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I. INTRODUGAO

Na década de 40, Barbara McClintock, estudando fenétipos variantes em
graos de milho, revolucionou a genética classica propondo que estas variagdes
eram devidas a movimentagdo de um elemento genético que induzia quebras

nos seus pontos de insergdo nNo cromossomo que resultavam em rearranjos

cromossémicos. Como a expressdo dos genes proximos aos pontos de quebra

era alterada, afetando o fendtipo do grao de milho, McClintock chamou-os de
elementos controladores. O primeiro elemento a ser geneticamente identificado
foi chamado de Ds (do inglés, Dissociation); mais tarde, esta pesquisadora
mostrou que a mobilidade de Ds dependia de um segundo elemento, também
movel, chamado Ac (do inglés, Activator). Sua proposicdo ndo foi aceita na
época sendo, entretanto, tardiamente reconhecida quando em 1983 recebeu o
prémio Nobel de Fisiologia e Medicina.

Hoje sabe-se que no sistema Ac/Ds, descoberto por McClintock, o
elemento funcionalmente auténomo, Ac, apresenta 4563 pb sendo que 11 pb em
cada extremidade estdo repetidos em orientagdo oposta aquela da outra
extremidade. O elemento Ds apresenta heterogeneidade estrutural, sendo
derivado do elemento Ac por deficiéncias internas. Ds € um elemento que
determina um local de quebra cromossdémica ou mutagdo génica, entretanto, é
capaz de transposigdo apenas na presenga do elemento Ac. A integragdo de Ds
em um novo loco promove uma mutagao recessiva; na presenga continuada de
Ac, Ds pode ser novamente transposto e, assim, ocorre uma reversdo da
mutacéo ao normal. Na auséncia de Ac, o elemento Ds ndo tem capacidade de
transpor-se, tornando as mutagdes estaveis. O elemento Ac, sendo auténomo,
pode transpor-se de um loco para outro, produzindo mutagdes instaveis (apud
Burns & Bottino, 1989; Gardner et al., 1991). Ose elementos transpomvels (TEs)
s@o sequéncias particulares de DNA moderadamente repetldas geralmente com
10°a 10* pb de comprimento e que tém a habilidade de mudar de posngao dentro

e entre sequenc:as génicas (Hartl ef al., 1992). O genoma de muitos, se nao de

todos 0s organismos, contém estas sequenmas que foram detectadas em

_diversos niveis taxondmicos, incluindo plantas, animais, bactérias e fungos

(Engels, 1989). As espécies do género Drosophila s&o um excelente S|stema-_

experimental para o estudo destes elementos; 10% do genoma de Drosophila e
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_uma parcela aproximada do genoma dos demais eucariotos € constituida por

elementos transponiveis (Finnegan, 1989). Como sdo capazes de se moverem

no genoma, propde-se que os TEs desempenhem um importante papel na

producao de variabilidade genética, podendo alterar a estrutura e a fungao do

__genoma ao_promoverem mutagdes e rearranjos cromossomicos, afetarem a

__regulag&o génica ou codificarem produtos génicos que podem interagir com o

metabolismo celular.

De acordo com Cummings (1994), considerando o mecanismo utilizado

para sua transposigao, pode-se classificar os TEs em dois grandes grupos. No

de um RNA intermediario. Este grupo subdivide-se em duas classes: a Classe
1, que é representada pelos retrotransposons, ou retroposons, caracteriza-se
_ por apresentar elementos com longas repeti¢des terminais invertidas (LTRs). A

transposigcao destes elementos é replicativa, segundo a qual, novas copias vao

ocupar outras posigdes no genoma sem que ocorra a saida do elemento do sitio

__original. A transposigdo dos retrotransposons lembra o ciclo de vida dos
retrovirus: uma coépia do elemento integrada no genoma é transcrita por uma
_RNA polimerase, gerando um RNA mensageiro que codifica as enzimas
necessarias para a transposicdo e sintese de uma nova copia de DNA db_

elemento, a partir do RNA. Uma dessas enzimas, a integrase, insere a nova

copia de DNA no genoma hospedeiro, criando no processo uma pequena

_repeticdo direta da sequéncia do sitio de insergcdo (Bingham & Zachar, 1989).
Entre os elementos da Classe 1 estéo os elementos gypsy e copia. Os

elementos da familia gypsy estdo amplamente distribuidos e ja foram

~encontrados em lepidopteros, coledpteros, leveduras e dipteros, incluindo D.
virilis, D. subobscura, D. annanassae e D. melanogaster. O elemento completo
apresenta trés Fases Abertas de Leitura (ORFS):*Q&&D que codifica grupos de
antigenos associados, formando as proteinas do nucleocapsideo; ,bof, que

codifica uma poliproteina que apds clivada formara a transcriptase reversa, uma

protease, a RNAse H e a integrase, e-.\_em//_) que codifica glicoproteinas do

envelope viral o que, nos retrovirus, esta intimamente associada com o processo

células somaticas, na linhagem geneticamente instavel de D. melanogaster




conhecida como “Mutator” (MS), causando numerosas mutagdes devido a sua

alta frequéncia de transposicao (Kim et al., 1990).

_A familia copia esta presente em plantas, leveduras e insetos, entre eles,

o} g_énero Drosophila. Nesta familia, o gene da integrase precede o da

~transcriptase reversa, e o gene env esta ausente (Mount & Rubin, 1985; apud

Loreto, 1997). Altas taxas de transcritos copia podem ser encontradas em

cultura de células de Drosophila, sugerindo que sob condigbes de estresse a
taxa de transposigcao dos elementos deste grupo possa ser alterada.

Na Classe 2 estdo incluidos os retroposons que n&o apresentam

_ repeticoes terminais e tém sequéncias ricas em adenina em sua extremidade 3'.

Esta classe pode ser subdividida nos SINES (do inglés, short interspersed

nucleotide elements) e nos LINES (do inglés, long interspersed nucleotide

__elements). Os SINES podem apresentar diferentes tamanhos, variando de 75 pb
~a 500 pb. Sao encontrados em mamiferos e em insetos, como Bombyx mori, mas

_ainda nao foram encontrados em Drosophila. Os LINES, que podem apresentar

5a?9 kb,ﬁ_codificam uma transcriptase reversa, que realiza sua transposigé'o."

~ Foram identificados em mamiferos (familia L1 em primatas), em milho, em

Trypanosoma (elemento ingi) e os elementos /, F, G e Doc, em D. melanogaster
(Deininger, 1989; Bucheton et al., 1984; apud Loreto, 1997).
O elemento | é responsavel pela sindrome de disgenesia hibrida,

caracterizada por altas frequéncias de mutagdes, rearranjos e esterilidade em

descendentes de cruzamentos entre machos de uma linhagem chamada de

Indutora (I), portadora do elemento /, com fémeas de uma linhagem chamada de

Reativa (R), desprovida deste elemento (Kidwell, 1986). _Os elementos F e G

_ foram descritos como insergGes dentro de genes mutados, mas sobre eles pouco
€ conhecido. Outro elemento desta classe, com 4,7 kb, que parece estar
relacionado ao elemento /| chamado de Doc, foi sequenciado em D.
melanogaster (O'Hare et al., 1991; apud Loreto, 1997).

Os elementos do Grupo 2 transpéem-se via DNA e também estdo

~ agrupados em 2 classes. A Classe 1 apresenta elementos que contém curtas
repeticoes terminais invertidas e que codificam a enzima transposase,

_necessaria para a ocorréncia da transposi¢éo. Entre os elementos moveis

representantes desta classe estdo os elementos P e hobo, presentes em




espécies do género Drosophila e em Caenorhabditis elegans. Na segunda
_Classe, estao os elementos com regides centrais heterogéneas, flanqueadas por

longas repeticdes terminais invertidas, representados pela familia FB (fold-back)
~em D. melanogaster (Pimpinelli et al., 1995).

Além do modo replicativo, caracteristico dos retrotransposons, um
segundo modo de transposicdo, o nao-replicativo, pode ocorrer. Neste
_ﬁééanismo de transposigcado, também conhecido como "cut and paste" (corte e
_transferéncia), o elemento & precisamente cortado do antigo sitio e transpde-
_se para um sitio novo podendo, neste caso, ocorrerem reversoes de mutagdes.
PropGe-se que o mecanismo “cut and paste” seja mediado por remogao fisica
de um fragmento da dupla fita de DNA contendo o elemento transponivel e sua
posterior reinsergdo em outro sitio do cromossomo. Por este mecanismo,
ocorrem quebras na dupla fita de DNA que serdo reparadas por processos

moleculares de recombinagdo dos homologos. A recombinagao € iniciada por
uma quebra da dupla fita de DNA produzida pela excisdo destes elementos no
sitio doador. Esta quebra é reparada por um processo similar ao da converséao
génica, no qual as extremidades quebradas usam um homélogo como um molde
para a sintese do DNA (Nassif et al, 1994; apud Lankenau, 1995). O
mecanismo “cut and paste” é caracteristico dos elementos do Grupo 2.

O genoma de D. melanogaster € constituido por cerca de 10 a 15% de

DNA movel sendo a familia P, uma das muitas que habitam o seu genoma.

~ O'Hare & Rubin (1983) dividiram os elementos P em duas classes principais: a

primeira contendo os elementos completos e, a segunda, os incompletos.

Elementos P completos possuem 2907 pb de comprimento e podem apresentar
_nziés estruturas fepetidas. Além disso existem repeti¢cbes invertidas de 31 pb
“na regiao terminal e de 11 pb na regido subterminal, iniciando-se a 125 pb de
_cada extremidade. Ocorrem também repeticbes diretas de 8 pb nas

extremidades, originadas no momento da insergéo. Internamente, encontram-se

17 pb repetidos e invertidos separados por 29 pb nao-repetidos e 20 pb de

repeticées diretamente duplicadas. O elemento P completo apresenta quatro

Fases Abertas de Leitura (ORFs 0,1,2,3), intercaladas por trés introns, como

esquematizado na Figura 1, que codificam a transposase. O sitio de transcrigdo

da transposase tem seu inicio préximo a posigdo nucleotidica 85 e término apos




um sinal de poliadenilagado, na posigdo 2696. Para que a transposase seja

funcional o intron 3 necessita ser removido.

CATGATGAAATAACATAAGGTGGTCCCGTCG GACGGGACCACCTTATGTTATTTCATCATG
3 ;

2763 2773
ATTAACCCTTA TAAGGGTTAAT

Figura 1. Representagdo grafica do elemento P, com indicagées das quatro
Fases Abertas de Leitura (Exons 0, 1, 2, 3) e dos trés introns (I1, 12, I3)
e das regides invertidas.

No processo de transposi¢do podem ocorrer quebras nestes elementos,

tornando- -0s mals curtos, sendo chamados de mcompletos O tamanho e a

localizagao dessas deﬂc:encuas podem ser altamente variaveis, mas néo
envolvem as repeticdes terminais. A formagéo destes elementos pode ocorrer
em altas frequéncias durante a mobilizagéo do elemento no genoma (Boussy et
al., 1988).

Além dessas duas classes, existem duas categorias funcionais que sdo os
elementos autébnomos e o0s nao-auténomos (Engels, 1989). Elementos
autbnomos podem auto-transporem-se e auto-excisarem-se. Elementos nao-
auténomos surgiram por deficiéncias internas de elementos autdénomos e
necessitam, para a transposicao e excisdo, da presenga de pelo menos um
elemento P autdbnomo que agira in trans para promover a transposi¢cdo. O

%
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numero relativo de elementos P autdnomos e ndo-auténomos no genoma e suas
manifestagbes fenotipicas variam de acordo com a localizagdo geogréfica da
populagao (Anxolabéheére et al., 1987a; Kidwell ef al., 1988).

A taxa de transposigao do elemento P depende da propria estrutura do
elemento, de seus sitios de integragdo no genoma do hospedeiro, da
composicdo genética do hospedeiro e da temperatura durante o
desenvolvimento do individuo. Além disso, a atividade dos elementos

transpomvels desta famllla parece estar restrlta a Iinhagem germinativa devido

ao processamento diferencial do RNA. Na linhagem germinativa os trés introns

s&o removidos, produzindo uma transposase de 87-kd. Na Iunhagem somatica,

entretanto, o terceiro intron n@o é removido e, devido a presenga de um codon
de parada uma proteina truncada de 66 kd é formada. Este processamento

———

diferencial deve-se a fatores somaticos que inibem a retirada do terceiro intron
(Siebel et al., 1992). Propoe se que esta proteina atue como um regulador
negativo da transposigao. Na hnhagem germinativa, a atividade transposicional

ocorre quando ha pelo menos uma copia do elemento completo; em individuos

-‘s_u_séeptiveis a sua agao podem ocorrer redugédo da fertilidade (Engels, 1989), da

fecundidade (Kidwell, 1984) e alteragéo do valor adaptativo (Pasyukova et al.,
1986, Ajioka & Hartl, 1989).

Alguns experlmentos utilizando linhagens transformadas nas quais os
elementos P foram iIntroduzidos in vitro, evidenciam danos genéticos causados
pelos TEs em células somaticas de D. melanogaster. Estes resultados sugerem

que estes elementos )S possam mudar a fungcdo de genes normais e a estrulura

cromossor_nlca, podendo alterar a fungéo celular e a viabilidade dos adultos,
reduzindo o seu tempo de vida. Woodruff (1992) e Woodruff & Nikitin (1995)
relataram que movimentos do elémento P causaram, em células somaticas de
linhagens de Drosophila transformadas, redugéo. significativa na duragéo de vida
de machos. Estes autores concluiram que o decréscimo da longevidade dos
individuos podia ser devido a danos genéticos somaticos, como por exemplo, a
iIndug@o de quebras cromossémicas.

A regulacdo dos elementos transponiveis, além de ser variavel enlre as

especies, pode tambem variar enlre 0s individuos de uma especue dewdo a

N

ocorréncia de ‘efeitos maternos e de dlferengas gendmicas espemflcas da
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linhagem (Engels, 1989). Existem evidéncias de que a manutengao destes
elementos nas populagdes seja resultante de um equilibrio entre o aumento _do

numero de copias e algumas forgas opostas, tais como a auto-regulagéo, a

selegdo contra insergdes mutacionais e a indugdo de rearranjos cromossoémicos.

deletérios por recombinagdo desigual (Charlesworth & Charlesworth, 1983;
Kaplan & Brookfield, 1983; Kaplan et al., 1985, Charlesworth & Langley, 1986;

Langley et al., 1988 ).
Os elementos P estdo completamente ausentes na maioria das linhagens

originadas de populagdes naturais de D. melanogaster ha mais de trés décadas
(Anxolabehére et al, 1987a). Em contraste, todas as populagbes recentes
apresentam numerosas copias deste TE por genoma. Foram propostas trés

explicagbes para esta auséncia: o elemento nunca esteve presente nestas

linhagens; houve divergéncia de suas sequéncias no tempo, de tal forma que

nao foram identificaveis; ou, ainda, estes podem ter sido perdidos casualmente

ao longo do tempo.(Clarck et al., 1995).
Kidwell (1983) propds que os elementos P sdo muito recentes no
genoma de D. melanogaster uma vez que nao ocorrem em estoques antigos de

laboratério. Embora o modo de introdugcdo do elemento P no genoma desta

espécie permaneg¢a desconhecido, propbe-se que alguma forma de
transferéncia génica interespecifica rara e sua subsequente propagacao em
populag:oes nalurals tenham ocorrido por transmissdo horizontal. Alguns

autores entre eles Houck et al. (1991), sugeriram que algumas espécies de

acaros como por exemplo Proctolaelaps regalis, um parasita de Drosophila,
possam ter servudo como vetores. Segundo estes autores, o comportamento
alimentar desta espécie de acarinideo, que preda todos os estadios imaturos de
Drosophila, parece simular o método de micro-inje¢do usado por pesquisadores
para transferir genes. Apds a alimentagdo, podem ficar em suas queliceras
llnclusoes celulares que poderiam ser transferidas de uma espécie a outra.

Outros vetores poderiam ser os virus, como o_sigma, por exemplo, que &

transmitido de mosca para mosca atraves dos gametas, sem serem.integrados

aos cromossomos (Brun & Plus, 1980).

Se durante a evolugao de uma espécie o elemento transponlvel for

perd:do entao, por transmissao verhcal descendentes desta espécie nao terdo
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coplas deste elemento em seus genomas. Mas, se a transmissao ocorrer
S desle elemento em <

horlzontalmenle entre espécies isoladas reprodutivamente, este elemento tem

maior chance de permanecer no_genoma da espécie. Assim, a transferéncia

horizontal se contrapde a forga contra a perda do elemento autdénomo que, por
este meio, pode ser transmitido apesar das barreiras reprodutivas entre as
espécies (Daniels et al,, 1990, Maruyama & Hartl, 1991). Desta forma, apos o
elemento auténomo ter sido introduzido no genoma de uma determinada
espécie, pode multiplicar-se antes do acumulo significativo de elementos n&o-
autébnomos decorrentes de quebras durante a sua transposi¢ao.

Diversos autores propde que a transferéncia horizontal do elemento P

espemes sao S|mpatr|cas na Flonda Mexlco e sul do Brasil (Kidwell et al., 1990

“Houck et al., 1991). Esta propomg:ao encontra -se fundamentada na descoberta

de um elemento P funcional de D. me!anogasrer praticamente idéntico ao de D.

_\_ﬂ_.r_;{h_srﬂqm sendo que as duas sequéncias diferem apenas por uma mutagao tipo

transigao _A—(_B___ng posicdo 32 e, aléem disso, na observagéo que este elemento

esta presente apenas em D. melanogaster e ndo em populagdes naturais de D.

simulans e D. mauritiana, espécies do grupo melanogaster.

O elemento movel P causa em D. melanogaster o fendmeno disgenesia

hibrida. Este fendmeno tem sido definido como uma sindrome de tragos
Eénéticos aberrantes, tais como alta frequéncia de esterilidade, recombinagéo
em machos e mutagdes, que sao induzidos na progénie hibrida de certos
cruzamentos intra-especificos (Kidwell, 1984). Estes tragos disgénicos estao
associados com a redugao da viabilidade e fé;;undidade, podendo levar a
reducdo do valor adaptativo do seu portador (Mackay, 1986; Fitzpatrick &
Sved,1986).
Dentre os sistemas disgénicos, dois sdo distintos, o sistema |I-R e o
sistema P-M. Na disgenesia I-R, fémeas da linhagem R, quando cruzadas com
__machos da linhagem |, apresentam postura normal de ovos mas. com um.
bloq_g_e_io no desenvolvimento embrionario e poucos embriées chegando ao
eS?éd_i_o_ de larva (Bregliano & Kidwell, 1983). Na disgenesia P-M, a
descendéncia do cruzamento entre fémeas da linhagem M (contribuigéo

citoplasmatica materna) e machos da linhagem P (contribuigdo cromossémica .
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paterna) apresenta alta taxa de estenhda_de_gonadal Neste caso, as gonadas

das ‘moscas F1 disgénicas ndo se desenvolvem além de um estagio precoce.

Este fendmeno ocorre antes do terceiro ou quarto dias de desenvolvimento e €

dependente da temperatura que nesta condigd@o é superior a 23°C O periodo

de sensibilidade a temperatura foi determinado como sendo 7 horas apoés a
oviposigao e também durante o segundo estadio larval (Engels & Preston, 1979;
Kidwell & Novy, 1979).

