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RESUMO

Uma questdo central da evolugdo da resisténcia a inseticidas € o custo
adaptativo do organismo contendo um genétipo que confere a resisténcia. O
custo adaptativo refere-se a sobrevivéncia e a habilidade reprodutiva de um
organismo. As mutagdes que conferem resisténcia aos inseticidas séo preditas
trazerem um custo na auséncia dos mesmos e, consequentemente nao se fixam
nas populacdes. Entretanto, a resisténcia ao DDT em Drosophila melanogaster
(DDT-R) estd se aproximando de uma fixagdo global, mesmo apds ter sido
abolido o uso do DDT. Existem evidéncias consideraveis na literatura apoiando a
hipétese que a resisténcia ao DDT baseada no metabolismo é poligénica em
Drosophila e esta parcialmente associada a superexpressao de genes do
citocromo P450. Alguns trabalhos, entretanto consideram que a superexpressao
de um unico gene, Cyp6g1, associado com a inser¢do de um elemento
transponivel, Accord em D. melanogaster e Doc em D. simulans, é suficiente
para promover a resisténcia, enquanto outros discutem que a superexpressao
desse gene nao confere necessariamente a resisténcia em D. melanogaster. O
presente trabalho avaliou sete componentes do valor adaptativo (fertilidade,
fecundidade, viabilidade ovo-pupa, viabilidade pupa-imago, viabilidade ovo-
imago, longevidade e o tempo de desenvolvimento) em quatro experimentos que
diferiram quanto a metodologia. Essa analise teve por objetivo avaliar o custo
dos fendtipos resistentes de linhagens recém coletadas e de laboratério de D.
melanogaster e de D. simulans. Além disso, foi realizada uma analise do
polimorfismo dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g1, de linhagens resistentes e
suscetiveis de laboratério, e resistentes recém coletadas dessas espécies, com
0 objetivo de examinar a relagdo entre o nivel de suscetibilidade ao DDT e o
polimorfismo. Foi verificado que, mesmo apdés um periodo de dois anos em
laboratorio, as linhagens de D. melanogaster e de D. simulans mantiveram
freqUéncias significantes de alelos para a resisténcia ao DDT, sendo nitidamente
maior para D. melanogaster (43,09%) do que para D. simulans (10,30%). Isso é
um reflexo de que esse (s) alelo (s) continua (m) sendo mantido(s) nas

populagdes de laboratério, mesmo sem a pressao de selecéo pelo inseticida, o



que pode ser explicado ou por sua manutengdo em heterozigose, ou por néo
conferir custo, ou até mesmo por ser vantajoso ou estar ligado a genes que séo
vantajosos, principalmente em D. melanogaster. Pode ser que para D. simulans,
o fendtipo resistente seja custoso ou restritivo, o que poderia explicar a sua baixa
frequéncia quando comparada com o fendtipo resistente. As linhagens de D.
melanogaster e de D. simulans mostraram ampla variabilidade intra e inter-
especifica quanto aos componentes do valor adaptativo estudados. Foi
evidenciada uma maior fertilidade para o fenétipo resistente, corroborando os
achados da literatura que indicam essa vantagem até a fase de larva, que é
explicada pela presenca de RNAm do gene Cyp6g7 nos embrides, sugerindo um
efeito materno de heranca. No presente estudo acrescenta-se uma correlagéo
entre o fendtipo resistente e maior longevidade.

. Em relagdo ao tempo de desenvolvimento destaca-se que os menores valores
foram para as linhagens suscetiveis de ambas as espécies. A avaliagao do
polimorfismo dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g7? de linhagens resistentes e
suscetiveis de D. melanogaster e de D. simulans evidenciou um numero alto de
substituicbes sindbnimas inter-espécies, 17 para o exon 1 e 23 para o exon 2 e,
apenas 3 substituigdes nao sinbnimas para o exon 1 e 11 para o exon 2. Para
D.simulans foi observada uma diferenca intra-especifica sinbnima no exon 1
(CT) na linhagem SC resistente recém coletada e nao sinbnima no exon 2
(G—C) na linhagem LE resistente de laboratério. Em D. melanogaster nao
ocorreram substituicdes intra-especificas. A auséncia de polimorfismo entre as
linhagens resistentes e suscetiveis de D melanogaster nos dois exons
analisados indica fortemente que essa regido esta sob a acido de selegéo
purificadora, regides essas referidas com assinaturas genéticas de mutagdes
benéficas, ou de complexos génicos bem coadaptados. Em D. simulans, foi
observado um pequeno polimorfismo nos alelos das duas linhagens resistentes,
evidenciando que esta regiao também pode estar sob selegcao purificadora.
Essas regides ainda nao tinham sido avaliadas em D. simulans. Pela analise
efetuada ndo foi possivel obter correlacdo entre os diferentes niveis de
suscetibilidade ao DDT das linhagens e o polimorfismo das seqUéncias dos
exons 1 e 2 do gene Cyp6g1. As diferengcas podem estar nos distintos modos de
regulagao dos genes da familia P450 e outros genes envolvidos no processo de

resisténcia, que permanecem a ser investigado.



