?-.. CC.?..TA.. CA--AGG..T .2?2TA.GG.?
#D._serido_1431.3 A.....i.iiit v, — e e TA.. ...—....T .——=T......
#D._serido_H49FIM A......... A...?2.?2C.. ?2C.?2C.TA.. C..TGGT..T .T?T?2?2?2T.7
#D._seriema_D40FIM A....... 2. .. ?.-.. ....2.TA.. ...—....T . T-T......
#D._seriema_D54M A e e e e — e e ?PA.. ...—....T . T-T......
#D._richardsoni AA?ATGTTTG TGACGTAATG A?ATAAAAAC CAAA-TAATT ATATCACTCT
#D._koepferae LLALLTOLLA e AL T T...A...A. ....A.GG..
#D._borborema G.TGAAGAAT C?CA.?TCC. TA.C..GGTT T?CGTAGC.. GGGAAG.?.G
#D._serido_1431.3 ..T....AAT ..TGAGT.GA .T.AT...TT T.GGCAGTIC- ——————————
#D._serido_H49F1M ?.TGAAGAAT C.CA.GTCC. TA.CT.GGTT T?C?TAG?.. ?GGAAG.?.?
#D._seriema_D40FIM ..T—-...... ?....2.... ?2A..G?..TT T...AA..AA ....%.....
#D._seriema_D54M F N AL 20 TT T o A e i?0 2
#D._richardsoni AAGCGGTGGA TCACTCGGCT CATGGGTCGA TGAAAAAAAA

#D._koepferae ...... 2 e e N C CGC

#D._borborema CC..T.A.AT C.?G.TCCTG —-————————= ——————————

#D._serido_1431.3 ——————————

#D._serido_H49F1M CC..T.A.AT CA??..CTG- —————————— ——————————

#D._seriema_D40FIM ....7?..... T e c?..? ....G..C?2C

#D._seriema_D54M ..ttt e e e et e ....G..CGC

Figura 2. Alinhamento multiplo das seqiiéncias ITS-1 nas espécies analisadas de
Drosophila do complexo buzzatii. Posi¢cdes que compartilham nucleotideos
idénticos sdo marcadas como pontos; as dele¢des sdo indicadas como tragos e

nucleotideos indeterminados sdo representados por (?).
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Tabela 2. Composi¢do nucleotidica das seqiiéncias ITS-1 obtidas das linhagens do

complexo buzzatii. Todas as freqiiéncias sdo dadas em porcentagem.

Total* T C A G

D. richardsoni 489 35.2 119 348 182
D. koepferae 529 30.6 13.8 374 18.1
D. borborema 505 36.2 13.1 345 16.2
D. serido 1431.3 479 39.0 104 357 148
D. serido H49FIM 501 37.5 13.6 337 152
D. seriema D40FIM 509 34.0 126 36.0 17.5
D. seriema D54M 494 34.8 13,6 33.0 18.6
Média 493.4 35.6 125 359 16.0

(*): corresponde ao nimero total de nucleotideos analisados em cada seqii€ncia.
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IV.3. Analises filogenéticas

O software MEGA 3.1 foi utilizado para a andlise filogenética no
conjunto de dados. Os métodos da maxima parcimoOnia e de distancia foram
utilizados para o estabelecimento das relacdes filogenéticas entre as
seqiiéncias analisadas e demonstraram topologias semelhantes. Dos 690
sitios alinhados, foram encontrados 152 sitios conservados e 173 sitios
informativos para parcimonia.

Os valores das distancias estimadas, com base na comparagdo das
seqiiéncias I'TS-1, pelo método de Kimura dois-parametros (Kimura, 1980)
sdo apresentados na tabela 3, para as espécies do cluster buzzatii e D.
richardsoni (cluster stalkeri). Foram incluidas nas anélises filogenéticas os
dados das seqiiéncias ITS-1 de D. virilis e D. melanogaster, obtidas no

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), com os codigos de acesso

728414 (Schloetterer et al., 1994) e JO11703 (Semionov & Makova, 1997),
respectivamente. A tabela 4 mostra as distancias obtidas somente para as
espécies do cluster buzzatii. A distancia estimada média obtida em relagcdo
a todas as linhagens analisadas foi de 0.373; e, considerando-se somente as
espécies do cluster buzzatii, o valor médio de distancia foi de 0.168.