Na progénie de cruzamentos entre fémeas P e machos M e em
cruzamentos entre machos e fémeas P ou machos e fémeas M, o elemento P
nao apresenta ou apresenta taxa de transposi¢cdo baixa (Preston & Engels,
1984) nao ocorrendo disgenesia. Isto indica que uma maneira de regular a

e e

atlwdade do elemento P € através de um__estado_ celular transm:tldo

matemalmente chamado citotipo P. O citotipo P, que € caracteristico de

I|nhagens P reprlme a transposmao O citotipo M, caracteristico de Imhagens M,

é susceptlvel _a acao do elemento P, uma vez que nao apresenta atividade
_repressora (Engels, 1979).

ol Kidwell et al. (1977) sugeriram que a disgenesia hibrida possa ter um
papel adaptativo e explicaram qué uma das possiveis causas da propagagao

do elemento P nas ultimas décadas seria a grande quantidade de pesticidas

usados na agricultura. Jouan-Dofournel et al. (1996) propuzeram que condigdes

de estresse ambiental possam mobilizar elementos transponiveis, agindo desta
forma no nivel genémico. Do mesmo modo, Fontdevilla (1992) sugeriu que em
certas condigdes, como as encontradas nas populagdes marginais, o estresse

gendmico possa induzir a mobilizagdo dos elementos transponiveis, gerando

rearranjos cromossomicos e que essa variabilidade genética possa ser mantida

par_ deriva genética ou forgas seletivas.

Kidwell et al. (1988) salientaram que reducdo do valor adaptativo
decorrente da disgenesia hibrida tem efeito regulador contra a tendéncia do
elemento P se propagar rapidamente nas populagbes naturais, devido a alta
frequéncia de transposi¢gdo. Entretanto, estudos realizados com diferentes
populagdes intercruzadas e com linhagens transformadas (Kidwell et al., 1981,
Kiayasu & Kidwell, 1984; Daniels et al., 1985, 1987; Anxolabéhére et al., 1987b;
Good & Kickey, 1987) mostraram que a eficiéncia da transposigcéao
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frequentemente  sobrepbe-se a redugdo do valor adaptativo e,
consequentemente, o elemento P aumenta em frequéncia e invade rapidamente
0 genoma de linhagens M. Stearns & Kalser (1996) relataram que alguns

reguladores estao associados com a msergao de elementos P de dlferentes

—_———

tamanhos. O estudo foi reahzado com drferenles composmoes genetlcas e em

diferentes temperaturas as re!agoes entre as taxas médias de nascimento e de

morte e entre componentes do valor adaptativo foram fortemente dependentes

_da temperatura, reforgcando a idéia de que as interagées ambientais-genotipicas

e a fisiologia tém um papel fundamental na expressao dos reguladores.

A habilidade de mobilizagdo do elemento P, que estda no estado nao-
regulado, é chamada de potencial de atividade P. As linhagens podem variar na
propriedade de regular ou suprimir a atividade do elemento P auténomo
presente em seu genoma; esta propriedade é referida como susceptibilidade a
P. Quanto a estas propriedades, as linhagens podem ser classificadas em
quatro tipos: 1) Linhagens P, que podem apresentar baixo ou alto nivel de
atividade P e baixo nivel de susceptibilidade a P; 2) linhagens Q, com baixos
niveis de potencial de atividade P e susceptibilidade a P. Individuos P e Q tém
cerca de 25 a 60 copias de sequéncias P por genoma haploide.

Os tipos 3 e 4, as linhagens M e M’ respectivamente, raramente tém
qualquer nivel significante de potencial de atividade P. Linhagens M estao livres
de quaisquer elementos P e tém alta susceptibilidade a estes elementos,
enquanto que linhagens M’ carregam cerca de 50 coépias de elementos P por
genoma hapldide, mas quase todas as sequéncias sdo defectivas. Um subtipo
da linhagem M', chamado KP, abriga muitas coépias de uma deficiéncia
especifica, derivada do elemento P completo. Elementos KP tém 1154 pb de
comprimento, apresentando uma deficiéncia simples na posi¢do 808-2560.
Podem ser responsaveis por metade das sequéncias P homodlogas em muitas
populagdes naturais. Black et al. (1987) propuzeram que um numero alto de
copias do elemento KP teria fungdo repressora e controlaria a transposicéo,
proporcionando vantagem seletiva aos individuos que possuam maior numero
destes elementos por genoma. Segundo Boussy et al. (1988), esta interpretacdo
€ controversa, uma vez que muitas linhagens com elementos KP mostram baixa

ou nenhuma habilidade repressora.
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A repressdo mediada pelos elementos KP é menos intensa que aquela
mediada pelo citotipo P, mas difere desta ultima pelo fato de poder ser
transmitida através de reprodugédo sexual, constituindo um sistema genético

transmitido por cromossomos (Corish et al., 1996). Em um estudo sobre a

repressdo causada por elementos P defectivos, Rasmussom et al. (1993)

relataram a ocorréncia de um elemento deficiente que continha apenas 517 pb
de comprimento e que reprimia fortemente a disgenesia na linhagem hibrida
“Sexi”; este elemento foi denominado SP.

A distribuicdo dos elementos P em populagées naturais de D.
melanogaster tem sido investigada por muitos autores. Existem dados relativos a
populagdes locais (Engels & Preston, 1980) e a grandes areas geograficas
(Black et al, 1987). Alguns resultados consistem de informagées sobre
cruzamentos entre as linhagens P-M (Anxolabéhére et al., 1987b, 1988) e outros
sao o produto de analises diretas dos numeros e tipos destes elementos, obtidos
atraveés de hibridizag&o in situ ou southern blots (Boussy et al., 1988; Paik et al.,
1992). Destes estudos resultaram algumas generalizagdes: (1) existe pequeno
grau de disgenesia hibrida em populagdes naturais. Algumas populagées sdo
estaveis pela supressao do citotipo P, outras produzem transposase em baixos
niveis e outras sao estaveis devido a estas duas razdes, constituindo as
linhagens Q, que nao apresentam tragos disgénicos apds serem cruzadas com
machos P; (2) todas populagdes testadas tém alguns elementos P no genoma,
(3) sitios P sao altamente polimorficos; (4) as linhagens P e Q predominam na
América e Africa central, e M' no norte Africano, Europa e Asia; (5) elementos
KP sdo comuns em todas as populagdes da Europa e Russia, mas sdo raros ou
inexistentes em populagdes da América do Norte.

Outra familia de elementos transponiveis do Grupo 2, conhecida em D.
melanogaster, é a familia hobo. Este elemento mével foi descrito pela primeira
vez por McGinnis et al. (1983) a partir de um mutante inserido no gene que
codifica a proteina Sgs-4.

Estruturalmente hobo apresenta 3,0 kb de comprimento, com repetigbes
terminais invertidas de 12 pb e inclui sequéncias TATA e CAAT e uma
sequéncia de 2,6 kb, caracteristica do elemento completo (Streck et al.,1986).
Este elemento apresenta uma Fase Aberta de Leitura de 2,0 Kb (ORF1) e, se o




RNAm nao sofrer processamento interno, essa ORF €& capaz de codificar uma

transposase de 73 Kd.
Além do elemento hobo completo, existem muitos com comprimentos

menores, 0s incompletos, que nao codificam a transposase; para sofrer

transposigdo estes elementos defectivos necessitam da presenga de um

elemento completo. Linhagens que contém elementos completos e incompletos
sdo conhecidas como linhagens H; outras que ndo apresentam a sequéncia de
2,6 kb e nem as derivadas s&o chamadas de linhagens E. Periquet ef al. (19893,
1990) relataram a existéncia de linhagens na Eurasia que apresentavam
elementos defectivos com cerca de 1,5 kb, chamados de elemento Th1 e Th2,
que diferiam um do outro em 20 pb. Estes elementos estavam presentes em
todas as linhagens examinadas e pareciam ter um papel importante na
regulagao do elemento completo.

O numero de elementos hobo completos no genoma € baixo, 2 a 10
copias, sugerindo que numerosas copias completas produzam efeitos deletérios
no genoma, devido aos altos niveis de instabilidade que provocam. Entretanto, o
numero de elementos incompletos & cerca de 30 a 70 copias (Streck et al.,
1986).

O numero de coépias do elemento hobo e o sitio de inser¢do nos
cromossomos variam entre as linhagens. Diferentes linhagens H apresentam
diferentes classes de tamanhos de elementos incompletos; a propagagao de
elementos incompletos por todo genoma parece sugerir que a taxa de
transposigao do elemento hobo € maior que a taxa de deficiéncias internas. Este
fato parece ainda sugerir que existe uma preferéncia por elementos incompletos
em relagao aos completos (Blackman & Gelbart,1989).

A familia hobo provavelmente sofre transposigdo por um mecanismo
semelhante ao do elemento P (Engels, 1989). Em cruzamentos entre machos H
e fémeas E ocorre hipermutabilidade na linhagem germinativa da progénie,
entretanto, o sistema hobo apresenta diferengcas em relagao ao sistema P-M. A
persisténcia da instabilidade hobo em estoques hibridos e o fato de altos niveis
de atividade n&o serem restritos a progénie dos cruzamentos entre fémeas E e
machos H, sugerem um modelo diferente de disgenesia hibrida (Blackman et al.,
1987; Lim, 1988; Bazin et al., 1991; Shenn et al., 1993; Ho et al., 1993). Em




contraste aos elementos P, que sao praticamente imdveis em células somaticas,
observagbes demonstram que hobo € somaticamente ativo. Este elemento é
responsavel pela instabilidade genética do complexo génico decapentaplégico, a
linhagem ddp (Blackman et al.,, 1987), pela instabilidade cromossdmica da
linhagem Uc (Lim, 1988) e pelo fator de recombinagdo (MRF) em machos 23,5
(Hatzopoulos & Louis, 1987).

Segundo Pascual & Periquet (1991), as populagbes naturais, quando
testadas para o sistema disgénico hobo, podem ser classificadas em H’, que n&o
possuem potencial de atividade hobo e nem potencial de repressédo; H°, que
nao possuem potencial de atividade, mas apresentam algum potencial de
repressdo e linhagens H*, que possuem potencial de atividade e de repressédo
ao elemento hobo.

Sequéncias hobo parecem estar restritas as espécies do grupo

melanogaster e:estao amplamente distribuidas entre espécies dos subgrupos

montium e melanogaster. Segundo Periquet ef al. (1989a), as linhagens
derivadas de populagées naturais procedentes da América e Europa antes dos
anos cinquentas apresentam poucos destes elementos em seus genomas. Em
contraste, as populagbes recentes apresentam numerosas copias, sugerindo

que hobo foi_introduzido no genoma de D. melanogaster por transferéncia

horizontal, provavelmente a partir de D. simulans, como sugere a similaridade de

sequéncias encontradas em mapas de restricdo destas duas espécies (Pascual
& Périquet, 1991). O elemento hobo parece estar difundido em populagbes
naturais de D. melanogaster e D. simulans. A distribuigdo deste elemento foi
estudada e, de seis linhagens de laboratério de D. melanogaster examinadas
por Streck et al. (1986) trés continham o fragmento de 2,6 kb, pertencendo a
_Iinhagem H, enquanto que as demais ndo apresentavam este fragmento sendo,
portanto, classificadas como linhagens E.

A transposi¢do espontanea dos elementos genéticos mdveis ocorre muito
raramente (Rubin, 1983), entretanto, alguns sistemas genéticos apresentam

altas frequéncias de transposigdo. Entre esses sistemas podemos citar a

linhagem “Mutator”, que € geneticamente instavel em, D mefanogaster A taxa de

mutagao espontanea desse mutante é elevada cerca de 10° a 10™, devido as

mutagdes instaveis de origem pré-meiotica (Kim et al., 1990), aberragdes

AVA
1 2 3 4 5 6 f unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



cromossOmicas em neuroblastos das larvas (Derzhavetz et al, 1988) e

ocorréncia de mutagées em células somaticas. Kim & Belyaeva (1991) relataram
que o elemento transponivel hobo € um dos que sofrem transposigdo nesta
linhagem.

De modo geral, a frequéncia de transposi¢cao varia entre os diferentes
elementos. Inser¢ées em sitios individuais ocorrem com a taxa de mutagao
espontanea, 10®° a 107 por geracdo. A reversao geralmente & pouco frequente,
ocorrendo em taxas de 10° a 10 por geragdo, aproximadamente 10°> menos
frequente que as insergdes.

Poucos sao os trabalhos relativos a distribuigdo dos elementos
transponiveis em populagdes naturais brasileiras de D. melanogaster, e outras
espéecies do género, e muitas das questdes sobre a genética e evolugao destes
elementos continuam sem respostas. Este trabalho teve por objetivo investigar a
ocorréncia dos elementos P e hobo em populagdes de Drosophila melanogaster,
procedentes de sete regides brasileiras, através de testes fenotipicos, pela
avaliagao do grau de disgenesia gonadal e de testes moleculares, por
amplificagado das sequéncias P e hobo. Desta maneira, procurou-se avaliar as
diferengas interpopulacionais quanto a manifestagao da disgenesia hibrida e

investigar suas possiveis causas.




Il. MATERIAL E METODOS

A. Material biol6gico

Neste trabalho, foram utilizadas sete linhagens de Drosophila
melanogaster, recém-coletadas, provenientes de sete regides geograficas
bastante distintas e trés linhagens-referéncia, com atividades P e hobo
conhecidas.

As linhagens recém-coletadas, que serdo denominadas como linhagens
experimentais e abreviadas por duas letras, representativas do Estado brasileiro
em que foram coletadas, tém as seguintes procedéncias:

1- RS: regido urbana de Porto Alegre (RS), constituida a partir de cinco

fémeas coletadas em setembro de 1995, pela Prof® Dr® Vera Lucia Valente
Gaiesky, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS);

2- SC: regiao urbana de Joinville (SC), constituida a partir de duas
fémeas coletadas em fevereiro de 1996, por esta autora;

3- PR: regido urbana de Maringa (PR), constituida a partir de cinco

fémeas coletadas em abril de 1996, pela Proff Ana Sylvia Lapenta, da
Universidade Estadual de Maringa (Maringa, PR);
4- SP: regido urbana de Sao José do Rio Preto (SP); constituida a partir

de oito fémeas coletadas em novembro de 1995, pela Prof® Dr* Claudia Marcia
Aparecida Carareto, da Universidade Estadual Paulista, campus de Sao José do
Rio Preto (Sao José do Rio Preto, SP);

5- MG: Serra do Cipé (MG), constituida a partir de dez fémeas coletadas
em setembro de 1995, pelo Prof. Dr. Carlos Ribeiro Vilela; da Universidade de
Séao Paulo (Sao Paulo, SP);

6- Pl: regido urbana de Teresina (Pl), constituida a partir de 15 fémeas

coletadas em margo de 1996, pela Proff Zeneide Martins da Silva, da

Universidade Federal do Piaui (Teresina, Pl);

7- MA: regidao urbana de Sao Luis (MA), constituida a partir de sete
fémeas coletadas em outubro de 1995, pela Prof* Silma Regina Pereira Martins,
da Universidade Federal do Maranhao (S&o Luis, MA).




As linhagens-referéncia, utilizadas nos testes fenotipicos para a
verificagdo da presencga dos elementos transponiveis P e hobo nas linhagens
experimentais, foram as seguintes:

1- Canton-S (CS: linhagem M-E): entre suas caracteristicas destaca-se
por nao conter qualquer elementos P em seu genoma e possuir alta
susceptibilidade a eles, bem como, por nao apresentarem elementos hobo em
seu genoma e possuirem susceptibilidade moderada a eles.

2- Harwich-w (Hw: linhagem P-E). apresenta cerca de 50 copias de
elementos P, completos e incompletos e, aparentemente, apenas cdpias
incompletas de elementos hobo (Boussy et al, 1988). Esta linhagem
caracteriza-se por apresentar alto nivel de atividade P e baixo nivel de
susceptibilidade a P, além de baixos niveis ou auséncia total de atividade e

susceptibilidade moderada a hobo.

As duas’linhagens acima descritas foram cedidas pela Dr® Margaret G.

Kidwell (Departament of Ecology and Evolutionary Biology, University of
Arizona, Tucson, AZ, USA).

3- 23,5/CyL (23,5: linhagem H-M): contém elementos hobo completos e
incompletos, com alto nivel de atividade hobo e baixo nivel de susceptibilidade a
hobo, cedida pelo Dr. lan Boussy (Departament of Biology, Loyola University of
Chicago, Chicago, llinois, USA). Por cruzamentos especiais (Yannopoulos et al.,
1987), foram praticamente eliminados os elementos P do genoma desta
linhagem e seu citotipo funciona como M, sendo entdo considerada uma

linhagem H-M.

B. Testes fenotipicos

Foram realizados testes fenotipicos a 29°C e a 25°C, que encontram-se
esquematizados no Quadro |.

Os testes fenotipicos realizados a 29°C tiveram o objetivo de avaliar a
ocorréncia de elementos P nas linhagens experimentais e o grau de disgenesia
hibrida, dependente da capacidade de mobilizagdo destes elementos e de sua
capacidade regulatédria, para classifica-las quanto ao seu potencial de atividade

fator P e ao seu citotipo.




Os testes fenotipicos realizados a 25°C tiveram o objetivo de avaliar a
ocorréncia de elementos hobo nas linhagens experimentais e o grau de
disgenesia hibrida, dependente da capacidade regulatéria do citotipo destas
linhagens.

Foram, ainda, realizados cruzamentos-controle dos cruzamentos A, A* e

dos intracruzamentos, nas duas temperaturas.

Quadro I. Cruzamentos-diagnostico para indug@o de disgenesia hibrida pela
mobilizacdo do elemento P (Experimento 1), pela mobilizagdo do
elemento hobo (Experimento 3) e cruzamentos-controle
(Experimentos 2 e 4) para indugdo de disgenesia hibrida pela
mobilizagao de elementos P e hobo, respectivamente.

Tempe Experi  Cruzamento A Cruzamento A* Intracruzamento
ratura mento Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho

29°C 1 CS vs RC RC vs Hw RC vs RC

2 CS vs Hw Hw vs Hw CS wvs CS
3 CS vs RC RC 'vs 23,5 vs RC
CS: .vs 235 vs 23,5 vs CS

Para a realizagdo dos cruzamentos descritos no Quadro acima, de
estoques mantidos a 25°C, foram coletadas fémeas e machos virgens, que
foram mantidos separados até quatro dias de idade. A seguir, os 20 casais de
cada tipo de cruzamentos foram colocados em garrafas de 1/4 de litro, com meio
de cultura a base de fuba-trigo-araruta. Os individuos emergidos, tanto dos
cruzamentos mantidos a 29°C, como dos mantidos a 25°C, permaneceram por
mais 3 dias a 25°C, até completarem o amadurecimento sexual. Apds este
periodo, 60 fémeas de cada linhagem, de cada tipo de cruzamento, foram
transferidas individualmente para tubos com meio de cultura e neles mantidas

por 4 dias, a 25°C, para a oviposi¢do. De cada linhagem, e de cada tipo de

cruzamento, 30 machos foram mantidos juntos em tubos pelo mesmo periodo.