ABSTRACT

A central matter of the evolution in insecticide resistance is the adaptive cost of
the organism carrying a genotype that confers resistance. The adaptive cost
refers to the survival and reproductive capacity of an organism. Mutations that
confer pesticide resistance are predicted to carry a cost in the absence of the
pesticide and consequently they are not fixed in the population. However, DDT
resistance in Drosophila melanogaster (DDT-R) is closer to a global fixation, even
after the suppression of DDT use. There is considerable evidence in the literature
supporting the hypothesis that DDT resistance in Drosophila, based on
metabolism, is poligenic and partially associated with overexpression of CYP
genes. However, a recent study concluded that a single P450 gene, Cyp6g1,
associated with the insertion of Accord element in the upstream region, in D.
melanogaster, is sufficient to promote resistance. In a striking example of parallel
evolution, the insertion of a different transposon, Doc element, is correlated with
overtranscription of Cyp6g7 homolog in D. simulans and also show to be related
to resistance. Other studies disagree that the overexpression of this gene
necessarily confers resistance in D. melanogaster. Seven fithess components
(fertility, fecundity, viability — egg-pupa, pupa-imago, egg-imago — developmental
time and longevity) were evaluated in the present study, in four experiments that
differed in methodology. This analysis aimed at evaluating the cost of the
resistant phenotype in both species. In addition, the analysis of the polymorphism
of exons 1 and 2 of Cyp6g7 gene of the susceptible and resistant strains of D.
melanogaster and D. simulans was performed with the aim of examining the
relationship between the degree of polymorphism and the susceptibility to DDT.
D. melanogaster and D. simulans strains showed high intra and interspecific
variability regarding to the components of the adaptive value studied. Higher
fertility for the resistant phenotype was evident, corroborating the findings that
indicate an advantage until the stage of larva, which is explained by the presence
of mRNA of Cyp6g1 in embryos, suggesting an effect of maternal inheritance.
This study adds a close correlation between the resistant phenotype and
increased longevity. Regarding the developmental time, the values were lower for

the susceptible strains of both species. It was found that even after a period of



two years in the laboratory, D. melanogaster and D. simulans strains showed
significant frequencies of DDT resistance alleles, higher in D. melanogaster
(43.09%) than in D. simulans (10.30%). This may be indicative that this or these
genes are maintained in the laboratory populations (even without the selective
pressure by the insecticide), in heterozygosity, because they do not cause cost,
or even because they are beneficial or are linked to beneficial genes, mainly in D.
melanogaster. Perhaps for D. simulans the resistant fenotype is expensive or
restrictive, what could explain its low frequency compared with the resistant
fenotype. The assessment of the polymorphism of exons 1 and 2 of the gene
Cyp6g1 of resistant and susceptible strains of D. melanogaster and D. simulans
showed a high number of interspecific synonymous substitutions, 17 for exon 1
and 23 for exon 2, and only 3 non-synonymous substitutions in the exon 1 and 11
in the exon 2. An intraspecific synonymous difference in exon 1 (C « T) was
observed in the D.simulans resistant, recently collected strain SC, and a non-
synonymous difference in exon 2 (G < C) in the resistant, laboratory strain LE.
Intraspecific substitutions were not found in D. melanogaster. The absence of
polymorphism among resistant and susceptible D melanogaster strains in the two
analyzed exons indicates strongly that this region is under the action of purifying
selection, the regions being referred to as genetic signatures of beneficial
mutations or coadapted genic complexes. In D. simulans, a discrete
polymorphism was obtained in alleles of the two resistant strains, suggesting that
this region may also be under purifying selection. These regions had not yet been
assessed in D.simulans. In the analysis performed in the present study, it was not
possible correlate the different levels of susceptibility to DDT of the strains and
the polymorphism of the sequences of exons 1 and 2 of the gene Cyp6g1. The
differences may be due to different regulation processes of the P450 family of
genes and other genes involved in resistance, but this still remains to be

investigated.
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1 INTRODUGAO

1.1 Valor Adaptativo

A teoria da selecdo natural descreve o processo de evolugao
adaptativa em termos de variagao entre individuos na sua capacidade de
contribuir com progénie para as geragdes futuras (HEDRICK; MURRAY,
1983). Segundo Falconer (1981), quando um alelo esta sujeito a pressao
da selecao sua freqléncia na progénie ndo é a mesma que na geragao
paterna, pois pais com diferentes gendtipos passam seus alelos
desigualmente para a proxima geragao. Desta maneira a selegcdo causa
uma mudanga nas frequéncias génicas e, consequentemente, também
nas frequéncias genotipicas, pela alteragdo da fertilidade, da viabilidade,
ou de ambas.