Com relagdo as arvores obtidas pela andlise das distancias entre as

seqiiéncias ITS-1 analisadas, empregou-se o algoritmo neighbor-joining
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(Saitou & Nei, 1987), que consiste de um algoritmo heuristico para
construcao de topologias em que o conceito de evolucdo minima esta
implicito e, portanto, realiza a procura pela arvore com menor soma total
dos ramos. Nesta andlise também utilizou-se o suporte estatistico de
bootstrap, com 1000 replicacdes. Os resultados podem ser observados nas
figuras 3.A e 4.A, considerando-se todas as espécies analisadas ou apenas
aquelas pertencentes aos cluster buzzatii, respectivamente.

Para a anélise de maxima parcimonia utilizou-se o algoritmo branch-
and-bound (Hendy & Penny, 1982), o qual trata-se de um algoritmo exato
que reduz o tempo computacional para um conjunto grande de dados e
elimina possiveis arvores obtidas com maior nimero de passos. Para o
suporte estatistico da topologia obtida foi empregado a anélise de bootstrap
(Felsenstein, 1985) com 1000 replicacdes. Esses dados sdo apresentados
nas figuras 3.B e 4.B e mostram relagdes filogenéticas similares aquelas

obtidas pelo método de distancia.
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Resultados

Distancias estimadas pelo método de Kimura dois-parametros entre as
seqiiencias ITS-1 das linhagens analisadas do cluster buzzatii, D. richardsoni

(cluster stalkeri), D. virilis e D. melanogaster.

m @ & @ 6 e D &

1) D.
2) D.
3) D.
@4 D.
S) D.
(6) D.

7 D.

melanogaster

virilis 1.035

richardsoni 1.066 0.286
koepferae B26D2  1.031 0.312 0.180

borborema 12822 1.054 0.324 0.213 0.217

seriema DAOFIM  0.967 0.252 0.127 0.119 0.111

seriema D54M 1.019 0.307 0.144 0.144 0.162 0.082

(8) D. serido 1431.3 1.017 0.282 0.185 0.166 0.103 0.086 0.136

(9) D. serido HA9FIM 1.063 0.341 0.237 0.221 0.040 0.132 0.184 0.083
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Tabela 4. Distancias estimadas pelo método de Kimura dois-pardmetros entre as

seqiiencias ITS-1 das linhagens analisadas do cluster buzzatii

@m @ & @ O

(1) D. koepferae B26D2

(2) D. borborema 1282.2  0.275

(3) D. serido 1431.3 0.239 0.098

(4) D. serido HA9F1M 0.274 0.043 0.082

(5) D. seriema DAOFIM 0.133 0.154 0.140 0.175

(6) D. seriema D54M 0.146 0.217 0.202 0.240 0.097
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o~ D. borborema

9
59 _r— D. serido HA49FIM

84 — OD. serido 1431.3
A L, seriema D40FIM

85

- D. seriema D54M

D. Roepferae
—— D. richardsoni

D. virilis

0.1

94

D. melanogaster

— D. borborema

96

D. richardsoni
D. virilis

67 . (]).
29 — D. seriema D40FIM
> D. seriema DSIM
= D. Koepferae

— . serido H49FIM
serido 1431.3

—
20

D. melanogaster

Figura 3(A e B). A) Arvore obtida com o algoritmo neighbor-joining para as

seqiiencias ITS-1 das linhagens de Drosophila pertencentes ao cluster buzzatii. B)

Arvore obtida pelo método da méxima parcimonia. As espécies D. richardsoni, D.

virilis e D. melanogaster, foram utilizadas como grupos externos Os valores de

bootstrap (1000 replicagdes) mostrados abaixo dos “nés”
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A.
99 D. borborema
100 D. serido H49FIM
D. serido 1431.3
— D. seriema D40FIM
D. seriema DS4AM
99 D. Roepferae
—
0.02
B.
o1 ——— D. borborema
100 L D. serido H49F IM

D. serido 1431.3
— D. seriema D40FIM

D. seriema D5S4M
o3 D. Koepferae

Figura 4 (A e B). A) Arvore obtida com o algoritmo neighbor-joining para as
seqiiencias ITS-1 das linhagens de Drosophila pertencentes somente ao cluster
buzzatii. B) Arvore obtida com o método da parcimdnia para as seqiiéncias ITS-1
das linhagens de Drosophila pertencentes somente ao cluster buzzatii. Os valores de

bootstrap (1000 replicagdes) mostrados abaixo dos “nds”.
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V. DISCUSSAO