Decorridos quatro dias, fémeas e machos foram dissecados, em solugdo

Demerec, para a observagdo da morfologia de seus ovarios e testiculos. No
oitavo dia apds a colocagao das fémeas parentais nos tubos, cada unidade de
oviposigao foi observada para a constatagao da presenga ou auséncia de larvas
e no décimo-sétimo dia foram contados os descendentes dos tubos que
apresentaram larvas. Com este procedimento, foram determinadas as
porcentagens de disgenesia gonadal na geragdo F1 das linhagens estudadas,
os percentuais de fertilidade de cada linhagem e a produtividade média na
geracao F2, em quatro dias de oviposigao.

O teste DG, desenvolvido por Kidwell (1986), para calculo do indice de

disgenesia gonadal, foi aplicado segundo a equagao:

[ON+1/2(1N)]x100

onde, ON representa o numero de fémeas em que 0s dois ovarios sdo anormais;
1N representa o numero de fémeas em que um dos ovarios € anormal e T indica

0 numero total de fémeas observadas.

C. Teste molecular

Para a avaliaggo molecular da existéncia dos elementos P e hobo, foi
extraido o DNA gendmico de individuos das linhagens experimentais e das
linhagens-referéncia. Para isto, 10 moscas de cada linhagem foram maceradas
em tamp&o de extragao SB (Tris-HCI 10 mM [pH 8,0], EDTA 10 mM [pH 8,0],
NaCl 50 m M e SDS 0,5%), ao qual foram adicionados 2 ul de Proteinase K (de
uma solugao estoque a 10mg/ml). O macerado foi incubado durante 30 minutos
a 50°C e, entdo, o DNA foi extraido com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), precipitado com 20 ul de acetato
de sddio 3 M [pH 5,0] e 500 pl de etanol 100%, e desidratado com etanol 70%. O
DNA foi dissolvido em 100 pul de tampao TE (pH 8,0) ao qual foi adicionado 1yl
de RNAse A (de uma solugdo estoque a 100ug/ml) e incubado durante 30

minutos a 37°C. A seguir, o DNA foi novamente extraido com fenol/cloroférmio e




cloroférmio, precipitado com acetato de sédio e etanol 100% e desidratado com
etanol 70%, nas mesmas proporgdes citadas anteriormente. O DNA obtido foi
dissolvido em 20 ul de agua Mille-Q.

Do DNA extraido, 20 ng foram amplificados por PCR, usando-se
oligonucletideos iniciadores (primers) especificos para sequéncias P e hobo.

Para a identificagdo de sequéncias P, foram utilizados os
oligonucleotideos denominados como #829 e #830, que amplificam um
fragmento de 764 pb. O oligonucleotideo #829 €& complementar aos
nucleotideos 12 a 31 de um elemento P completo e o oligonucleotideo #830 é
complementar aos nucleotideos 757 a 776. As sequéncias de ambos os primers

encontram-se abaixo discriminadas:

# 829: 5'-AACATAAGGTGGTCCCGTCG-3
# 830: 5'-CGACTGGGCAAAGGAAATCC-3’

Para a identificagdo de sequéncias hobo, foram utilizados os

oligonucleotideos primers denominados como #651 e #1597, que amplificam um
fragmento de 963 pb. O oligonucleotideo #0651 €& complementar aos
nucleotideos 651 a 671 de um elemento hobo completo e o oligonucleotideo
#1597 é complementar aos nucleotideos 1597 a 1614. As sequéncias de ambos

0s primers sao as seguintes:

# 651: 5-CACCTCCAATTTATCCCGCC-3
#1597: 5-GGATGGCAATACGAAGC-3

As sequéncias P e hobo foram amplificadas em 12,5 ul de agua
esterilizada e deionizada, 2,5 ul de glicerol 50%, 2,5 nul de tampao 10X, 2 ul de
dNPTs (10mM), 1,25 pl do primer #1 (5 pmol/ul) e 1,25 pl do primer #2 (5 pmol/u
), 1ul de cloreto de magnésio 25 mM e 0,1 ul de Tag DNA polimerase.
Adicionou-se a esta solugdo 20 ng de DNA gendmico de cada linhagem. A

reacao de amplificagao foi realizada em 29 ciclos, cada um contendo 1 minuto




de desnaturacdo do DNA, a 95°C, 1 minuto de anelamento dos primers, a 50°C e

3 minutos de extensao da fita, a 72°C. O amplificado foi entéo resfriado a 4°C.
A amplificagdo das sequéncias P e hobo foi confirmada por eletroforese,
usando-se 10 pl do amplificado em gel de agarose a 1%, e posterior

identificagdo em transiluminador.

D. Analise Estatistica

Para a avaliagdo das diferengas entre médias e da homogeneidade das
médias foram realizados testes t de Student e Analise de Variancia,
respectivamente, para isto utilizando-se o software Minitab.

As linhagens foram agrupadas por Analise Multivariada quanto aos seus
graus de similaridade, para o conjunto das variaveis estudadas (frequéncias de
ovarios e testiculos disgénicos, frequéncias de ovarios rudimentares, na geragao
F1 e, nimeros de descendentes e razdo de sexo dos individuos da geragéo F2,

nos trés tipos de cruzamentos através do software Minitab.
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lll. RESULTADOS

Neste trabalho foram realizados trés tipos de cruzamentos entre sete
linhagens de D. melanogaster, procedentes de sete regides geograficas do Brasil,
com linhagens-referéncia P forte-E (Harwich), H forte-M (23,5/CyL) e M-E
(Canton-S).

Os cruzamentos denominados A, realizados entre fémeas Canton-S com os
machos das linhagens experimentais, pretenderam medir o potencial que estas
linhagens tém para induzir tragos disgénicos na linhagem germinativa de seus
descendentes com citotipo M, a 29°C (dependentes da mobilizagéo de elementos
P) e a 25°C (possivelmente devido & mobilizagio de elementos hobo).

Os cruzamentos denominados A*, realizados entre as fémeas das linhagens
experimentais com machos com atividade P (Harwich) ou hobo (23,5/CyL)
conhecidas, pretenderam avaliar a habilidade regulatéria do citotipo das linhagens
experimentais em relagao aos elementos P ou hobo recebidos do genoma paterno.
Dos resultados destes cruzamentos foi possivel avaliar o grau de disgenesia
gonadal e a produtividade de cada linhagem estudada.

O DNA dos individuos das linhagens experimentais e das linhagens-
referéncia foi extraido e amplificado para a detecgao de sequéncias P e hobo em

cada linhagem.

A. Analises fenotipicas em cruzamentos realizados a 29°C
1. Morfologia das génadas disgénicas
As Figuras 2 a 5 mostram a morfologia de ovarios normais (Figura 2) e

rudimentares (Figura 3) e ovarios com disgenesia unilateral (Figura 4) e bilateral

(Figura 5). A Figura 6 mostra testiculos normais e a Figura'T mostra testiculos com

disgenesia bilateral.
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Figura 2. Ovarios normais de D. melanogaster (aumento: 172x).

AVA
AVAVEY

cm 1 2 3 4 5 6 f unespmll 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Figura 3. Ovarios rudimentares de D. melanogaster com numero e tamanho
reduzido de ovariolos (aumento: 172x).
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Figura 4. Ovario disgénico, unilateral, de D. melanogaster
(aumento: 340x).
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Figura 5. Ovérios de D. melanogaster , com disgenesia bilateral
(aumento: 172x).
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Figura 6. Testiculos normais de D. melanogaster (aumento: 260x).
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Figura 7. Testiculos de D. melanogaster , com disgenesia bilateral (aumento: 260x).
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2. Disgenesia Gonadal
A Tabela 1 apresenta o numero de fémeas e de machos descendentes
dos cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos, com ovarios e testiculos
disgénicos, isto €, ovarios com numero reduzido de ovariolos ou ovariolos
ausentes, e testiculos reduzidos.
Os numeros de individuos com gdénadas uni e bilateralmente

disgénicas, observados nos trés tipos de cruzamentos, foram variaveis. Estes

valores, comparados por X? de homogeneidade, = mostraram-se
significativamente diferentes quanto a disgenesia ovariana, nas linhagens PR
(X?=13,11; p<0,01), SP (X?=20,50; p<0,01), MG (X?=9,93; p<0,01) e MA
(X*=16,70; p<0,01). Os indices de disgenesia gonadal variaram de 0,89% (SC)
a 20,00% (MA) nos cruzamentos A, de 0,83% (SP) a 11,66%(SC) nos
cruzamentos A* e de 0,00 (MA) a 5,83% (SP) nos intracruzamentos. Destas
linhagens, destacou-se aquela procedente de S&o Paulo, que apresentou os
maiores valores de ovarios disgénicos nos intracruzamentos. A equagao
comumente utilizada para calculo de disgenesia gonadal em fémeas, foi também
utilizada para calcular este indice em machos, considerando o numero de
testiculos uni e bilateralmente disgénicos. Os valores encontrados foram baixos

e nao diferiram entre as linhagens.

Além de ovarios disgénicos, algumas linhagens produziram, apenas na
descendéncia dos cruzamentos A (Tabela 2), ovarios normais mas com
dimensdes reduzidas, como as linhagens RS, PR, SP, MG, Pl e MA. Dentre

estas, destacou-se a linhagem SP, com 64,3% de gbénadas reduzidas. Os

valores de X? de homogeneidade mostraram que a relagdo entre ovarios

normais e rudimentares foi significativamente diferente entre os descendentes
dos cruzamentos A e A*, exceto para MA.

Foram realizados cruzamentos-controle dos trés tipos de cruzamentos
experimentais. O controle positivo dos cruzamentos A teve por objetivo
determinar se os elementos transponiveis eram ativos na linhagem Canton-S.
Fémeas CS, com citotipo M-E, quando cruzadas com machos Harwich, que sao
P-E, produzem progénie hibrida com alto grau de disgenesia gonadal, quando

as primeiras etapas do desenvolvimento ocorrem a temperatura elevada (29°C),
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devido ao alto grau de mobilizagao dos elementos P, provenientes do genoma
da linhagem Harwich.

O controle positivo dos cruzamentos A* foi realizado com a linhagem
Harwich (Hw vs Hw) para evidenciar a habilidade regulatoria do citotipo desta

linhagem, pela baixa frequéncia de disgenesia gonadal decorrente de seu

citotipo P-E. Como controle negativo, foram realizados intracruzamentos da

linhagem Canton-S.

Para os intracruzamentos, foram utilizados controles considerados como
positivos e como negativos. O controle positivo (Hw vs Hw), que produz baixa
frequéncia de disgenesia gonadal, € indicativo da habilidade regulatoria do
citotipo P, dependente da presenca destes elementos no genoma destas
linhagens. Como controle negativo, em que se espera frequéncia nula ou
efetivamente baixa de disgenesia gonadal, indicativa da inexisténcia do
elemento transponivel P completo, foram realizados intracruzamentos da
linhagem Canton-S, a 29°C.

Na Tabela 3 encontram-se os valores da disgenesia gonadal em
descendentes dos cruzamentos-controle. Os valores obtidos na descendéncia
dos cruzamentos entre fémeas da linhagem Canton-S (M verdadeira) e machos
da linhagem Harwich (P forte) foram os esperados 100%. Também esperados
foram a auséncia de disgenesia gonadal observada em descendentes do
cruzamento entre machos e fémeas da linhagem CS ou os valores baixos dos
descendentes dos cruzamentos entre machos e fémeas da linhagem Harwich.
As diferengas entre os numeros de individuos com ovarios ou testiculos normais
e disgénicos, nos trés tipos de cruzamentos-controle, s&o tdo marcantes que
dispensam analises estatisticas. As fémeas descendentes do cruzamento-
controle Hw vs Hw apresentaram ovarios aparentemente normais mas com
dimensdes reduzidas, com frequéncia de 10,7%.

A Figura 8 apresenta as frequéncias percentuais de fémeas com ovarios
disgénicos, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos. As
linhagens SP e MA apresentaram os maiores percentuais de ovarios disgénicos
na descendéncia do cruzamento A; para os cruzamentos A* as linhagens Pl e
SC apresentaram os maiores percentuais. MG, SP e Pl foram a linhagens com

maior frequéncia de disgenesia gonadal em intracruzamentos.
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Quanto aos testiculos (Figura 9), os maiores percentuais de individuos
disgénicos ocorreram na descendéncia das linhagens MG e RS, nos
cruzamentos A; nas linhagens SC, Pl e SP, no cruzamento A*, e na linhagem
RS, nos intracruzamentos.

As frequéncias percentuais de fémeas com ovarios rudimentares, em

relacdo ao total de fémeas dissecadas, sdo apresentadas na Figura 10. Os

descendentes da linhagem SP apresentaram o maior percentual, no cruzamento
A; nos cruzamentos A* e nos intracruzamentos ndo ocorreram ovarios
rudimentares nos descendentes das linhagens experimentais. Estes ovarios
anormais também foram observados em descendentes do controle positivo
(cruzamento de fémeas com machos Hw).

Foram feitas analises de agrupamentos (clusters) na tentativa de
estabelecer relagbes de similaridade das linhagens quanto as suas
potencialidades de mobilizagao do elemento P ou de regulagdo de seu citotipo,
avaliados pela frequéncia de anormalidades gonadais.

Na Figura 11 observa-se que, para o cruzamento A, a descendéncia das
linhagens RS, SC, PR, MG, Pl e MA apresenta similaridade superior a 90% (os
percentuais variaram de 91,2% a 93,3%) quanto a frequéncia de gbnadas
disgénicas e rudimentares. A linhagem SP foi 78,4% similar as demais; o
menor grau de similaridade ocorreu com os descendentes do cruzamento-
controle CS vs Hw (8,1%), como o esperado.

A Figura 12 mostra que na descendéncia do cruzamento A*, as linhagens
RS e SP foram as mais semelhantes (89,8%); as linhagens PR e MG
apresentaram 73,4% de similaridade, seguidas por MA (71,2%) e SC (64,3%). A
linhagem PI foi a mais diferenciada em relagdo a porcentagem de gdnadas
disgénicas e rudimentares, com 49,4% de semelhanga com as demais e o
controle Hw vs Hw, com apenas 31,9%, como o esperado.

Para os intracruzamentos (Figura 13), a similaridade foi maior entre as
linhagens MA, PR e CS, com 100% de similaridade; as linhagens SC e PI
apresentaram 85,9% de similaridade em relagao as anteriores. As linhagens RS
e MG foram 66,6% similares, enquanto que as linhagens menos semelhantes

em relagc&o as demais foram SP (58,8%) e Hw (4,5%).
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Tabela 1. Numeros de individuos portadores de ovarios e testiculos disgénicos e
indices de disgenesia gonadal (DG), em descendentes dos
cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos realizados a 29°C (numero
de individuos com ovarios e testiculos normais (No), uni (Uni) e
bilateralmente (Bi) disgénicos e Total (T); numero de individuos
dissecados (N); fémeas (F) e machos (M); X? de homogeneidade; **:
p<0,01; *:p<0,05).

Linhagem N Fémeas Machos DG (%)

F M No Uni_ Bi No Uni Bi F M
RS A 60 30 56 1 3 . (R TR | 5,83 5,00
A* 60 30 58 30 0 O 2,50 0,00
60 30 58 29 0 1 3,33 3,33

56 30 55 28 2 O 0,89 3,33
60 30 52 27 3 O 11,66 5,00
60 30 58 30 0 O 2,50 0,00
60 30 52 29 1 O 9,16 1,66
50 30 47 30 0 O 6,00 0,00
60 30 60 30 0 O 0,00 0,00

57 30 42 30 19,29 0,00

0O O
60 30 59 28 2 O 0,83 3,33
0 O

60 30 56 30 5,83 0,00

4,12
60 30 50 26 4 O 14,16 6,66
60 30 59 30 0 O 1,66 0,00
0 O

60 30 55 30 5,80 0,00

59 30 91 29 10,17 1,66
60 30 51 28 10,83 3,33
60 30 59 30 : 1,66 0,00

60 30 46 30 20,00 0,00
60 30 54 29 8,33 1,66
60 30 60 30 0,00 0,00
16,70** 1,99
Cruzamentos A: fémeas CS vs machos RS, SC, PR, SP, MG, Pl e MA
A*: fémeas RS, SC, PA, SP, MG, Pl e MA vs machos Hw
I: intracruzamentos
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Tabela 2. Porcentagem de fémeas com ovarios
rudimentares, descendentes dos cruzamentos
A, A* e dos intracruzamentos realizados a
29°C (N: numero de fémeas férteis; X? de
homogeneidade para o numero de fémeas
com ovarios rudimentares nos cruzamentos A
e A***: p<0,01;* p<0,05).

Linhagens Normais Rudimentares

N N %
RS 56 9 16,1
58 0 0,0
10,14**
58 0 0,0

55 0,0
52 0,0

58 0,0

52 21.2

47 0,0
11,21

60 0 0,0

42 64,3

59 0,0
51,08**

56 0,0

50 12,0
59 0,0

55 _ 0,0

51 9,8
51 0,0

99 0,0

46 43
54 0,0
3,44
60 0 0,0
Cruzamentos A: fémeas CS vs machos RS, SC, PR,
SP, MG, Pl e MA; A*: fémeas RS, SC, PR, SP, MG, Pl, ¢
MA vs machos Hw : I: intracruzamentos




Tabela 3. Numero de individuos portadores de gbnadas disgénicas,
de ovarios rudimentares e indice de disgenesia gonadal
(DG), em descendentes dos cruzamentos-controle
realizados a 29°C (Uni e Bi: niumero de individuos com
ovarios e testiculos uni e bilateralmente disgénicos; N:
numero de individuos dissecados; %: frequéncia de
ovarios rudimentares; X? de contingéncia **: p<0,01; ™
p<0,05).

Individuos Cruzamentos

CSvsHw HwvsHw CSvsCS

Fémeas N 51 59
' Normais 0 56
Uni 0 1
Bi 51 2
DG (%) 4,2
Rudimentares 6
%
x2

Machos N
Normais
Uni
BI
DG (%)
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Disgenesia (%)

SC
PR ¢p

. MA
Linhagens CRTP cRTH

Figura 8. Frequéncias percentuais de fémeas com ovarios disgénicos,
na descendéncia dos cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos (l)

realizados a 29°C (CRTp A: fCS vs mHw; CRTp A*: fHw vs mHw;
CRTp I: fHw vs mHw; CRTn |: fCS vs mCS).




Disgenesia (%)

SC
PR gp
PI

: MA
Linhagens CRTP cRTH

Figura 9. Frequéncias percentuais de machos com testiculos
disgénicos, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e dos
intracruzamentos (I) realizados a 29°C (CRTp A: fCS vs mHw; CRTp
A*: fHw vs mHw; CRTp I: fHw vs mHw; CRTn I: fCS vs mCS).




Disgenesia (%)

Linhagens

Figura 10. Frequéncias percentuais de fémeas com ovarios
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e
intracruzamentos (I) realizados a 29°C (CRTp A: fCS vs mHw; CRTp
A*: fHw vs mHw; CRTp I: fHw vs mHw; CRTn |: fCS vs mCS).




Pl

Linhagens

Figura 11. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gbénadas disgénicas e ovarios
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A realizados a
29°C (CRT: fémeas CS vs machos Hw).
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S SC

Linhagens

Figura 12. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com génadas disgénicas e ovarios
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A* realizados a
29°C (CRT: fémeas vs machos Hw).




Similaridade

457 |

SESEETRS SURIGLNE .
CRTn PI SP CRTp
Linhagens -

Figura 13. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gobnadas disgénicas e ovarios
rudimentares na descendéncia dos intracruzamentos realizados a
29°C (CRTp: fémeas vs machos Hw; CRTn: fémeas vs machos CS).
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3. Fertilidade e produtividade

O numero de tubos com larvas e a fertilidade das fémeas F1,
descendentes dos cruzamentos realizados a 29°C, sdo apresentados na Tabela
4. Na descendéncia dos cruzamentos A, a linhagem SC apresentou a menor
fertilidade (51,8%), com apenas 29 tubos com larvas e a linhagem MA, a maior
(76,7%). Nos cruzamentos A*, a linhagem com menor fertilidade foi SP (51,7%)
e a linhagem SC, com a maior (75%). As linhagens MA e RS foram as que
apresentaram a menor (68,4%) e a maior (81,7%) frequéncias percentuais de
fertilidade nos intracruzamentos, respectivamente. Os valores de X? realizados
para comparar os percentuais de fertilidade das sete linhagens experimentais,
mostraram que as diferengas observadas entre cruzamentos A, A* e 0s
intracruzamentos ndo foram significativas. Para os cruzamentos-controle, a

porcentagem de fertilidade foi nula no cruzamento A (CS vs Hw); 77,9% no

cruzamento  A* (Hw vs Hw) e 98% nos intracruzamentos. O teste de x2
realizado entre as trés classes de controles mostrou serem significativas as
diferencas entre estes percentuais, no nivel de significancia de 1% (X*=121,2).
As Tabelas 5, 6 e 7 mostram as produtividades médias individuais das
fémeas F1, em 4 dias de oviposigédo, e a razao de sexo nos descendentes das
sete linhagens experimentais e controles, em cruzamentos A (Tabela 5), A*
(Tabela 6) e intracruzamentos (Tabela 7). Os numeros médios de machos e de
fémeas, na geragdo F2 dos cruzamentos A, foi baixo na linhagem RS
(machos=1,63 e fémeas=1,50) e pouco maior na linhagem MA (machos=6,13 e

fémeas=6,09). As fémeas do cruzamento-controle (CS vs Hw) ndo produziram

descendentes. Os testes t de Student, realizados entre os numeros médios de

machos e de fémeas, em cada linhagem, ndo apresentaram diferengas
significativas. A analise de variancia realizada para avaliar a homogeneidade
das médias dos numeros de machos e de fémeas produzidos pelas linhagens
experimentais e pelos controles (Tabela 5), apresentaram diferengas
significativas, tanto para machos (F7.462=20,67 p<0,01), como para fémeas
(F7.462=17,74 p<0,01). A menor razdo de sexo ocorreu na linhagem SC (98,1%)
e a maior na linhagem PR (174,2%). A analise de variancia, para a
homogeneidade das médias da razdo de sexo, nao mostrou diferencas

significativas.
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Os menores numeros médios de machos e de fémeas descendentes
dos cruzamentos A* (Tabela 6) ocorreram na linhagem MG (2,55 e 3,06,
respectivamente); as maiores médias foram as da linhagem SC (8,50 para
machos e 9,03 para fémeas). Os testes t de Student ndo mostraram diferencas
significativas entre os numeros médios de machos e fémeas em cada linhagem,
entretanto, as analises de variancia realizadas para a homogeneidade das
médias das sete linhagens experimentais e do cruzamento-controle (Hw vs Hw)
apresentaram diferengas significativas, no nivel de significancia de 1%, tanto
para os numeros médios de machos (F7.46s=9,37), quanto para os de fémeas
(F7.468=7,91). A menor razédo de sexo foi a obtida na linhagem SC (105%) e, a
maior, na linhagem MG (141,2%). As analises de variancia revelaram nao serem
significativas as diferengas da razdo de sexo média das linhagens (F7.260=0,96).

Para os intracruzamentos (Tabela 7), as médias dos numeros de
machos e de fémeas variaram entre 4,93, para machos, e 4,81, para fémeas, na
linhagem RS, a 13,93 e 13,12 para machos e fémeas, respectivamente, na
linhagem SC. Como ocorreu nos cruzamentos A e A* também para fémeas
descendentes dos intracruzamentos, os testes t de Student ndo apresentaram
diferencas significativas entre as médias dos dois sexos. Foram encontradas
diferencas significativas, no nivel de significancia de 1%, entre os numeros
medios de machos (Fg;535=12,64) e de fémeas (Fg.535=9,43), das linhagens
experimentais e dos cruzamentos-controle (Hw vs Hw e CS vs CS). Quanto a
razao de sexo, a menor porcentagem obtida foi na linhagem SC (100%) e, a

maior, na linhagem CS (144%). As analises de varidncia nao mostraram

diferengas significativas entre as médias da razéo de sexo.

O numero médio de imagos da geragdo F2 dos cruzamentos
experimentais e controles estdo apresentados na Tabela 8. As analises de
variancia realizadas para avaliar a homogeneidade das médias de imagos
produzidos nos trés tipos de cruzamentos (A, A* e |) e nos cruzamentos-
controle, mostraram diferengas significativas, no nivel de significancia de 1%,
para as linhagens RS, SC, PR, SP, MG e PI e nos trés cruzamentos-controle.
Apenas a linhagem MA apresentou médias significativamente diferentes, no
nivel de significancia de 5%. A comparagao das médias das linhagens em cada

cruzamento mostrou heterogeneidade para a descendéncia dos cruzamentos A
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(F7.462=21,27 p<0,01), A*(F7.46=9,04 p<0,01) e nos intracruzamentos

(Fg.s35=11,52 p<0,01).
Também para a descendéncia, procurou-se estabelecer relagbes de
similaridade das linhagens. Em descendentes do cruzamento A (Figura 14), as
linhagens com maior grau de similaridade foram PR e MG (91,4%), seguidas por
SP (90,6), RS (89,6%) e SC (87,2%). Pl apresentou 68,0% de similaridade em
relacdo as demais e a linhagem MA foi a mais diferenciada (54,2%). Para
descendentes dos cruzamentos A* (Figura 15), SP e MA foram as mais
similares (97,4%), seguidas por PR e RS (94,8%), MG com 91,2% de
semelhanga em relagédo as duas anteriores e as linhagens SC e Pl, as mais
diferenciadas, com 60,0% de similaridade entre si e 58,4% em relacdao as
demais. Nos intracruzamentos (Figura 16), as linhagens mais similares quanto a
produtividade e razdo de sexo foram SP e MG (98,0%), seguidas pelas
linhagens PR e MA (97,5%) e RS (95,5%). A linhagem PI apresentou 79,8% de

similaridade em relagao as anteriores e, a linhagem SC, apenas 41,55%.
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Tabela 4. Numero de tubos com larvas (L) e frequéncia percentual de
fertilidade (%), em fémeas descendentes dos cruzamentos A, A%,
intracruzamentos (I) e dos cruzamentos-controle realizados a
29°C (N: numero total de tubos; X? de contingéncia; **: p<0,01; *:
p<0,05).

Linhagem A A*
L % L

33 30
29 45
43 26
38 31
34 37
36 38
46 36

CS vs Hw a Z s
Hw vs Hw 59 46 77,9

CSvsCS - - -
X2 121,20**
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Tabela 5. Produtividade média individual de fémeas e de machos
produzidos na geragdo F2 dos cruzamentos A, das sete
linhagens e dos cruzamentos-controle realizados a 29°C, em
quatro dias de oviposicao (t para a diferengas entre médias; F
para a homogeneidade das médias; **: p<0,01; *: p<0,05).

Linhagem Machos Fémeas Razao de Sexo
X Sx X Sx X Sx

RS 1,63 + 0,27 1,80 + 0,25 143,5 + 21,60

SC ’ 292 + 0,49 262 + 0,50 98,1 10,00

PR 2,25 + 0,31 2,85 + 0,36 174,2 20,80
SP 2,05 + 0,30 2,16 + 0,31 118,1 16,00
MG 1,78 + 0,28 242 + 0,37 167,8 23,30
PI 424 + 0,63 410 + 0,64 119,4 17,60
MA 6,13 + 0,55 6,09 + 0,54 106,5 + 6,12

CSvsHw 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 - -
F 20,67** 17,74*
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Tabela 6. Produtividade média individual de fémeas e de machos produzidos
na geragdo F2 dos cruzamentos A* das sete linhagens e dos
cruzamentos-controle realizados a 29°C, em quatro dias de
oviposigcdo (t para a diferengas entre médias; F para a
homogeneidade das médias; **:p<0,01; *: p<0,05).

Linhagern Machos Fémeas Razao de Sexo
X Sx X Sx t X Sx

RS 3,40 0,65 343 + 0,64 0,04 118,5 + 14,70

SC 8,50 0,94 9,03 + 0,96 0,06 105,1 + 6,70
PR 3,82 0,69 414 + 0,84 0,29 111,9 &+ 138,00
SP 3,98 0,68 3,95 0,64 0,04 113,5 + 11,00
MG 2,55 0,44 3,06 0,54 0,74 141,2 18,70
Pl 6,50 + 0,62 7,00 0,82 0,24 1093 + 5,28
MA 3,80 + 0,57 3,90 0,64 0,12 1292 17,60

553 + 0,67 568 + 0,66 0,16 118,4 + 9,41

9,37** 7.91™ 0,96
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Tabela 7. Produtividade média individual de fémeas e de machos
produzidos na geragdo F2 dos intracruzamentos e dos
cruzamentos-controle realizados a 29°C, em quatro dias de
oviposigdo (t para a diferengca entre médias; F para a
homogeneidade das médias; **: p< 0,01;* p< 0,05).

Linhagem)  Machos Fémeas Razdo de Sexo

EOSOSK | %15 8K ¢ x Sx
RS 493 + 0,72 4,81 + 0,81 103,3 + 11,10
SC 13,93 + 1,25 13,12 + 1,19 100,0 5,62
PR 498 + 0,58 5,46 + 0,63 135,3 + 17,00
SP 6,43 + 0,84 7,06 + 0,96 113,7 7,79
MG 6,61 + 0,96 6,83 + 0,96 118,5 + 12,90
Pl 8,00 + 0,76 9,00 + 0,78 102,7 4,45
MA 5,30 + 0,65 5,30 + 0,69 1174 14,50
Hwvs Hw 5053 + 0,67 5,68 + 0,66 118,4 9,41
CSvsCS 5,79 + 0,54 6,42 + 0,57 1441 15,90
F 12,64** 9,43* 83
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Tabela 8. Produtividade média individual de imagos, na geragao F2 dos
cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos (l), das sete
linhagens e dos cruzamentos-controle realizados a 29°C (F
para a homogeneidade das médias; **: p < 0,01;* p< 0,05).

Linhagem A A* |
X Sx X Sx X Sx F
RS |, 3,13 0,50 6,83 1,28 9,75 1,51 7,93**
SC 5,55 095 18,15 1,87 27,05 + 2,39 32,99*

PR 5,10 0,61 7,96 1,49 10,45 1,17 (s I
SP 4,21 0,55 7,93 1,30 13,50 1.0/ 1233%
MG 4,20 0,61 5,61 0,95 1345 1,89 15,33**
Pl 834 + 120 13650 + 162 18,00 + 1,52 8,74**
MA 12,22 + 1,05 770 + 1,17 1062 + 1,28 3,83*

Controles 0,00 + 0,00 11,20 + 1,27 1221 + 1,02 4520*
F 21,20% 9,04** 11,52**

Controles: (A: CS versus Hw; A*: Hw versus Hw; |: CS versus CS e
Hw versus  Hw)
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Similaridade

Linhagens

Figura 14. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e a
razao de sexo na geragao F, dos cruzamentos A realizados a 29°C.
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Nimilaridade

r
SP

Linhagens

Figura 15. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e a
razao de sexo na geragao F, dos cruzamentos A* realizados a 29°C.
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imilaridade

PR

Linhagens

Figura 16. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e a
razdo de sexo na geragao F, dos intracruzamentos, realizados a 29°C.
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4. Similaridade das linhagens para o conjunto de variaveis estudadas a

29°C

Considerando-se todas as variaveis analisadas, isto é, a frequéncia de
individuos com gbnadas disgénicas e rudimentares e o numero de
descendentes e a razao de sexo dos trés tipos de cruzamentos, os graus de
similaridades obtidos classificaram as linhagens RS e PR como as mais
similares (89,1%), seguidas por SP e MG com 87,7% de semelhangas entre si e
com 83,9% em relagdo as anteriores. A linhagem MA apresentou 65,4% de
similaridade, Pl apresentou 63,2% e SC mostrou apenas 44,86% de

similaridade em relagao as demais (Figura 17).
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Similaridade

MG

Linhagens

Figura 17. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gdnadas disgénicas, ovarios
rudimentares, produtividade e razédo de sexo na descendéncia dos
cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos realizados a 29°C.
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B. Analises fenotipicas em cruzamentos realizados a 25°C

1. Disgenesia gonadal

A Tabela 9 mostra os numeros de fémeas e de machos com ovarios e
testiculos disgénicos descendentes dos cruzamentos A, A* e dos
intracruzamentos. As linhagens que apresentaram 0s maiores numeros de

ovarios e de testiculos disgénicos foram MA e SC. A andlise de X? mostrou
diferengas nao-significativas para as trés classes de ovarios (normais, uni e
bilateralmente disgénicos), na descendéncia dos trés tipos de cruzamentos (A,
A* e |), para as linhagens RS, PR, SP e Pl. Entretanto, as diferengas foram
significativas, no nivel de significancia de 1%, para os numeros de ovarios
normais e rudimentares na descendéncia dos cruzamentos envolvendo as
linhagens SC (X?=21,67), MG (X*=15,50) e MA (X*=30,09). Quanto ao nimero
de testiculos, normais e disgénicos, ndo foram significativas as diferengas entre
os trés cruzamentos, em todas as linhagens estudadas.

Os maiores indices de disgenesia gonadal foram os da linhagem SC
(15,83% e 0,83%, respectivamente em cruzamentos A e A*) e os da linhagem
MA (14,28% e 1,66%, respectivamente em cruzamentos A e A*). As linhagens
PR e Pl apresentaram os menores indices DG para fémeas, que
coincidentemente foram os mesmos nos cruzamentos A (1,66%) e A* (0,00).
Como para os ovarios, as linhagens SC e MA apresentaram os maiores valores
de testiculos disgénicos nos cruzamentos A (5,00%), mas em A* ndo ocorreu
disgenesia (A*=0,00).

As porcentagens de fémeas descendentes dos cruzamentos A e A* com
ovarios rudimentares encontram-se na Tabela 10. A linhagem que apresentou o
maior valor foi SC (48,9%). Ovarios rudimentares também foram observados em
fémeas dos cruzamentos A* das linhagens SC, PR, SP e PIl, ao contrario do
observado nos cruzamentos realizados a 29°C. Os valores do X? de

homogeneidade, realizados para a comparagdo do numero de fémeas com
ovarios reduzidos em descendentes dos cruzamentos A e A* diferiram

significativamente para as linhagens RS (X?=10,94; p<0,01), SC (X*=15,82;
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p<0,01), SP (X?=9,46; p<0,01) e MG (X*=9,09; p<0,01) e, no nivel de
significancia de 5%, para a linhagem MA (X*=4,37).

Como para os cruzamentos a 29°C, foram realizados cruzamentos-
controle dos trés tipos de cruzamentos experimentais, também a 25°C.

O controle positivo dos cruzamentos A teve por objetivo determinar se os
elementos transponiveis hobo eram ativos na linhagem Canton-S. Quando
fémeas Canton-S sao cruzadas com machos da linhagem 23,5/CyL, que sao H-
M, ocorre disgenesia gonadal moderada, quando a progénie hibrida desenvolve-
se a 25°C, devido a mobilizagdo dos elementos presentes nos cromossomos dos

machos destas linhagens, no citotipo E-M, da linhagem Canton-S.

O controle positivo do cruzamento A* foi realizado com a linhagem
23,5/CyL (23,5/CyL vs 23,5/CyL), para evidenciar a habilidade regulatéria do

citotipo desta linhagem, pela baixa frequéncia de disgenesia gonadal decorrente

de seu citotipo H-M. Como controle negativo, nos dois tipos de cruzamentos,
foram realizados intracruzamentos da linhagem Canton-S.

Para os intracruzamentos, foram utilizados controles considerados como
positivos e como negativos. O controle positivo (23,5/CyL vs 23,5/CyL), que
produz baixa frequéncia de disgenesia gonadal, € indicativo da habilidade
regulatéria do citotipo H, dependente da presenca destes elementos no genoma
destas linhagens. Como controle negativo, em que se espera frequéncia nula ou
efetivamente baixa de disgenesia gonadal, indicativa da inexisténcia do
elemento transponivel hobo completo, foram realizados intracruzamentos da
linhagem Canton-S, a 25°C.

O nimero de individuos com ovérios e testiculos disgénicos
descendentes dos cruzamentos-controle sdo apresentados na Tabela 11. Os
cruzamentos entre fémeas CS e machos 23,5/CyL produziram individuos com
grau de disgenesia moderado, com indices DG iguais a 25,0% para fémeas e
10,0% para machos. Em intracruzamentos de casais 23,5CyL ou de casais CS,
o grau de disgenesia observado foi baixo para os ovarios (0,83% e 1,7%,
respectivamente). Nao foi observada disgenesia em testiculos dos individuos

descendentes de ambos cruzamentos. O teste de X? realizado entre os
percentuais de individuos com gdnadas disgénicas destes trés cruzamentos-
controle mostrou serem as diferengas significativas no nivel de significancia de
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1% (X*=46,7) para o nimero de fémeas com ovarios normais e disgénicos e

para o numero de machos com testiculos normais e disgénicos (X2=‘I 0,9). O

cruzamento-controle CS vs 23,5 CyL apresentou dentre os ovarios normais,
muitos com redugao de tamanho (31,4%).

Na Figura 18 sdo apresentadas as frequéncias percentuais de fémeas
com ovarios disgénicos, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e dos
intracruzamentos. As fémeas descendentes das linhagens MA e SC
apresentaram os maiores indices de ovarios disgénicos. Para o cruzamento-
controle de A, os percentuais foram proximos a 40%.

Nos cruzamentos A* os descendentes das linhagens MG, RS e SP
destacaram-se pela frequéncia de ovarios disgénicos. Nos descendentes dos
intracruzamentos, apenas a linhagem experimental SC apresentou ovarios
disgénicos, embora em frequéncia inferior a 2%. Os cruzamentos-controle
positivo e negativo também apresentaram ovarios disgénicos.

A Figura 19 mostra as frequéncias de machos com testiculos disgénicos
na descendéncia dos cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos. No cruzamento
A, os machos que apresentaram os maiores percentuais foram os descendentes
das linhagens MA e SC e do cruzamento-controle CS vs 23,5/CyL. Na geracéao
Fi.
descendentes das linhagens RS, SP e MG; nos intracruzamentos estes nao

dos cruzamentos A* foram observados testiculos disgénicos em

ocorreram.
As porcentagens de fémeas com ovarios rudimentares, em relagédo ao

total de fémeas dissecadas, s&o apresentadas na Figura 20. As fémeas da
geracao F1 das linhagens experimentais SC e SP apresentaram os maiores
percentuais em cruzamentos A. Também em cruzamentos A*, a maior frequéncia
de ovarios rudimentares ocorreu na linhagem SC.