O DNA ribossdmico € constituido por uma familia multigénica na
qual se repetem em tandem uma série de cistrons ribossdmicos que contém
as seqiiéncias codificadoras dos RNA ribossomicos 18S, 5,8S e 28S, que
por sua vez estdo separadas por seqiiéncias intergé€nicas transcritas, nao
codificadoras, denominadas ITS-1 e ITS-2. O modo como tais genes
evoluiram pode ser explicado pelo fendomeno da evolugdo em concerto,
uma vez que as multiplas copias dos genes ribossdOmicos sdo muito
semelhantes num mesmo individuo, mas diferem entre as espécies,
principalmente com relacdo as regides espacadoras ndo-codificantes
(Matioli, 2001).

As regidoes espacadoras ITS-1 e ITS-2 vém sendo utilizadas em
diversos estudos que visam a andlise das relagOes evolutivas entre classes
taxonOmicas mais proximas, inclusive em insetos. Em dipteros, do género
Anopheles, foi realizada a identificacdo de espécies cripticas utilizando-se
dados do seqiienciamento da regido ITS-2 (Beebe et al., 1999). Em outro
estudo, diversas espécies cripticas de Culex foram diferenciadas através de
produtos amplificados correspondentes a regido intergénica ITS-1 (Toma et

al., 2000).
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Nossos resultados, com base na composicdo nucleotidica das
seqiiéncias da regiao I'TS-1, mostram maior contetido de A-T (~70%) em
relacdo ao conteudo G-C (~30%) para essa regido em todas as espécies
analisadas. Esses resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos
para seqiiéncias ITS-1 no grupo de Drosophila melanogaster, no qual
observou-se alta freqiiéncia de conteido A-T, com média maior que 70%
(Schloterer et al., 1994). Para espécies do cluster buzzatii, Kuhn e Sene
(2005) encontraram conteido A-T variavel entre 62% em D. antonietae a
71,9% em D. buzzatii, em seqiiéncias de DNA satélite, também presentes
em regides heterocromaticas. Além disso, pudemos também constatar que
esta alta quantidade de contetido A-T excede a média encontrada para esta
caracteristica para outras regides de DNA nio codificantes em Drosophila,
cujo valor médio é de ~60% (Moriyama e Hartl, 1993). Uma possivel
explicagdo para este alto nivel de conteido A-T na regido espacadora ITS-1
em relacdo as outras regides de DNA nao codificantes pode estar
relacionado com o fato de que os grupamentos de DNA ribossomico
encontram-se em grande maioria na heterocromatina. Altos indices de
conteido A-T também foram observados para seqii€éncias de DNA satélite,
que também se posicionam nesta regido do genoma (Strachan et al., 1985).

O alinhamento multiplo das seqiiéncias ITS-1 nos possibilitou
verificar a ocorréncia de algumas regides conservadas e outras que exibem

grau elevado de divergéncia, quando analisamos as seqiiéncias ITS-1.
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Anadlises comparativas anteriores baseadas em regides ITS-1 do DNA
ribossomico de Drosophila também indicaram regides que exibiam um
padrao diferenciado de convergéncia/divergéncia. A presenca de
seqiiéncias conservadas nas regides espacadoras ITS entre as espécies
analisadas sugere que as mesmas possam desempenhar algum papel
funcional importante na estrutura secunddria dos transcritos ribossdmicos
(Schloterer et al., 1994).

As relagOes filogenéticas determinadas em nossas andlises estdo em
concordancia com aquelas mostradas previamente por Ruiz et al. (2000) e
Manfrin et al. (2001), que estudaram a sistematica evolutiva das espécies
pertencentes ao cluster de D. buzzatii com base na andlise de inversdes
cromossOmicas e na comparagdo de seqiiéncias do gene mitocondrial COL
Nossos resultados mostram que as espécies do cluster buzzatii analisadas
constituem um grupo monofilético, e que D. richardsoni (cluster stalkeri)
apresenta-se como uma espécie irma colocada em uma posicdo basal em
relacdo as espécies do cluster buzzatii. Resultados semelhantes a estes
foram também demonstrados por Ruiz e Wasserman (1993), quando
investigaram as relacdes evolutivas entre os trés clusters de espécies
(stalkeri, martensis e buzzatii) que compdem o complexo buzzatii. A
posicdo basal de D. richardsoni em relacdo aos outros clusters do
complexo buzzatii também foi demonstrada através de andlises de

seqiiéncias do gene da xantina desidrogenase (Xdh), provenientes de varias
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espécies componentes deste complexo de espécies (Rodriguez-Trelles et al,
2000).

Em relacdo aos resultados apresentados nas figuras 3 e 4 podemos
observar que D. borborema posiciona-se mais proximamente a D. serido e
D. seriema do que em relacdo a D. koepferae. Nossas observagdes estao
alinhadas com aquelas obtidas para essas espécies citadas através de
andlises de inversdes cromossOmicas (Ruiz et al., 2000), de genes
mitocondriais (Manfrin et al., 2001) e também de seqii€ncias de DNA
satélite (Kunh e Sene, 2005). A divergéncia entre as linhagens de D. serido
exibida nos resultados apresentados reforca a grande variagdo populacional
intraespecifica, j4 demonstrada para essa espécie através de diversas
caracteristicas, tais como polimorfismos de cariétipos (Tosi e Sene, 1989),
diferencas na constituicdo da termindlia (Silva e Sene, 1991), genes
mitocondriais (Manfrin ef al., 2001) e analises de cladistica “aninhada” (de
Brito et al., 2002b).

De acordo com os cladogramas apresentados nas figuras 3 e 4, pode-
se observar que a linhagem H49F1M de D. serido se posicionou mais
proximamente a D. borborema do que em relacdo a outra linhagem de D.
serido (1431.3). Este resultado reforca observacdes prévias nas quais ja
havia sido estudada a ampla variabilidade genética exibida pelas
populagdes de D. serido (Ruiz et al., 2000). Além disso, estudos anteriores

j4 demonstraram o grau elevado de proximidade genética entre D.
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borborema e D. serido, inclusive considerando as espécies citadas como
sendo espécies irmas (Manfrin et al., 2001).

Com base na andlise de cruzamentos interespecificos e respectivas
proles hibridas, Madi-Ravazzi et al. (1997), Machado et al. (2002) e
Machado et al. (2006) observaram um certo grau de divergéncia entre D.
koepferae em relacdo as outras espécies do sibling set serido. Em alguns
cruzamentos envolvendo D. koepferae e D. seriema; ou D. koepferae e D.
gouveai, ndao foram observados quaisquer descendentes devido a presenca
de espermatozdides imoveis nos hibridos. As relagdes filogenéticas obtidas
no presente estudo estdo em concordancia com os dados mencionados
acima, uma vez que a espécie D. koepferae estd posicionada em um ramo
basal nos cladogramas obtidos.

Nas topologias apresentadas nas figuras 3.A e 3.B, pode ser
observado que D. melanogaster permaneceu como um grupo externo tanto
nas andlises de distancia quanto na arvore de parcimoOnia, indicando desse
modo o elevado grau de divergé€ncia entre essa espécie, pertencente ao
subgénero Sophophora, em relagdo as outras espécies analisadas, as quais
estdo incluidas no subgénero Drosophila. Ainda com relacdo as figuras 3.A
e 3.B pode-se observar que D. virilis posicionou-se na base da sub-arvore
na qual estdo colocadas as espécies do complexo buzzatii. Robe et al.
(2005) também constataram a divergéncia das espécies do grupo virilis em

relacdo as espécies do grupo repleta, ambos pertencentes ao subgénero
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Drosophila, através da andlise combinada de seqiiéncias do gene «-
metildopa, o qual constitui um marcador nuclear; e do gene da citocromo
oxidase II, um marcador mitocondrial. Comparagdes entre andlises
evolutivas da regidao ITS com filogenias baseadas em dados de outros
marcadores de evolu¢ao mais lenta também apresentaram concordancia em
outros grupos de espécies de Drosophila (Schlétterer et al., 1994; O’Grady
et al., 1998; Mukha, et al., 2002).

Um aspecto importante a ser ressaltado em relagdo as relacoes
filogenéticas obtidas através da andlise das seqiiéncias do espacador ITS-1
para as espécies do cluster buzzatii (figuras 4.A e 4.B) € o fato de que
foram estabelecidas topologias resolvidas, ou seja, ndo apresentaram
quaisquer politomias entre os ramos, mesmo quando eram comparadas
seqiiéncias originadas de espécies nas quais foram obtidos reduzidos
valores de distincia. Esse é um resultado importante, uma vez que em
andlises com outros marcadores, as relacdes filogenéticas obtidas para as
espécies do cluster buzzatii freqlientemente apresentam politomias, dado

seu grau elevado de proximidade filogenética.
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VI. Conclusoes

Todas as espécies de Drosophila pertencentes ao cluster buzzatii
(complexo  buzzatii, grupo repleta) analisadas neste trabalho,
respectivamente, D. koepferae, D. seriema, D. serido e D. borborema, além
de D. richardsoni (cluster stalkeri, complexo buzzatii, grupo repleta),
utilizada como grupo externo, apresentaram um fragmento amplificado por
PCR, correspondente a regido intergénica ITS-1 do rDNA, com
comprimentos de aproximadamente 550pb.