Para os cruzamentos realizados a 25°C, as andlises de agrupamento das
linhagens, considerando os percentuais de fémeas com génadas disgénicas e
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A (Figura 21), mostraram maior
similaridade entre as linhagens RS e PI (83,0%), seguidas por PR, com 81,6%
de semelhanga em relagéo as anteriores. MG e MA apresentaram 72,1% de
similaridade entre si e a linhagem SP apresentou 65,5% de similaridade em

relacao as linhagens RS, Pl e PR. A linhagem SC foi a mais diferenciada das
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linhagens experimentais, com apenas 59,1% de similaridade. O controle CS vs
23,5/CyL apresentou apenas 49,2% de semelhanga em relagdo as linhagens
experimentais.

No cruzamento A* (Figura 22), PR e Pl apresentaram 88,0% de
similaridade entre si, enquanto que a linhagen SC apresentou uma similaridade
de 75,0% em relagdo a estas duas. MA e o controle 23,5Cy/L vs 23,5Cy/L
apresentaram 83,9% de semelhangas entre si, seguidos por RS (73,6%), MG
(66,4%) e SP (62,6%). Estas cinco ultimas linhagens foram 58,8% semelhantes
em relagao as trés primeiras.

Nos intracruzamentos (Figura 23), as linhagens RS, PR, SP, MG, PI,
SP e MA e o controle Hw vs Hw apresentaram 99,0% de similaridade. O

controle negativo (CS vs CS) diferiu acentuadamente em relagdo as demais

linhagens, com apenas 47,3% de similaridade.
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Tabela 9. Numeros de individuos portadores de ovarios e testiculos disgénicos e
indices de disgenesia gonadal (DG), em descendentes dos cruzamentos
A, A* e dos intracruzamentos realizados a 25°C (numero de individuos
com ovarios e testiculos normais (No), uni (Uni) e bilateralmente (Bi)
disgénicos e Total (T); numero de individuos dissecados (N), fémeas (F)
e machos (M); X* de homogeneidade; **: p<0,01; *:p<0,05).

Linhagem N Fémeas Machos DG(%)
F &M No Uni Bi T No Uni Bi T F M
RS A 60 30 58 30 0 2,50 0,00
A* 60 30 58 29 1 1,66 3,33
I 59 30 59 30 0 0,00 0,00
x2
A 60 30 47 27 15,83 5,00
A 8030 58 30 0,83 0,00
| 60 30 59 1 30 0,83 0,00
x2
A 60 .30 58 30 1,66 0,00
A* 59 30 59 30 0,00 0,00
I 60 30 60 30 0,00 0,00
xz
A 58 30 53 2 29 6,03 1,66
A* 60 30 58 29 1,66 1,66
l2 60 30 60 30 0,00 0,00
X
A 58 30 47
A* 60 30  bf
59 30 &9
x2
A 60 30 57
A* 59 30 59
59 30 60
x2
A 56 30 42

29 9,48 1,66
29 2,50, 1,66
30 0,00 0,00

oW

*

W -
o
[€)}

28 1,66 3,33
30 0,00 0,00
30 0,00 0,00

p—
o
D o
£

27 14,28 5,00
A* 60 30 59 30 1,66 0,00
| §9 30 59| 0O 30 0,00 0,00
X? 30,09** 6,20
Cruzamentos A: fémeas CS vs machos RS, SC, PR, SP, MG, Pl e MA
A*: fémeas RS, SC, PA, SP, MG, Pl e MA vs machos 23,5/CyL
I intracruzamentos

o o
0o-NMP000Q0coo0o
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Tabela 10. Porcentagem de fémeas com ovarios rudimentares,
descendentes dos cruzamentos A, A* e dos
intracruzamentos realizados a 25°C (N: numero de
fémeas férteis; X de contingéncia para o numero de
ovarios reduzidos entre os cruzamentos A e A*; X?
de homogeneidade**: p<0,01; *: p<0,05).

Linhagem Normais Rudimentares
N N %
RS A 58 10 17,2
58 0 0,0
10,94**
59 0 0,0

47 23 48,9

59 8 13,5
15,82**

59 0,0

58 5,1
59 10,1

60 0,0
58 28,3
58 51
60 0 0,0
47 7 14,8
57 0,0
59 0,0

57 ' 12,8
59 8,5

60 ' 0,0

42 7,2

59 0,0
4,37*

50 0 0,0

Cruzamentos A: fémeas CS vs machos RS, SC, PR, SP, MG, Pl e
MA: A*: fémeas RS, SC, PA, SP, MG, Pl e MA vs machos 23,5/CyL,
|: intracruzamentos
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Tabela 11.

Numero de individuos portadores de gonadas disgénicas,
de ovarios rudimentares e indice de disgenesia gonadal
(DG), em descendentes dos cruzamentos-controle
realizados a 25°C (Uni e Bi: numero de individuos com
ovarios e testiculos uni e bilateralmente disgénicos; N:
numero de individuos dissecados; %: frequéncia de
ovarios rudimentares; X? de contingéncia; **: p<0,01; *:
p<0,05).

Individuos

Cruzamentos

CSvs23,5 23,5vs23,5 CSvsCS

Fémeas

N 60 60 59
Normais 35 59 57
Uni 20 1 2
Bi 5 0 0
DG(%) 0,8 1.7
X2 46,7*
Rudimentares 0 0

%

xz

Machos N

Normais

Uni

Bl

DG(%)
x2

0,0
40,00**
30
30
0
0
0

0,0

30

30
0

3 4 5 6 i
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Disgenesia (%)

Linhagens CRTp CRTn

Figura 18. Frequéncias percentuais de fémeas com ovarios disgénicos,
na descendéncia dos cruzamentos A, A* e intracruzamentos (l)
realizados a 25°C (CRTp A: fCS vs m 23,5; CRTp A*: f23,5 vs m23,5;
CRTp I: 23,5 vs m23,5; CRTn I: fCS vs mCS).
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Disgenesia (%)

Linhagens A CRTP GRTA

Figura 19. Frequéncias percentuais de machos com testiculos
disgénicos, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e
intracruzamentos (1) realizados a 25°C (CRTp A: fCS vs m23,5; CRTp
A*: 23,5 vs m23,5; CRTp I: f23,5 vs m23,5; CRTn I: f{CS vs mCS).
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Disgenesia (%)
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A
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I
MA |
Linhagens CRTp CRTn

Figura 20. Frequéncias percentuais de fémeas com ovarios
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A, A* e
intracruzamentos (l) realizados a 25°C (CRTp A: fCS vs m23,5; CRTp
A*: f23,5 vs m23,5; CRTp I: 23,5vs m23,5; CRTn I: fCS vs mCS).
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e
PR SP MG MA SC

Linhagens

Figura 21. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gbénadas disgénicas e ovarios
rudimentares, na descendéncia dos cruzamentos A realizados a
25°C (CRT: fémeas CS vs machos 23,5).

AVA
AVAVAL

2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



:100.00

|

SC PR Pl SP MG RS MA

Linhagens

Figura 22. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gbnadas disgénicas e ovarios
rudimentares na descendéncia dos cruzamentos A* realizados a
25°C (CRT: fémeas vs machos 23,5).
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Figura 23.

SR | ) I i
RS MG SC SP PI CRTp MA CRTn

Linhagens

Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gbnadas disgénicas e ovarios
rudimentares na descendéncia dos intracruzamentos realizados a
25°C (CRTp: fémeas vs machos 23,5; CRTn: fémeas vs machos

CS).
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2. Fertilidade e produtividade

As porcentagens de tubos com larvas e de fertilidade das fémeas F1
estdo apresentadas na Tabela 12. Os valores obtidos variaram de 58,3% (RS) a
85,7% (MA) em fémeas descendentes de cruzamentos A; de 52,5% (PIl) a
85,0% (SC) em descendentes de cruzamentos A* e de 79,6% (MA) a 89,8%
(MG) nos intracruzamentos. As fémeas descendentes da linhagem MA
apresentaram maior fertilidade na geragédo F1 dos cruzamentos A que as
descendentes dos cruzamentos A* ou dos intracruzamentos; ja as fémeas
descendentes das linhagens SC e MG apresentaram fertilidade superior nos
cruzamentos A* e nos intracruzamentos, respectivamente. Entre os controles,
descendentes do intracruzamento da linhagem 23,5CyL apresentaram a maior

fertilidade (86,7%), sendo superior a da linhagem SC que apresentou o maior

valor entre as linhagens experimentais. Os X? de contingéncia, realizados para

comparar os numeros de fémeas férteis e nao-férteis, para cada tipo de
cruzamento, mostraram serem as diferengas significativas para as frequéncias
obtidas em descendentes dos cruzamentos A (X?=22,7; p<0,01) e dos
cruzamentos A* (X°=28,5; p<0,01). Os percentuais de fertilidade dos
intracruzamentos n&o foram  significativamente diferentes (X2=4,0; p>0,05).
Entre os controles, o X? de contingéncia ndo apresentou diferenca significativa
para os percentuais de fertilidade.

A produtividade média das fémeas F1, descendentes dos cruzamentos
realizados a 25°C, considerada como o numero de machos e fémeas produzidos
em quatro dias de oviposigédo e sete dias de emergéncia, nos descendentes de
cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos, sdo apresentadas nas Tabelas 13 a
16, respectivamente. Na geracao F2 do cruzamento A, a linhagem procedente
de Maringa (PR) apresentou a menor produtividade média individual de machos
e fémeas (2,88 e 3,12, respectivamente); as demais linhagens apresentaram
produtividades médias semelhantes entre si, incluindo a do cruzamento-controle
(CS versus 23,5/CyL). Os testes t de Student, realizados entre as médias dos
numeros de machos e de fémeas, ndo mostraram diferencas significativas. As
analises de variancia, para a homogeneidade das médias do numero de
descendentes, das sete linhagens e do cruzamento-controle, mostraram
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diferengas nao-significativas para os machos e para as fémeas. A razéo de sexo

variou de 94% a 138,7%. A analise de varidancia mostrou serem nao
significativas as diferengas da razao de sexo (Tabela 13).

A menor produtividade média de machos e fémeas descendentes dos
cruzamentos A* ocorreu com a linhagem Pl (2,45 machos e 2,33 fémeas),
enquanto que a maior foi observada na linhagem SP (11,48 machos e 14,08
fémeas). Os testes t de Student mostraram diferencas n&o significativas entre
as médias de numero de machos e de fémeas produzidos em cada cruzamento.
As andlises de varidancia mostraram diferengas significativas, no nivel de
significancia de 1%, para a média dos numeros de machos (F7.478=13,34) e de
fémeas (F 7.476=17,52) produzidos pelas linhagens estudadas e controles. A
razao de sexo variou de 102,9% (SC) a 135,6% (SP), ndao sendo significativas
as diferengas observadas entre as linhagens (Tabela 14).

Nos intracruzamentos (Tabela 15), destacou-se a produtividade média
da linhagem RS, com um valor médio de cerca de 12 machos e 12 fémeas. Os
testes t de Student ndo mostraram diferengas significativas entre as médias, em
todas as linhagens. As andlises de variancia realizadas para avaliar a
heterogeneidade das médias das sete linhagens experimentais e dos controles,
positivo e negativo, apresentaram diferengas no nivel de significancia de 1%,
para machos (Fs.s34=10,58) e para fémeas (Fg.534=9,92). A razédo de sexo variou
de 102,6% (Pl) a 119,8% (MG), sendo as meédias das sete linhagens
homogéneas.

Na Tabela 16 sao apresentados os numeros médios de imagos
descendentes dos trés tipos de cruzamentos, das sete linhagens. A analise de
variancia mostrou heterogeneidade das médias dos trés tipos de cruzamentos,
no nivel de significancia de 1%, para os descendentes das linhagens RS, SC,
PR, SP, MG, PI e controles dos cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos.
Apenas a linhagem MA apresentou diferenga nao-significativa para o numero
médio de imagos produzidos na geragdao F2 dos cruzamentos A, A* e dos
intracruzamentos (Fg405= 2,06). Para cada tipo de cruzamento, as diferengas
também foram significativas, no nivel de significancia de 1% , para as médias de
imagos dos descendentes das sete linhagens nos cruzamentos A* (F7.47s=

16,84) e intra-linhagem (Fg.s34=11,52), mas n&o para os cruzamentos A.
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As analises de agrupamentos para as variaveis relativas a produtividade
realizada a 25°C (Figura 24), indicaram maior similaridade entre os pares de
linhagens MG e Pl (94,9%) e SC e SP (90,9%). A linhagem RS apresentou
89,2% de similaridade em relagdo as linhagens MG e Pl e a linhagem MA
81,7% em relagao a SC e SP, enquanto que, entre esses dois grupos, ocorreram
78,7% de semelhangas. A linhagem PR apresentou apenas 54,5% de

similaridade em relagao as demais. Para o cruzamento A* (Figura 25), RS e SC

foram as linhagens mais semelhantes em relagdo ao numero de descendentes e
a razao de sexo (93,7%), seguidas por MA (92,8%) e MG (92,1%). As linhagens
PR e Pl apresentaram 77,2% de semelhangas entre si, enquanto que a linhagem
SP apresentou 72,6% de semelhangas em relagdo ao primeiro grupo e, entre o
primeiro e o segundo grupo, 67,4% de similaridade.

Os pares de linhagens SC e SP, e MG e MA, foram os que apresentaram
as maiores similaridades quanto a produtividade e a razdo de sexo nos
intracruzamentos (99,2%), sendo que a linhagem RS apresentou apenas 28,3%

de similaridade em relagédo as demais (Figura 26).
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Tabela 12. Numero de tubos com larvas (L) e frequéncia percentual de fertilidade (%)
em fémeas descendentes dos cruzamentos A, A*, dos intracruzamentos (l)
e e dos cruzamentos-controle realizados a 25°C (N: numero total de tubos;
X?de contingéncia; **: p<0,01; *: p< 0,05).

Linhagem A A*
L % L

RS 35 38
SC 44 51

PR 37 | 45
SP 48 49
MG 48 47
PI 38 31
MA 48 34

X2 22 70 28,50**

CS vs23,5 43 -

23,5vs23,5 - - 52

CSvsCS -
x2
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Tabela 13. Produtividade média individual de fémeas e de machos produzidos na
geracgdo F2 e razdo de sexo dos cruzamentos A, das sete linhagens
e dos cruzamentos-controle realizados a 25°C, em quatro dias de
oviposigdo (t para a diferengcas entre meédias; F para a
homogeneidade das médias; **:p<0,01; *: p<0,05).

Linhagem Machos Fémeas Razao de Sexo

X Sx X Sx X Sx

RS
SC
PR
SP
MG
Pl
MA

CSvs 23,5 511 0,53 5,83 0,57

F

4,06
5,22
2,88

0,56
0,60
0,40

4,05
4,67
3,12

0,88
0,57
0,44

107,8
113,3
138,7

10,20
15,40
25,10

4,97 0,51 5,02 0,52 1096 + 9,57
4,64 0,49 4,16 0,53 94,6 7,20
4,60 0,55 412 0,49

5,75 0,52 5,70 0,59

101,3 £ 8,37
1132 + 8,74
1384 + 13,40

1,48
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Tabela 14. Produtividade média individual de fémeas e de machos produzidos
na geragdo F2 dos cruzamentos A* das sete linhagens e dos
cruzamentos-controle realizados a 25°C, em quatro dias de
oviposicdo (t para a diferengas entre médias; F para a
homogeneidade das médias, **:p<0,01; *: p<0,05).

Linhagem Machos Fémeas Razdao de Sexo

x  Sx X Sx X Sx

RS 8,37 + 1,03 9,33 + 1,21 118,9 + 10,20
SC ,9,63 0,71 8,92 + 0,61 102,9 6,50
PR 505 + 0,55 4,63 + 0,51 120,9 + 19,10
SP 11,48 + 0,92 14,08 + 1,08 135,6 7,40
MG 9,70 + 0,85 10,30 + 0,99 106,9 5,90
Pl 2,45 + 0,52 2,33 + 0,47 118,8 + 18,10
MA 8,10 + 1,12 8,20 + 1,18 117,0 + 12,90

23,3vs 23,5 547 + 0,56 5,42 + 0,55 128,1 + 14,70
F 13,34™ 17,52 0,87
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Tabela 15. Produtividade média individual de fémeas e de machos
produzidos na geragdo F2 dos intracruzamentos e dos
cruzamentos-controle realizados a 25°C, em quatro dias de
oviposicdo (t para a diferenga entre médias; F para a
homogeneidade das médias; *: p< 0,05; **: p< 0,01).

Linhagem Machos Fémeas Razao de Sexo

X Sx X Sx X Sx

RS 11,98 0,83 12,14 0,81 106,4 + 4,70

SC 7,45 0,68 7,45 0,71 110,4 + 6,70
PR 5,60 0,44 5,83 0,49 119,0 + 10,20
SP 7,48 0,50 7,37 0,51 113,3 8,50
MG 6,44 0,54 7,14 0,57 119,8 7,20
Pl 6,78 0,70 6,51 0,67 102,6 6,30
MA 6,46 + 0,62 7,05 + 0,75 116,8 7,80
23,5vs23,5 547 + 0,56 542 + 0,55 128,1 + 14,70
CSvsCS 985 + 0,86 883 + 0,81 1096 + 7,30
F 10,58** 982" ' 0,65
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Tabela 16. Produtividade média individual de imagos, na geragcdo F2 dos
cruzamentos A, A* intracruzamentos (I) das sete linhagens e
dos cruzamentos-controle realizados a 25°C (F para a
homogeneidade das médias; *: p< 0,05; **: p <0,01).

Linhagem A A* |
X Sx X Sx X Sx F
RS 8,12 . 17,70 2,16 24,12 1,60 22,96**

SC 9,88 1,11 18,656 + 1,21 14,90 + 1,32 12:.79™
PR 6,01 0,80 9,67 0,9 11,43 + 0,83 10,22™*
SP 9,98 0,99 25,57 1,89 14,85 + 0,91 34,95
MG 8,79 0,98 20,00 1,76 13,58 + 1,06 17 .99™

Pl 8,80 0,99 478 + 095 13,29 + 1,33 14,86™

MA 11,45 + 1,04 16,13 + 2,23 13,61 + 1,32 2,06
Controles 10,95 + 1,02 10,92 + 1,04 1985 + 1,56  17,52**
F 2,92 16,84** 11,52

Controles (A: CS versus 23,5; A*: 23,5 versus 23,5 e |: CS versus CS e
23,5 versus 23,5).

AVA
AVAVAY

3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17

18



Nimilaridade

MA RS
Linhagens

Figura 24. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e
a razao de sexo na geragao F, dos cruzamentos A realizados a
25°C.
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MG

Linhagens

Figura 25. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e a
razdo de sexo na geragdo F, dos cruzamentos A* realizados a 25°C.

AVA
AVAVEY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Similaridade
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RS SC SP
Linhagens

Figura 26. Similaridade das linhagens experimentais quanto a produtividade e
a razao de sexo na geragao F, dos intracruzamentos realizados a
25°C.
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3. Similaridade das linhagens para o conjunto de variaveis estudadas a
25°C
Considerando todas as variaveis estudadas, as frequéncias percentuais
de individuos com gdnadas disgénicas e ovarios rudimentares e os numeros de

descendentes e razdo de sexo nos cruzamentos A, A* e nos intracruzamentos
realizados a 25°C (Figura 27), as linhagens com os maiores graus de
similaridade foram SC e MG (86,9%) e MA (85,6%), a elas assemelha-se a

linhagem SP com 71,1% de similaridade. As linhagens PR e Pl apresentaram

72,6% de semelhanga entre si e 59,6% com o grupo anterior, enquanto que RS

apresentou 56,5% de similaridade em relagao as demais linhagens.

AVA
AVAVAL

2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Similaridade

g

MG MA
Linhagens

Figura 27. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com gbnadas disgénicas, ovarios
rudimentares, produtividade e razdo de sexo, na descendéncia dos
cruzamentos A, A* e dos intracruzamentos realizados a 25°C.
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C. Grau de similaridade das linhagens experimentais em cruzamentos
realizados a 29°C e a 25°C e classificagdo quanto aos potenciais de
atividade P e hobo e habilidade regulatéria do citotipo.

Pretendeu-se compor todas as caracteristicas expressas pelas linhagens
experimentais e compara-las quanto ao grau de similaridade. Para isto, foram
consideradas as frequéncias de individuos com gdénadas disgénicas e
rudimentares e o numero de descendentes e razdo de sexo dos ftrés
cruzamentos (A, A* e Intracruzamentos), realizados a 29°C e 25°C, em uma
analise de similaridade (Figura 28). As linhagens SP e MG apresentaram 71,4%
de semelhanga, seguidas por MA (57,7%), PR (51,4%), RS e PI (50,5%). A
linhagem SC diferiu muito, apresentando apenas 20,9% de similaridade em
relac&o as demais.

Pretendeu-se ainda, classificar as linhagens quanto ao potencial de
atividade P ou hobo, expressos quando cruzadas com a linhagem Canton-S (M-
E), e a habilidade regulatoria de seu citotipo, quando cruzadas com as linhagens
Harwich (P-E) ou 23,5/CyL (H-M), respectivamente a 29°C e a 25°C. Os dados
sédo apresentados como pontos em um grafico de dispersao dos valores dos
indices DG obtidos nos cruzamentos A (ordenada) e A* (abscissa). Nos
cruzamentos realizados a 29°C, as linhagens SP, MG e MA apresentaram os

maiores indices DG nos cruzamentos A (> 15%) e os menores nos cruzamentos

A* (<10%). As linhagens PR e PI apresentaram indices intermediarios tanto em

cruzamentos A (proximo 10%), quanto em A* (entre 5% e 12%), a linhagem RS

apresentou indice inferior a 10% em cruzamentos A e A* A linhagem SC

apresentou indice DG baixo em cruzamento A (proximo a 0) e alto em A*(>
10%). Para os cruzamentos realizados a 25°C, as linhagens SC e MA
apresentaram indices DG superiores a 10% em cruzamentos A e inferiores a 5%
em A*; MG e SP apresentaram indices intermediarios em cruzamentos A e
baixos em A* e as linhagens RS, PR e Pl apresentaram indices baixos tanto em

cruzamentos A quanto em A* (Figura 29).
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Similaridade

PR
Linhagens

Figura 28. Similaridade das linhagens experimentais quanto as frequéncias
percentuais de individuos com goénadas disgénicas, ovarios
rudimentares, produtividade e razdo de sexo, na descendéncia dos
crLizamentos A, A* e dos intracruzamentos realizados a 29°C e a
25°C.
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Figura 29. Dispersdo dos indices de disgenesia gonadal relativos aos
cruzamentos realizados a 29°C(0) e a 25°C (®) nos cruzamentos A

(ordenada) e A* (abscissa) das linhagens RS, SC, PR, SP, MG, PI

e MA.
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D. Analise molecular

Para a avaliagdo da ocorréncia dos elementos transponiveis P e hobo nas

linhagens procedentes da natureza e nas linhagens-referéncia, o DNA de

individuos de cada populagdo, foi amplificado com oligonucleotideos primers
especificos para sequéncias P e hobo. A Figura 30 € a fotografia de um gel de
agarose, corado com brometo de etideo, com amplificado do elemento
transponivel P. As bandas principais encontram-se na posigao 764 pb,
intermediaria as bandas de 1018 e 506 do DNA ladder (primeira coluna). Este
fragmento do elemento P estd presente em todas as linhagens experimentais
RS, SC, PR, SP, MG, Pl e MA, ausente na linhagem CS (linhagem M) e
presente na linhagem Harwich (linhagem P forte). Nota-se também sua
presenca na linhagem 23,5Cy/L nesta posicdo e uma banda em posigao
superior a 764 pb que devem ser fragmentos de elementos P incompletos
existentes nesta linhagem.

Na Figura 31 estdo os amplificados do elemento transponivel hobo. Assim
como para P, todas as linhagens procedentes da natureza apresentaram uma
banda correspondente a 963 pb de comprimento que corresponde a
amplificacdo deste elemento, bem como a linhagem 23,5CyL (coluna 12). As
linhagens CS e Hw (colunas 10 e 11) ndo apresentaram esta banda, sendo

portanto desprovidas deste elemento em seus genomas (linhagens E).
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Figura 30.

L 1)

Amplificado de 764 pb da sequéncia P, através dos
oligonucleotideos primers # 829 e # 830, das sete linhagens
experimentais (RS: coluna 3, SC: coluna 4, PR: coluna 5, SP:
coluna 6, MG: coluna 7, PI: coluna 8, MA: coluna 9) e das
linhagens-referéncia (CS: coluna 10, Hw: coluna 11 e 23,5/CyL.:
coluna 12).
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Figura 31. Amplificado de 963 pb da sequéncia hobo, através dos
oligonucleotideos primers # 651 e # 1597, das sete linhagens
experimentais (RS: coluna 3, SC: coluna 4, PR: coluna 5, SP:
coluna 6, MG: coluna 7, Pl coluna 8, MA: coluna 9) e das
linhagens-referéncia (CS: coluna 10, Hw: coluna 11 e 23,5/CyL.:
coluna 12).
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IV. DISCUSSAO

Elementos genéticos moveis s&o componentes estruturais do genoma de
Drosophila que parecem ser responsaveis pela maioria das mutagées
espontaneas. Diversos TEs sao encontrados no genoma de Drosophila
melanogaster; Pimpinelli et al. (1995) relacionaram 11 diferentes tipos nesta
espeécie.

Linhagens naturais contém copias completas e defectivas de elementos
transponiveis, ocorrendo os defectivos em quantidade comparativamente maior.
Estas copias incompletas parecem desempenhar um papel importante na
regulagcdo destes elementos, servindo como repressores, embora, como
sugerido por diversos autores, outros fatores, além do préprio elemento, possam
influenciar sua transposi¢cdo. Cerca de 60 cdpias do elemento P ocorrem no
genoma de diversas linhagens de D. melanogaster, sendo dois ter¢os destas
incompletas. Ja, -0 numero de copias completas do elemento hobo é baixo, de
duas a 10 por genoma. O numero de cdpias incompletas, entretanto, pode variar
de 35 a 70 (Blackman & Gelbart, 1989).

TEs podem ser detectados por métodos moleculares, entre eles a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR); por este método, o DNA das linhagens
utilizadas neste trabalho foi amplificado com oligonucleotideos primers
especificos para sequéncias P e hobo, confirmando a presenga destes
elementos em todas linhagens experimentais estudadas (Figuras 30 e 31).
Também das linhagens-referéncia, o DNA foi amplificado. Como o esperado,
confirmou-se a auséncia de sequéncias dos dois tipos de elementos na
linhagem Canton-S, que é M-E. Na linhagem Harwich, que é P forte-E,
verificou-se apenas a presenga de sequéncias P. Esta linhagem, segundo
Boussy et al. (1988), aparentemente contém coépias incompletas de elementos
hobo; se elas existem no genoma da linhagem utilizada neste trabalho devem
conter sequéncias diferentes daquelas amplificadas pelos primers #829 e #830.
Também como o esperado, a linhagem 23,5/CyL que é H forte-M, apresentou
sequéncias hobo e P, entretanto, como referido em Yannopoulos et al. (1987),

estes elementos s&o defectivos e o seu citotipo P foi expurgado.

Em D. melanogaster, quando séo realizados cruzamentos a 29°C, ocorre

mobilizagdo dos elementos P presentes no genoma de algumas linhagens.
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Quando machos desta espécie, portadores destes elementos, sédo cruzados com
fémeas que nao os possuem, a sindrome disgenesia hibrida ocorre, produzindo
descendentes com uma ou ambas as gonadas atrofiadas. Neste caso a
descendéncia € estéril. Sindrome semelhante ocorre quando machos que
possuem copias do elemento hobo no genoma sao cruzados, a temperatura
superior a 23°C, com fémeas desprovidas destes elementos.

Embora com fenétipos semelhantes, os sistemas de disgenesia hibrida P-
M e hobo s&o independentes (Stamatis et al., 1989); a transposase P nao
promove o0 movimento de outras familias de elementos transponiveis, incluindo a
familia hobo (Woodruff et al., 1987; Eggleston et al.,1988).

Neste trabalho, foram realizados cruzamentos-diagnostico do tipo a 29°C,
entre fémeas da linhagem Canton-S e os machos das linhagens coletadas na
natureza, com o proposito de avaliar o grau de atividade fator P destas
linhagens, através da frequéncia de disgenesia gonadal observada nos
descendentes. Para a avaliagdo do grau de repressao ao elemento P que é
introduzido nas linhagens, as fémeas da natureza foram cruzadas com machos
da linhagem Harwich, nos cruzamentos-diagnéstico do tipo A*.

Os maiores indices de disgenesia ovariana (Tabela 1), em cruzamentos
A, foram os das fémeas hibridas das linhagens MA (20,0%), SP (19,3%) e MG
(14,2%) e, o menor, o da linhagem SC (0,9%). Este resultado indica que as
linhagens do Maranhao, de Minas Gerais e de S&o Paulo tém maior potencial de
atividade fator P, dentre as linhagens estudadas. Nos cruzamentos A*, os
maiores indices ocorreram nas linhagens SC (11,6%) e Pl (10,2%) e os menores
em RS (2,5%), MG (1,7%) e SP (0,9%). Como ovarios disgénicos em
cruzamentos A* refletem o grau de inabilidade de repressdo da linhagem a

atividade de transposigao dos elementos provenientes da linhagem Harwich,

sugere-se que os citotipos das linhagens de Minas Gerais, de Sdo Paulo e do

Rio Grande do Sul possuem maior atividade repressora.

Engels & Preston (1979) sugeriram que a esterilidade gonadal resulta da
morte celular durante estagios precoces do desenvolvimento da linhagem
germinativa pelos efeitos deletérios da transposigdo; como o0s machos
apresentam numero significativamente maior de células germinativas durante o

desenvolvimento que as fémeas, tém probabilidade maior de que ao menos
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algumas dessas células sobrevivam, para produzir génadas adultas. Desta
forma, os machos seriam menos sensiveis a esterilidade gonadal que as
fémeas. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com esta observagao, os
indices DG das fémeas (Tabela 1, Figura 8) foram significativamente maiores
que os dos machos (Tabela 1, Figura 9).

Alem da disgenesia, muitas fémeas apresentaram ovarios com ovariolos
de tamanho reduzido, sendo denominados de ovarios rudimentares (Tabela 2,
Figura 10). A linhagem que apresentou o maior indice foi SP, seguida de PR,
RS, MG, Pl e MA. Em hibridos dos cruzamentos A* e na descendéncia dos
intracruzamentos, esta anormalidade ndo ocorreu. A ocorréncia de ovarios
rudimentares apenas na descendéncia dos cruzamentos A deve ser dependente
do citotipo M da linhagem Canton-S que contribui com os ovécitos. Neste caso,
os efeitos da transposicdo devem ser mais marcantes, quando o potencial de
atividade fator P é maior.

O fenotipo ovarios rudimentares referido na literatura como decorrente da
mobilizagdo do elemento hobo, em descendentes de cruzamentos com a
linhagem 23,5/ CyL (Blackman & Gelbart, 1989), pode estar sendo relatado pela
primeira vez para o sistema P-M. Na revisao bibliografica realizada, ndo foram
encontradas referéncias sobre a ocorréncia de ovarios deste tipo em
cruzamentos-diagnostico do tipo A, no sistema P-M.

No sistema P-M, as linhagens podem ser classificadas em quatro
fendtipos diferentes, dependendo dos indices de DG obtidos nos cruzamentos A
e A* (Quadro Il). Uma linhagem que apresenta alta proporgéao de descendentes

fémeas disgénicas no cruzamento A e baixa propor¢do no cruzamento A* é

classificada como P. Linhagens com baixa propor¢édo de descendentes fémeas
disgénicas nos dois tipos de cruzamentos séo classificadas como Q e linhagens
com baixa proporgédo de fémeas disgénicas em cruzamentos do tipo A e alta em
cruzamentos A*, sao fenotipicamente M.

Um dos objetivos deste trabalho foi o de classificar as linhagens recém-
coletadas quanto ao potencial de atividade fator P e a sua habilidade regulatéria
em relagdo aos elementos provenientes de outras linhagens e, desta forma,

classifica-las em uma das quatro classes fenotipicas. O procedimento para esta
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classificacédo, baseado nos indices DG obtidos em cruzamentos-diagnostico, €

apresentado no quadro abaixo:

Quadro 1. Classes fenotipicas no sistema P-M, de acordo com indices
percentuais de disgenesia obtidos em cruzamentos-
diagnosticos A e A* (Kidwell, 1986).

Linhagens Cruzamento A Cruzamento A *
M (verdadeiras) 0 100
M’ (pseudo M) 07 0-100
Q (P fracas) 0- 10 0- 10
P (P moderadas) 11 - 80 0- 10
P ( fortes) 81 -100 0- 10

Linhagens procedentes da natureza podem variar em sua maneira de
regular a atividade do elemento autbnomo presente no genoma, propriedade
esta conhecida como susceptibilidade a P. Individuos com citotipo P, isto €, com
fatores P no genoma podem regular a transposi¢édo e a excisdo de P. O
elemento P sofre deficiéncias internas em altas frequéncias quando introduzido
no citotipo M (O’Hare & Rubin, 1983), fazendo com que a populagé&o apresente
poucos elementos autdbnomos no genoma, resultando em baixo potencial de
atividade P. Anxolabéehére et al. (1988) explicaram que a mistura de elementos
completos e incompletos leva @ mudanga de populagdes P fracas para Q.
Durante este processo, novos elementos defectivos surgem, fazendo com que
os elementos completos tornem-se mais raros ainda, formando as populagdes
M.

Populagdes com tendéncia a P (Q e P moderadas), apresentam baixa
susceptibilidade a atividade P, isto &, forte habilidade regulatéria nos
cruzamento A* uma vez que apresentam em seus genomas fatores P que
reprimem a agao do elemento recebido por cruzamento, e alto potencial de
atividade fator P nos cruzamentos A. No presente trabalho as linhagens
procedentes de Sao Luis (MA), Serra do Cipdé (MG) e S&o José do Rio Preto

(SP) podem ser classificadas como P moderadas, pois apresentaram indices de
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DG maiores que 10,0%, no cruzamento-diagnostico A e menores que 10,0%,
em A* (Quadro 4, Tabela 1, Figuras 8, 29).

As linhagens PI, PR e RS apresentaram indices DG menores ou proximos
a 10,0% tanto nos cruzamentos A, como nos A* sendo fenotipicamente
classificadas como Q (Quadro 4, Tabela 1, Figuras 8 e 29). Populagdes Q tém
baixa atividade e baixa susceptibilidade ao elemento P.

Populagbes M tém baixo potencial de atividade fator P e podem ter
diferentes niveis de susceptibilidade a atividade P. M’ apresenta cerca de 50
copias de elementos P por genoma haploide, mas a maior parte € defectiva. A
linhagem SC, com indice DG em A menor que 10,0% e, em A*, maior que 10,0%,
pode ser classificada como M’ (Quadro 4, Tabela 1, Figuras 8 e 29). Os
fendtipos extremos desta classificagdo estao representados pelos resultados dos
cruzamentos-controle: cruzamentos entre fémeas Canton-S (M) e machos
Harwich (P) produziram o indice esperado, 100% de esterilidade gonadal
(Tabela 3).

Boussy & Kidwell (1987), estudando populagées australianas de D.
melanogaster, observaram grandes diferengas fenotipicas entre as populagodes.
Da latitude norte (16,9S) para a regido de Coff's Harbour (30,3S ), as
populagbes eram tipicamente P (cruzamento A, DG: 34,7% e A*, DG: 2,7%).
Populacdes da regido de Bateman's Bay (35,7S) eram Q (cruzamento A, DG:
6,4% e A*, DG: 9,3%) e uma populagdo de Victoria, em Genoa (37,5S) era M’
(cruzamento A, DG: 48,2% e A*, DG: 3,5%). Em outro estudo, realizado com
populagées de D. melanogaster da China, Anxolabéhére et al. (1990)
encontraram populagdes fenotipicamente M na China Oriental e populagées P
ou Q na China Ocidental.

Amostras de individuos procedentes das populagdes da América do
Norte, América do Sul e da Africa apresentam fenétipos P e Q. Populagdes da

Franca sao predominantemente Q e no restante da Africa e Asia sdo M. No

Japéao, foram descritas populagdes tipicamente P e Q, e algumas M (Boussy &
Kidwell, 1987). Estes resultados estdo de acordo com a hipétese de invasao das
populagées da Europa e da Asia pelo elemento P por linhagens P, provenientes
dos Estados Unidos da América, regido em que porpde terem se originado por

transferéncia horizontal do elemento P de D. willistoni no sul do pais, onde D.
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melanogaster é simpatrica com esta espécie (Anxolabehére et al., 1988). Esta

proposi¢do se baseia no gradiente fenotipico observado nas linhagens de D.

melanogaster da Europa e Asia.

Periquet et al. (1989) relataram que populagdes naturais coletadas na
Franca e na Asia Central, entre 1982 e 1987, eram P e Q e, do leste da Europa
para a Asia Central, eram predominantemente M. Populagbes da Europa
Ocidental, examinadas entre 1982 e 1983, apresentaram baixa susceptibilidade
(DG: 0-5%), intermediaria na Europa Central (DG: 30-60%) e alta
susceptibilidade nas areas do leste (DG: 80-100%). Anxolabéhére et al. (1988),
estudando populagdes naturais de D. melanogaster, coletadas entre 1983 e
1986, na Franga, relataram que as populagdes ao norte eram P fracas, na area
central eram Q e ao sul eram M’

No presente trabalho, de maneira geral, as populagdes de regides com
clima mais ameno e estagdes climaticas mais definidas, como as procedentes de
Porto Alegre (RS), com temperatura média anual de 20°C, e de Joinville (SC),
com temperatura média anual de 27°C, apresentaram, nos cruzamentos-
diagnostico A, menor grau de esterilidade gonadal do que a populagdo
procedente de S&o Luis (MA), cuja temperatura média anual é de 36°C.
Populagdes de regides intermedidrias, procedentes de Maringa (PR), Séo José
do Rio Preto (SP), Serra do Cipd (MG) e Teresina (Pl), com temperaturas
médias anuais de 25°C, 32°C, 22°C e 35°C, respectivamente, apresentaram DGs
intermediarios para este tipo de cruzamento.