A andlise de restricdo com as endonucleases Eco RI, Alu 1, Hind 111,
Sal 1 e Hae 111, ndo evidenciou a existéncia de nenhum sitio de restri¢ao no
fragmento amplificado correspondente a regido ITS-1 nas espécies acima
citadas.

As seqiiéncias correspondentes a regido ITS-1, em todas as espécies
analisadas mostraram alto conteido A-T, de acordo com dados ja
mostrados na literatura para regides nao-codificantes do genoma de
Drosophila.

As relagdes filogenéticas obtidas a partir dos dados de seqiiéncia da
regido ITS-1 indicam que as espécies do cluster buzzatii constituem um

grupo monofilético.
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O marcador nuclear baseado na seqiiéncia ITS-1 forneceu relacoes
filogenéticas resolvidas, ou seja, sem politomias, e assim, foi
adequadamente utilizado para a andlise do cluster buzzatii o qual €

constituido por espécies pouco divergentes.
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Resumo

VIII. RESUMO

As espécies de Drosophila pertencentes ao cluster buzzatii se
distribuem pelo territério sul americano, na drea compreendida desde a
Amazonia brasileira até o chaco argentino. S3o espécies tipicamente
cactofilicas, por utilizarem cladddios de cactos em decomposicao para
realizarem seu ciclo de vida. Neste trabalho investigamos as relacdes
filogenéticas entre as seguintes espécies pertencentes ao cluster buzzatii: D.
richardson (cluster stalkeri), D. koepferae (linhagem B26D2), D. seriema
(linhagens D54M e D40F1M), D. serido (linhagens 1431.3 e H49F1M) e
D. borborema (linhagem 1282.2). Dentre as 690 posi¢des analisadas, foram
encontrados 152 sitios conservados e 173 sitios informativos para
parcimOnia quando todas as seqiiéncias foram alinhadas. O nimero médio
total de nucleotideos obtido para alinhamento foi de 493.4, sendo que
nestes foi encontrada uma porcentagem superior no conteudo de A-T, cerca
de ~70%, em relacdo ao conteudo de G-C, cerca de ~30%. Os métodos da
maxima parcimOnia e de distancia foram utilizados para o estabelecimento
das relagdes filogenéticas entre as seqiiéncias analisadas e demonstraram
topologias semelhantes. Nossos resultados mostram que as espécies
analisadas do cluster buzzatii constituem um grupo monofilético, e que D.

richardsoni (cluster stalkeri) apresenta-se como uma espécie irma colocada
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em uma posi¢ao basal em relagdo as outras espécies. Ainda com base em
nossos resultados verificamos que a analise das seqii€éncias do espagcador
intergénico ITS-1 forneceu relagdes filogenéticas resolvidas, sem quaisquer
politomias, embora o grupo de espécies analisadas seja constituido por

espécies com baixa divergéncia genética.
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XIX. Abstract

Drosophila species belonging to cluster buzzatii are cactophilic
species found in South América with a distribution from Amazonian region
until Argentina. In this work we investigate the phylogenetic relationship
among four species of the cluster buzzatii: D. koepferae (linhagem B26D2),
D. seriema (linhagens D54M e D40F1M), D. serido (linhagens 1431.3 e
H49F1M) e D. borborema (linhagem 1282.2) as well as D. richardsoni
(stalkeri cluster), analised as outgroup species by comparison of intergenic
ITS-1 sequences of ribosomal DNA. This spacer sequences presented a
length of ~550 bp in all of analysed species. It was not found any
restriction site for Eco Rl, Alu 1, Hind 111, Sal 1 e Hae 111 inside ITS-1
amplified fragments, indicating a similarity among them.

Higher proportion of A-T content (~70%) was found for all analysed
ITS-1 fragments, as expected for non-coding sequences. In respect to
phylogenetic relation among species belonging to cluster buzzatii our data
suggest that this cluster is monophyletic. However, was observed that D.

serido lineages presented polymorphism higher than other species.
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