Boussy (1987) encontrou nas populagdes australianas de D.
melanogaster acima descritas, uma barreira latitudinal nas.caracteristicas P-M,
com fendtipos P frequentes na regido norte, Q na regido de Bateman's Bay e M
ao sul. O autor propés varias hipoteses para explicar esse modelo de latitude
clinal.

A primeira hipoétese, refere-se ao gradiente latitudinal de temperatura, que
se baseia no modelo de dindmica populacional dos elementos transponiveis.
Este modelo tem mostrado que a selegdo contra individuos portadores de
grande numero de elementos por genoma pode regular a proporgdo de
individuos portadores destes elementos (Uyenoyama, 1985) ou o numero medio
de elementos por genoma (Charlesworth & Charlesworth, 1983). Uma vez que a
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disgenesia gonadal ocorre em temperaturas superiores a 25°C (Engels &
Preston, 1979), altas temperaturas deveriam selecionar individuos com baixa
atividade fator P. Contudo, o padrao clinal obtido por Boussy (1987), com
populagbes P no norte tropical e M, em temperaturas frias do sul, esta na
direcdo contraria a esta explicagdo. A mesma dire¢do clinal contraria é
constatada nos resultados obtidos neste trabalho.

A segunda hipdtese proposta pelo autor, baseia-se na concordancia entre
a clina P-M e clinas de frequéncias de alelos ADH, e outras isozimas, e de
inversbes cosmopolitas. Estas concordancias sugerem que a historia da
introdugcao destas populagdes poderiam explicar os trés tipos de clinas.
Entretanto, outras observagdes sugerem que clinas diferentes ndo tém causa
comum porque, em primeiro lugar, existe desequilibrio de ligagdo entre certas
alozimas e inversdées (Mukay & Voelker, 1977) e, em segundo, porque inversées
endémicas nao mostram padrao de latitude clinal na Australia.

Dadas as dificuldades de se explicar o padrao clinal observado na
distribuicdo dos fenétipos no sistema P-M, sugere-se que o modelo clinal possa
ser explicado pela dinamica gendémica do elemento P, incluindo insergéo,
excisdo, supressdo da transposi¢cdo e degeneragdo do elemento P auténomo,
para formar um elemento nao-auténomo.

Kaplan et al. (1985) propdem um modelo degenerativo, que descreve a
evolugdo de uma unica populagao finita, a partir da introdugéo de elementos P,
onde os elementos completos e ativos aumentam rapidamente em frequéncia ate
seu numero auto-regulado. Concomitantemente, inicia-se 0 processo
degenerativo, convertendo os elementos completos em defectivos, atingindo um
estado de quase-equilibrio. Eventualmente, o processo degenerativo leva a
perda dos elementos completos da populagdo. Este modelo pode ser tomado

como uma descricao razoavel da dinamica da invasdao de populagdes por

elementos P, segundo ele, ocorre a progressao do estado M para P, P paraQ e

Q para M’, em populagdes que estao evoluindo quanto ao sistema P-M.

Como as clinas verificadas nas populagdes australianas, as aparentes
relagdes entre temperatura e fenétipos P observados neste trabalho podem ser
apenas o reflexo do estado evolutivo destas populagdes ou, ainda, como Engels

(1983) e Kidwell (1983) sugeriram, as diferengas entre linhagens P e M devem
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estar relacionadas com uma drastica mudancga demografica de D. melanogaster
devido as atividades humanas no ultimo século. A extensdo geografica, o
numero efetivo da populagéo e a taxa de migragao tém sido muito aumentados
nos ultimos anos, explicando assim a propagagao do elemento P dentro e entre
espécies.

Neste trabalho, propde-se o uso de analises de similaridade, que utilizam
o agrupamento de variaveis, como as frequéncias de gdnadas masculinas
disgénicas e ovarios rudimentares, associadas as frequéncias de ovarios
disgénicos, para o estabelecimento do grau de semelhanca entre as linhagens.
Os dendogramas decorrentes de variaveis relativas a mobilizagdo do elemento P
no citotipo M do hibrido, agrupam as linhagens RS, SC, PR, MG, Pl e MA e
diferenciam destas a linhagem SP (Figura 11). Para os cruzamentos A*, cujas
frequéncias de gonadas disgénicas refletem a capacidade de repressao da
linhagem ao elemento P, formaram-se trés clusters, um agrupando as linhagens
RS e SP, outro agrupando SC, PR, MG e MA e um terceiro ramo diferenciando
Pl das demais linhagens (Figura 12).

Comparando-se os dendogramas, verificamos que a linhagem SP,
classificada como P, e que diferiu das demais quanto aos componentes
relacionados ao fator capacidade de mobilizagédo P foi muito similar a RS,
linhagem Q, quanto a habilidade regulatéria. Ao contrario, a linhagem PI,
fenotipicamente Q, que diferiu das demais quanto a sua habilidade regulatoria,
agrupou-se com SP, MA e MG, linhagens P, quanto ao potencial de atividade P.

As incongruéncias observadas nestes resultados podem ser explicadas
pela proposicdo de Anxolabéhére et al. (1990), segundo a qual, diferengas

quantitativas e qualitativas na distribuicdo de elementos P entre regides

geograficas podem ser observadas como o resultado da deriva genética, efeito
do fundador, migragao, selegao natural e o desenvolvimento de mecanismos que
regulam a transposicdo do elemento. Uma vez que o sistema de disgenesia
hibrida P-M é uma manifestagcdo da recente introdu¢cdo do elemento P em
populagbes de D. melanogaster, € improvavel que qualquer modelo visto na
natureza seja estavel.

Muitas das caracteristicas dos organismos sdo adaptagbes a seus
ambientes, consequéncia fundamental do processo evolutivo. Todo ambiente
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exerce uma pressao seletiva continua sobre os organismos, modelando a
adaptabilidade das populagbes. A adaptagdo n&o é algo dado ao organismo de
maneira definitiva; no processo da evolugado a harmonia entre o organismo e seu
ambiente é constantemente perdida e recuperada e a aquisi¢do dessa harmonia
requer um esforgo continuo por parte do organismo (Dobzhansky, 1942). Em
conseqléncia formas diferentes sobrevivem e reproduzem-se em ritmos
diferentes por apresentarem tragos morfolégicos, fisioldégicos e etolégicos
adequados aos diversos ambientes nos quais vivem (Carareto, 1990).

Em um determinado ambiente, uma espécie interage com fatores fisicos e
quimicos, tais como o clima, a salinidade, a disponibilidade de alimentos e com
outros membros da mesma espécie. Assim, as propriedades da populagdo como
a densidade, a proporgao sexual ou a composi¢ao genética podem se impor de
modo decisivo sobre as perspectivas de cada individuo sobreviver e de se
reproduzir. Muitos tragos disgénicos, como a esterilidade, estdo associados com
a reducgado da viabilidade e da fecundidade (Kidwell et al. 1977), levando a
reducao do valor adaptativo do seu portador. Assim, a baixa produtividade dos
individuos recém-coletados cruzados com as linhagens-referéncia Canton-S e
Harwich, verificada no presente trabalho, pode estar relacionada ao fendmeno
de disgenesia gonadal.

Kidwell & Novy (1979) relataram a ocorréncia de fertilidade normal

quando cruzamentos A sdo realizados a temperatura inferiores a 23°C. A

existéncia de niveis significantes de esterilidade em algumas linhagens sugere
que, a partir desta temperatura, possa aumentar a sensibilidade, dependendo do
elemento P em questao ou, ainda, a expressao da variabilidade de fungdes do
hospedeiro possa modificar a fertiidade no nivel de moscas individuais.
Segundo Robertson et al. (1988), a temperatura & um fator importante pelo fato
de aumentar a produgao de transposase.

A linhagem experimental procedente de S&o Luis (MA), classificada
como P, com o maior indice de disgenesia gonadal (Tabela 1) no cruzamento A,
apresentou 76,7% de fertiidade e a maior produtividade neste tipo de
cruzamento (Tabela 5). Portanto, todas as fémeas nao-disgénicas conseguiram
produzir um numero médio de descendentes maior que as das demais

linhagens, sendo esta uma importante estratégia para a manutengcdo da
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populagdo. Em contraste, a linhagem SC, com o menor indice de disgenesia

hibrida para o cruzamento A (Tabela 1), apresentou a menor fertilidade (Tabela
4) e foi uma das linhagens com menor produgao de descendentes (Tabela 5);
assim, os efeitos deletérios da mobilizagao do elemento P refletiram-se também
na produtividade desta linhagem. No cruzamento A* a linhagem procedente de
Joinville (SC), com o maior indice de disgenesia gonadal, apresentou 75% de
fertilidade (Tabela 4), o que portanto, refletiu em maior produtividade média
(Tabela 6).

De acordo com Kidwell et al. (1977), a esterilidade em fémeas pode ser o
resultado da falta de oviposi¢do ou de uma falha na eclos&o dos ovos. Segundo
estes autores, fémeas em certos cruzamentos falham completamente em
colocar ovos, em outros cruzamentos ocorre defeito na eclosao e, em um
terceiro grupo pode ocorrer uma combinagdo destes dois fendmenos. Ovos
colocados sob condigbes apropriadas de temperatura nao mostram reducao na
habilidade de eclosao, ja os colocados sob altas temperaturas apresentam certa
reducdo. Os autores explicam que a fase de sensibilidade a temperatura ocorre
em estagio precoce do desenvolvimento de F1 e, para prevenir a esterilidade,
ha a necessidade do repressor da transposi¢do. Esta hipotese é consistente
com os resultados de Engels & Preston (1979), que mostram que a
sensibilidade a temperatura € maxima antes e durante o primeiro estadio larval,
decresce fortemente durante o segundo e & imperceptivel durante e apds o
terceiro.

Em cruzamentos do tipo A*, o gameta paterno P carrega ndo apenas
elementos P capazes de induzir disgenesia gonadal, mas também elementos P
com capacidade repressora. O repressor no embrido inibe os transcritos
zigodticos, podendo assim regular a atividade do elemento, mantendo-o no
estado reprimido durante a vida do organismo, prevenindo a esterilidade
gonadal (Ronsseray et al. 1993).

Além da esterilidade gonadal, um trago caracteristico da disgenesia
hibrida P-M é a letalidade embridnica dos ovos F2 (Bregliano & Kidwell, 1983).
Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com esta proposi¢do, uma
vez que observou-se uma produtividade média menor nos cruzamentos A,

(Tabela 5), que nos cruzamentos A* (Tabela 6) e intracruzamentos (Tabela 7).
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O efeito da temperatura também foi estudado por Lints & Lints (1971). Em
D. melanogaster, a postura maxima ocorre a 25°C; temperaturas mais elevadas
induzem a uma redugdo gradativa de fecundidade. A produtividade média a
29°C foi menor do que aquela realizada a 25°C (Tabela 16).

As analises do grau de similaridade das linhagens, considerando a
produtividade e a razdo de sexo dos hibridos dos cruzamentos A (Figura 14),
evidenciam uma variagdo clinal marcante, segundo a qual as populagdes
procedentes das regides sul do Brasil (RS, SC e PR) e da regido sudeste (SP e
MG) formam clusters mais proximos, apresentando produtividade média menor
(Tabela 8) que as linhagens da regido norte (Pl e MA). Na Figura 15, os clusters
relativos a produtividade dos hibridos dos cruzamentos A* agrupam as
linhagens procedentes de Joinville (SC) e de Teresina (Pl), que apresentaram
maior produtividade. Essa maior produtividade também pode ser observada nos
intracruzamentos’ (Figura 16), nos quais, as linhagens SC e Pl diferiram

acentuadamente das demais.

Compondo todos os resultados de disgenesia hibrida a 29°C, ovarios

rudimentares na geragao F1 e da produtividade e razédo de sexo na geragao F2,
obtidos nos trés tipos de cruzamentos (Figura 17), o gradiente clinal, agrupa as
linhagens da regiao sul do pais (RS e PR) em um cluster, as linhagens da regiao
sudeste (SP e MG) em um segundo cluster e, aquelas procedentes da regiao
norte (MA e PI) em um terceiro. A linhagem procedente de Joinville (SC) foi a
mais diferenciada, diferenga esta reflexo de sua maior produtividade em
cruzamentos A* e intracruzamentos. Esta diferenga pode ser devida a deriva
genética, ou ao efeito do fundador, uma vez que esta populagao foi formada a
partir de duas fémeas apenas.

Foram realizados também cruzamentos-diagndstico a 25°C, com o
objetivo de caracterizar as linhagens quanto a presenga de elementos hobo.
Sabe-se que a mobilizagao deste elemento ocorre em temperaturas superiores a
23°C e que, em cruzamentos entre machos H e fémeas E, ocorre
hipermutabilidade na linhagem germinal da progénie. Entretanto, atividade hobo
parece nao ser restrita a progénie dos cruzamentos entre fémeas E e machos H.
Em contraste a P, que s&o praticamente imoveis em ceélulas somaticas,

observacdes demonstram que hobo é somaticamente ativo.
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Para estes cruzamentos, utilizou-se a linhagem-referéncia 23,5/CyL,
linhagem H, que contém elementos hobo completos e incompletos, com alto
nivel de atividade hobo e baixo nivel de susceptibilidade a hobo e com citotipo
M, para revelar a habilidade repressora do citotipo das linhagens experimentais.
Quanto ao potencial de atividade, ndo podemos assegurar se os resultados
obtidos s&o devidos a mobilizagdo de elementos hobo, ou de elementos P que
se mobilizam pouco, entretanto, tém alguma atividade transposicional a 25°C, ou
outro elemento. Desta forma, dos resultados obtidos a 25°C, interessa-nos
particularmente aqueles decorrentes dos cruzamentos A*.

Os indices DG observados nos cruzamentos A* (Tabela 9, Figuras 18 e
19) foram todos baixos, variando de 2,5%, na linhagem procedente da Serra do
Cipo (MG) a zero, nas linhagens procedentes de Maringa (PR) e Teresina (Pl).
Portanto, as sete linhagens manifestaram alta habilidade regulatéria.

Nos cruzamentos A, alguns resultados foram concordantes e outros
discordantes dos obtidos para o sistema P-M. As linhagens MA, MG e SP
também produziram os maiores indices DG, portanto, estes valores podem estar
refletindo mobilizagdo de elementos P, associados a mobilizagdo dos elementos

hobo. Entretanto, a linhagem de Joinville (SC) apresentou a 25°C o maior indice

de disgenesia gonadal (15,8%) em cruzamento A e valor baixo em A*, resultado

este bastante diferenciado daquele obtido a 29°C. Também a linhagem PI
mostrou um resultado diferente do observado no sistema P-M; indices DG
significativamente baixos nos cruzamentos A e A*(Tabela 9).

Galindo et al. (1995) explicaram que cruzamentos de linhagens H com
linhagens E, resultam na propagagdo do elemento hobo no genoma das
linhagens E provocando a aquisi¢do da atividade hobo ou um certo nivel de
repressao nos testes de disgenesia gonadal. Em muitos casos a porcentagem
de disgenesia no cruzamento A* é tao alta quanto no cruzamento A.

Classificagao semelhante a utilizada para o sistema P-M néo existe para o
sistema H-E, entretanto, tentando classificar linhagens quanto ao grau de
atividade hobo, Galindo et al. (1995) propuzeram que algumas populagdes
naturais sao H°, isto é, apresentam potencial de repressdo, mas nao apresentam
potencial de atividade hobo e sao similares ao citotipo Q do sistema P-M. Outras

sao H', isto é, apresentam potencial de represséo e potencial de atividade hobo.
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Enquanto que linhagens H apresentam altos percentuais de disgenesia

gonadal na progénie de cruzamentos A*, linhagens H', com muitos elementos

hobo ativos, apresentam altos percentuais de disgenesia gonadal nos

cruzamentos A (Pascual & Periquet, 1991). Todas as linhagens de D.
melanogaster coletadas a partir de 1970 na Europa Central, na Asia, na China,

na América do Norte e do Sul foram classificadas como H (Periquet ef al.,
1989a,b; Boussy & Daniels, 1991), a maioria delas contendo muitas classes de
elementos deficientes internamente.

Se compararmos os resultados obtidos no presente trabalho com esta
classificagdo e com a metodologia proposta e classificagéo para o sistema P-M
e, ainda, assumirmos que os resultados obtidos nos cruzamentos A, a 25°C, séo
representativos do potencial de atividade hobo, podemos estabelecer que as
linhagens SC e MA sao H', pois apresentam indices DG em A* baixos,
indicando alto grau de repressao e indices DG em A relativamente altos,
indicando potencial de atividade hobo moderado. Comparadas a classificagao
para o sistema P-M, estas linhagens seriam correspondentes a linhagens P
moderadas, classe a que foi destinada a linhagem MA, no sistema P-M. As
linhagens SP e MG, que apresentaram no cruzamento A valores em torno de
6,03% e 9,48%, e baixos em A*, parecem ser intermediarias entre as linhagens
H" e H°. As linhagens RS, PR e Pl, que apresentaram baixos indices de
disgenesia gonadal nos cruzamentos A e A*, podem ser classificadas como H°.
Tragando um paralelo com a classificagdo P-M, seriam correspondentes a classe
Q quanto ao grau de atividade-repressdo. Desta forma, as linhagens que ja
haviam sido classificadas para o sistema P-M, passam agora, numa primeira
aproximagdo, a serem classificadas quanto aos dois sistemas: P-H" (MA), P-H°
(MG e SP), Q-H°(PI, PR e RS) e M"-H" (SC).

Desta maneira, algumas das linhagens aparentam ser correspondentes
quanto aos potenciais de atividade e de repressao devidos aos dois elementos
(RS, MA, Pl e PR), enquanto outras mostram comportamentos distintos (SC).
Entretanto, como os cruzamentos-controle mostraram o resultado esperado; o
controle positivo da transposi¢cédo de hobo (fémeas CS versus machos 23,5/CyL)
apresentou alto grau de disgenesia gonadal (Tabela 11) podemos ter maior

confianga em nossa classificagdo das linhagens quanto ao sistema H-E.
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De acordo com Blackman & Gelbart (1989), relataram que ocorre atrofia
do tecido gonadal nos descendentes de cruzamentos realizados com a
linhagem 23,5/CyL. No presente estudo este fenédmeno foi observado (Tabela
10); muitas das fémeas que nao apresentaram ovarios disgénicos tinham o
ovario reduzido, tanto em descendentes dos cruzamentos A quanto dos
cruzamentos A*, em contraste ao observado nos cruzamentos realizados a 29°C,
com ovarios rudimentares apenas em descendentes dos cruzamentos A. A
redugao foi maior nas linhagens SC (48,93% no cruzamento A e 13,50% no
cruzamento A*) e SP (28,30% em A e 5,17% em A*).

Em um estudo dos sistemas P-M e H-E, com populagbes de D.
melanogaster procedentes de Maldova, Vereshchagina et al (1994) relataram
que populagbes de mata e de pomar ndo apresentaram atividade P, mas quanto
ao sistema H-E, a populagao de mata apresentou atividade H. Neste trabalho, os
autores também observaram a ocorréncia de diferenga significativa quanto as
médias do valor adaptativo destas populagdes, sendo que a populagéo de mata
apresentou um valor adaptativo maior que a de pomar. Nesta ultima, também
ocorreu diminuicdo na fecundidade e aumento de resisténcia a eterizacéo.

Segundo os autores, pode haver uma relagao entre a selegao para a resisténcia

ao stresse, tais como o decorrente da agdo de pesticidas e o modelo de
adaptagao das populagdes de pomar. O efeito do stresse no genoma resulta da
acao de varios agentes agressivos com consequéncia na evolugdo das
populagdes e espécies. A introdugdo de um DNA estranho, como ocorre durante
a transposicdo, em um organismo ou célula, pode corresponder a um stresse
gendémico.

Assim como para os cruzamentos realizados a 29°C, MA foi a linhagem
que a 25°C apresentou maior percentual de fertilidade nos cruzamentos A
(Tabela 12), sendo juntamente com SC, a linhagem que apresentou maior
produtividade média na geragdo F2 (Tabela 13). Ja no cruzamento A*, SC foi a
linhagem com maior fertilidade, mas isto nao resultou em maior produtividade de
imagos (Tabela 14). Fémeas da linhagem PI, no entanto, tiveram o menor indice
de fertilidade, resultando em baixa produgé@o de imagos no cruzamento A*. Nos
intracruzamentos, nem MG, que foi a linhagem mais fértil, e nem MA, que foi a

menos fértil, tiveram a maior e a menor produtividade média (Tabela 15).
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As andlises de similaridade mostraram que a 25°C a linhagem PR foi a
que apresentou menor semelhanga em relagéo as demais (Figura 24), sendo a
menos produtiva em cruzamentos A. Assim como SC, que no cruzamento A,
realizado a 29°C, apresentou baixo grau de esterilidade gonadal (Tabela 1), mas
produziu poucos descendentes (Tabela 8), a linhagem PR também apresentou
grau de disgenesia baixo (Tabela 9), bem como baixa produtividade (Tabela 16).

No cruzamento A* SP foi a linhagem mais diferenciada (Figura 25) quanto a

produtividade, e as linhagens procedentes de Maringa (PR) e de Teresina (PlI),

apresentaram grandes semelhangas entre si, mostrando nesta temperatura de
desenvolvimento a inexisténcia do um gradiente clinal observado a 29°C.

A combinacdo das quatro varidveis analisadas nos cruzamentos a 25°C
mostrou que para o sistema H-E n&o ocorre organizagéo de clusters por regides
como para o sistema P-M. Neste caso, a linhagem mais diferenciada foi RS, fato
provavelmente devido a produtividade elevada nos intracruzamentos (Figura
27).

Os elementos transponiveis agem como agentes mutacionais, gerando a
variabilidade genética, fonte basica para a atuagéo da selegao natural. Segundo,
Doolitlle & Sapienza (1980) e Orgel & Crick (1980), estes elementos genéticos
podem ser ndo mais que parasitas moleculares ou DNA egoista, multiplicando-
se no genoma, mas ndo contribuindo para o valor adaptativo do hospedeiro.
Para Hickey (1992), a seleg¢édo natural age sobre os TEs em dois niveis: no nivel
do organismo hospedeiro e no nivel molecular, do préprio elemento
transponivel. O equilibrio entre esses dois niveis pode variar significativamente,
dependendo do comportamento reprodutivo do organismo hospedeiro.

Em sintese, a estrutura dos elementos P e hobo, completos e deficientes,
presentes nas linhagens procedentes da natureza sao de importancia
fundamental para a evolugdo futura dessas linhagens. Os processos de
transposicao e de formagao de elementos defectivos, produzindo a diversidade
genética formam a base para que a selegdo natural possa agir. Os TEs podem
ainda constituir um importante fator na indugéo e estabelecimento de isolamento
reprodutivo pds-zigético (Bingham et al., 1982). Se uma populagao dividir-se em
duas subpopulagées devido a uma barreira geografica, e durante esse periodo
de isolamento ocorrerem divergéncias entre elas através da aquisigdo ou perda
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de diferentes familias de elementos moveis, e se estas duas populagdes
tornarem-se simpatricas novamente, seus hibridos poderao ser disgénicos para
muito sistemas, levando a esterilidade e ao reforgo do isolamento.

Os resultados deste trabalho constituem a primeira contribuigdo para o
entendimento do padréao de distribuigdo geografica dos fenotipos P-M e H-E, em
populagdes de Drosophila melanogaster de regioes brasileiras. Dos resultados
obtidos, algumas generalizagbes puderam ser feitas: (1) As sete populagdes
naturais amostradas em regides extremas do Brasil apresentam elementos P e
hobo em seus genomas, evidenciados por analise molecular e fenotipica; (2)
estas linhagens diferem fenotipicamente tanto para o sistema P-M, quanto para
o sistema H-E; 3) quanto ao sistema P-M, as linhagens podem ser classificadas
em P moderadas (MA, MG e SP), Q (PI, PR e RS) e M’(SC); 4) no sistema P-M
evidencia-se uma variagao clinal dependente de temperatura marcante para a

produtividade em F2, e menos definida para a disgenesia gonadal; (5) quanto ao

sistema H-E, as linhagens podem ser classificadas em H* (MA e SC) e H° (PI,

MG, SP, PR e RS); 6) para o sistema H-E, nao ficou evidenciada a variagao
clinal observada no sistema P-M e 7) quanto aos dois sistemas, as linhagens
podem ser classificadas como P-H* (MA), P-H° (MG e SP), Q-H° (PI, PRe RS) e
M’-H" (SC).




V. RESUMO E CONCLUSOES

O cruzamento entre linhagens diferentes de Drosophila melanogaster
pode resultar em graus variaveis de esterilidade hibrida nao-reciproca. A
disgenesia gonadal P-M ocorre quando machos de uma linhagem P, que
possuem elementos P em seus genomas, sao cruzados com fémeas de uma
linhagem M, sem estes elementos. Do mesmo modo, no sistema H-E, ocorre
disgenesia gonadal quando machos de uma linhagem H, contendo elementos
hobo, sdo cruzados com fémeas E, sem estes elementos.

Neste trabalho foram estudadas sete populagdes naturais de Drosophila
melanogaster, coletadas entre setembro de 1995 a abril de 1996, procedentes
de Porto Alegre (RS), Joinville (SC), Maringa (PR), S&o José do Rio Preto (SP),
Serra do Cipd (MG), Teresina (Pl) e Sao Luis (MA). Foram realizados testes
fenotipicos com o propésito de detectar os elementos P e hobo nestas linhagens
e o grau de disgenesia hibrida, decorrente da mobilizagdo destes elementos.
Estes testes sao apropriados também para evidenciar a habilidade regulatéria
do citotipo das linhagens. Foram feitos cruzamentos-diagnéstico com as
linhagens-referéncia Harwich (P-E), 23,5/CyL (H-M) e Canton-S (M-E). A
ocorréncia de sequéncias P e hobo foi avaliada por PCR, usando-se os
oligonucleotideos primers especificos. Os amplificados produziram fragmentos
de comprimento esperado em todas as linhagens da natureza, evidenciando
assim, a ocorréncia molecular destes elementos nas linhagens recém-coletadas.

Os cruzamentos-diagnostico denominados A, realizados entre fémeas
Canton-S e machos das linhagens experimentais, pretenderam medir o

potencial que as linhagens tém para induzir tragos disgénicos nos tecidos

germinativos de seus descendentes com citotipo M, a 29°C (dependentes da

mobilizagao de elementos P), e com citotipo E, a 25°C (possivelmente devido a
mobilizagdo de elementos hobo). Os cruzamentos A*, realizados entre as
fémeas das linhagens experimentais e machos com atividade P (Harwich) ou
hobo (23,5/CyL) conhecidas, pretenderam avaliar a habilidade regulatéria do
citotipo das linhagens experimentais em relagdo aos elementos P ou hobo
recebidos do genoma paterno. Foram ainda realizados intracruzamentos das
linhagens recém-coletadas, e cruzamentos-controle positivos e negativos dos

cruzamentos A e A*.
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Da descendéncia destes cruzamentos, nas duas temperaturas, 60 fémeas
fecundadas e 30 machos foram dissecados, para investigar anormalidades em
seus ovarios e testiculos. Destas fémeas, foi contada a descendéncia. Foram
calculados indices de disgenesia gonadal na geragcdao F1, percentuais de
fertilidade e a produtividade média na geragao F2, em quatro dias de oviposigao.

Para os cruzamentos realizados a 29°C, os resultados foram os seguintes:
para os cruzamentos A, que mostram o potencial de transposicao do elemento,
0os maiores valores foram observados nos hibridos da linhagem MA
(DG=20,0%), seguidas por SP (DG=19,2%), MG (DG=14,1%), Pl (DG=10,1%) e
os menores nas linhagens PR (DG=9,1%), RS (DG=5,8%) e SC (DG=0,9%). Nos
cruzamentos A* indicativos da susceptibilidade da linhagem aos elementos P,
os maiores indices foram os das linhagens SC (DG=11,6%) e Pl (DG=10,8%) e
0s menores os das linhagens RS (DG=2,5%), MG (DG=1,7%) e SP (DG=0,9%).
O cruzamento-controle, entre as linhagens Canton-S e Harwich, apresentou
100% de disgenesia. A porcentagem de testiculos disgénicos foi
significativamente menor que a obtida para os ovarios. Para o cruzamento A, os
maiores indices foram os das linhagem MG (DG=6,6%) e RS (DG=5,0%); para
os cruzamentos A*, foi o da linhagem SC (DG=5,0%).

Foram realizadas analises de similaridade considerando-se as variaveis
estudadas na geragdo F1 (relativas a disgenesia gonadal) e F2 (relativas a
produtividade). Os dendogramas evidenciaram variagdo clinal norte-sul
marcante para a produtividade em F2 e, embora menos definida, para a
disgenesia gonadal, com os maiores indices DG e produtividade ao norte.

As linhagens foram classificadas quanto ao fenotipo apresentado no
sistema P-M. Trés populagdes foram classificadas como P moderadas (MA, MG
e SP, trés como Q (PI, PR e RS) e uma como M’ (SC). As populagdes do sul do
pais, com temperatura média anual variando de 20°C a 27°C e estagbes
climaticas definidas, apresentaram, no cruzamento A, menor grau de esterilidade
gonadal do que a populagéo procedente do norte (MA), cuja temperatura média
anual é de 36°C. Populagdes das regides intermediarias como Maringa (PR),
Séo José do Rio Preto (SP), Serra do Cipé (MG) e Teresina (Pl), com

temperaturas médias anuais variando entre 22°C e 35°C, apresentaram DGs

intermediarios para o cruzamento A.
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Os cruzamentos realizados a 25°C, objetivando a mobilizagdo do
elemento hobo, mostraram indices DGs inferiores aqueles obtidos a 29°C. Nos
cruzamentos A, os maiores indices foram os das linhagens SC (15,8%) e MA
(14,2%), seguidas por MG (9,5%), SP (6,0%), RS (2,5%) PR e Pl (1,6%). Nos
cruzamentos A*, os indices foram todos baixos, sugerindo alta habilidade
regulatéria das linhagens. O cruzamento-controle, Canton-S vs 23,5/CyL,
apresentou um indice de disgenesia menor que para P, com apenas 25% de
ovarios disgénicos.

Tentou-se classificar as linhagens em fenétipos H-E. A s linhagens SC e
MA foram consideradas H*, pois apresentaram potencial moderado de atividade
e de repressao dependente do elemento hobo. As linhagens RS, PR, SP, MG e
Pl comportaram-se como H°, apresentando moderado potencial de represséo,
mas baixo potencial de atividade hobo.

Os resultados deste trabalho constituem a primeira contribuicdo para o
entendimento do padréo de distribuigdo geografica dos fenétipos P-M e H-E, em
populacbes de Drosophila melanogaster de regides brasileiras. Dos resultados
obtidos, algumas generalizagées puderam ser feitas: (1) As sete populagées
naturais amostradas em regides extremas do Brasil apresentam elementos P e
hobo em seus genomas, evidenciados por analise molecular e fenotipica; (2)
estas linhagens diferem fenotipicamente tanto para o sistema P-M, quanto para
o sistema H-E; 3) quanto ao sistema P-M, as linhagens podem ser classificadas
em P moderadas (MA, MG e SP), Q (PI, PR e RS) e M'(SC); 4) no sistema P-M
evidencia-se uma variagao clinal dependente de temperatura marcante para a
produtividade em F2, e menos definida para a disgenesia gonadal; (5) quanto ao

sistema H-E, as linhagens podem ser classificadas em H* (MA e SC) e H° (PI,

MG, SP, PR e RS); 6) para o sistema H-E, ndo ficou evidenciada a variagéao
clinal observada no sistema P-M e 7) quanto aos dois sistemas, as linhagens
podem ser classificadas como P-H" (MA), P-H° (MG e SP), Q-H° (Pl, PR e RS) e
M’-H" (SC).

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17




VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS
The crossing of two different types of strains of Drosophila melanogaster,

results in varying degrees of nonreciprocal hybrid sterility. The P-M gonadal
dysgenesis occurs when males from an P strain, which have P elements in its

genome, are crossed with females from an M strain, without these elements. In
the H-E system, gonadal dysgenesis occurs when H males, which have hobo
elements, are crossed with E females, without these elements.

In this work, seven natural populations of D. melanogaster, sampled
between September, 1995 and April, 1996, from Porto Alegre (RS), Joinville
(SC), Maringa (PR), Sao José do Rio Preto (SP), Serra do Cipé (MG), Teresina
(PI) and Sao Luis (MA), were studied. Phenotypic tests were done with the
purpose of detecting the P e hobo elements occurrence in these strains and the
degree of hybrid dysgenesis due to mobilization of these elements in the hybrid
genome. These tests are also appropriated to show the regulatory capacity of the
strain’s citotypes. Diagnostic crosses were done with the test-strains, Harwich
(P-E strain), 23,5/CyL (H-M strain) and Canton-S (M-E strain). The P and hobo
elements occurrence was also evaluated by PCR, using the P and hobo
element-specific primer sequences. The sizes of the expected PCR products
were the expected in all experimental strains.

Diagnostic crosses called A were done by crossing Canton-S females with
males from the experimental strains. These crosses have the purpose of
measure the strain potential to induce dysgenic traits into the germinal tissue of
its M or E citotype descendants, when respectively realized at 29°C (due to P
element mobilization) or at 25°C (possibly due to hobo element mobilization).
The A* crosses, between females of the experimental strains and males from the
Harwich or 23,5/CyL strains have the purpose of evaluating the regulatory ability
of the strain cytotype to repress the P or hobo elements coming from the father’s
genome. Crosses between males and females of the experimental strains, and
control crosses for the A and A* diagnostic crosses were also done.

At both temperatures, 60 F1 mated females (that were individually kept in
vials for oviposition, at 25°C) and 30 F1 males were dissecated for
investigating ovaries and testis abnormalities. From these F1 females the F2

progeny was recorded. These data were used to calculate gonadal dysgenesis
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indexes (Kidwell, 1986) for the F1 hybrids, and fertility and productivity, from four
days of oviposition, for F2 generation of each cross.

For the crosses set up at 29°C, the results are as follows: A crosses, that
indicate the P potential to transposition, showed the higher values in the hybrids
of MA (DG=20,0%), followed by SP (DG=19,2%), MG (DG=14,1%) and PI
(DG=10,1%) strains, and, the smaller values in the PR (DG=9,1%), RS
(DG=5,8%) and SC (DG=0,9%) strains. A* crosses, that indicate the strain
susceptbility to P elements, showed the higher indexes in SC (DG=11,6) and PI
(DG=10,8) strains and, the smaller, in RS (DG=2,5%), MG (DG=1,7%) and SP
(DG=0,9%) strains. The control cross (females Canton-S vs males Harwich)
presented 100% of gonadal dysgenesis, as expected. The testis dysgenesis
percentage were significantly smaller than that from ovaries.

An analysis of similarity was performed using the data from the F1
(related to dysgenesis) and F2 (related to productivity) generations. The
dendograms showed a strong north-south clinal variation for productivity, and a
not so clear clinal variation for gonadal dysgenesis, with the higher productivity
and DG indexes distinguishing the strains coming from the north.

The strains were classified according to its P-M phenotypes. Three of
them were classified as moderated P strains (MA, MG and SP), three as Q (PI,

PR and RS) and one as M’ strain (SC). Those strains come from the south, that

is caracterized by mean annual temperatures varying bewteen 20°C and 27°C

and well defined seasons, presented in crosses A, smaller degrees of gonadal
sterility than that coming from the north (MA strain, for example) where mean
annual temperature is of about 36°C. Strains coming from the intermediate
regions, as those from Maringa (PR), Sdo José do Rio Preto (SP), Serra do Cip6
(MG) and Teresina (Pl), with mean annual temperatures varying bewteen 22°C
and 35°C, presented intermediate DGs.

The crosses set up at 25°C, with the purpose of mobilizing hobo elements,
showed smaller DGs values compared to those at 29°C. The A crosses showed
the higher values for the SC (DG=15,8%) and MA (DG=14,28%) strains,
followed by MG (DG=9,48%), SP (DG=6,03%), RS (DG=2,50%) and PR and PI
(DGs=1,66%) strains. The A* crosses produced smaller DGs values, suggesting

a high regulatory ability of the strains. The control cross, females Canton-S vs

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17




males 23,5/CyL, presented DG smaller than that from P mobilization, with only
25% of dysgenic ovaries.

We tryed to classify the strains according to the H-E phenotypes. The SC
and MA were classified as H" strains, due to both their moderated activity and
repression potential for hobo. The RS, PR, SP, MG and Pl are proposed to be
He strains, due to their moderated repression ability and low potential activity for
hobo mobilization.

The results of this work are the first contribution to the understanding of
the pattern of geographic distribution for the P-M and H-E phenotypes in
Drosophila melanogaster populations from Brazilian regions. From these data
work some generalizations could be done: (1) the seven natural populations
sampled from extreme Brazilian regions present P e hobo elements in their
genomes, shown by molecular and phenotypic analysis; (2) the seven strains are
phenotypically different for both P-M and H-E systems; 3) for the P-M system, the
strains could be classified as moderate P (MA, MG and SP), Q (PI, PR e RS) and
M'(SC); 4) the P-M system shows an clinal variation dependent from temperature
for productivity in F2 generation and for gonadal dysgenesis, the last not so well
defined as the former; 5) for the H-E system, the strains could be classified as H°
(MA e SC) and H* (Pl, MG, SP, PR and RS); 6) the H-E system do not show the
clinal variation observed for the P-M system; 7) according to both P-M and H-E
systems, the strains are classified as P-H' (MA), P-H° (MG and SP), Q-H° (PI, PR
and RS) and M’-H" (SC).

The results of this work are the first contribution to the understanding of

the pattern of geographic distribution for the P-M and H-E phenotypes in

Drosophila melanogaster populations from extreme Brazilian regions.
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