A esséncia do conceito de selegdo natural é a eficacia reprodutiva
dos diferentes genotipos presentes na populagdo. A quantificagdo desta
eficacia pode ser feita por meio de parametros que refletem a habilidade
de uma populagao sobreviver e reproduzir-se em determinado ambiente:
o valor adaptativo, também referido como aptiddo Darwiniana ou valor
seletivo.

De acordo com Dobzhansky (1973), valor adaptativo refere-se a
taxa de transmissdo de genes de geracdo a geracdo: € a eficiéncia
reprodutiva de um gendtipo, de um grupo de genes, de individuos ou
mesmo de populagdes inteiras. Pode ser definido operacionalmente como
a contribuicdo que os portadores de um gendtipo, ou de uma classe de
gendtipos, fazem para o conjunto génico da geragao seguinte, relativa a
contribuicdo de outros gendtipos; €, portanto uma medida relativa.

As diferengas genotipicas que causam contribuigdo diferencial para
a geragao seguinte dependem ndo somente dos efeitos diretos dos genes
destacados em cada estudo, mas também dos efeitos dos outros genes

do genoma e do ambiente no qual a espécie vive: um dado gene tem
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efeito imediato na produgdo de uma substancia que, em conjungdo com
as dos outros genes, pode afetar, direta ou indiretamente, um grande
numero de tragos fenotipicos. Esses tracos, em combinagbes com as
circunstancias ambientais, afetam a habilidade do organismo para
sobreviver e reproduzir-se. Assim, “um dado valor adaptativo, em certa
localidade ou regido geografica e em um dado momento, pode tornar-se
maior ou menor no futuro ou em uma localidade diferente” (DOBZHASKY,
1968).

O valor adaptativo de um individuo € o resultado final de todos os
processos fisiologicos e do desenvolvimento. As diferengas entre
individuos, quanto a esses processos, sdo observadas em relagdo as
variagbes de atributos mensuraveis; as variagbes do valor adaptativo
podem, assim, ser teoricamente divididas em relagcao as variagdes dos
caracteres mensuraveis que o compde (FALCONER, 1981). Desse modo,
a condi¢cao necessaria para que a selegao ocorra € que os tragos sejam
geneticamente variaveis; tais variagdes foram amplamente demonstradas
em Drosophila e outros organismos.

Na maioria dos estudos de mensuragao do valor adaptativo sao
feitas medidas de um ou de poucos componentes, na suposi¢cao de que
estejam positivamente correlacionados com o valor adaptativo total.
Existem evidéncias experimentais de correlacdo positiva entre muitos
componentes do valor adaptativo (YAMAZAKI, 1984; YAMAZAKI,
HIROSE, 1984; CARARETO; MOURAO, 1988), bem como de correlacéo
negativa (YAMAZAKI; HIROSE, 1984; CARARETO; MOURAO, 1988) ou
de auséncia de correlagdo (MOURAO et al., 1972; YAMAZAKI; HIROSE,
1984; CARARETO; MOURAO, 1988). Ha, portanto caracteres cuja
influéncia sobre o valor adaptativo € menos direta ou menos ébvia, mas
que sao correlacionados com outros componentes.

Segundo Prout (1971), estimativas de componentes do valor
adaptativo em Drosophila, e em outros organismos requerem

procedimentos extremamente laboriosos que quase sempre sao feitos
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sob condi¢cbes diversas daquelas da populagdo, sendo também
frequentemente incompletas, por ndo incluirem o estudo de alguns
componentes potencialmente importantes. Para Prout (op. cit.), essas
dificuldades estao ligadas especialmente com o estudo da fase adulta do
ciclo vital, precisamente que pode gerar modos complexos de selegao
devidos a fertilidade diferencial e ao comportamento de acasalamento.

De acordo com Hiraizumi (1961), os principais componentes do
valor adaptativo sdo a taxa de desenvolvimento e a fertilidade, nas fases
pré-adulta e adulta, respectivamente. Também Carareto e Mourdo (1988)
mostraram, em D. prosaltans, que a contribuicdo relativa dos
componentes do estado adulto (frequéncia de acasalamento, tempo de
acasalamento, fecundidade e produtividade, entre outros) ou do estado
larval (viabilidade ovo-pupa, pupa-imago e ovo-imago), é variavel em trés
linhagens geograficas, sugerindo diferentes estratégias adaptativas.

De acordo com Mackay (1985), a selegao natural atua no valor
adaptativo de modo que diversos caracteres sao selecionados
conjuntamente, com efeitos diferenciados em relagcdo a cada um deles. A
predicao de respostas a selecido natural requer a identificacao de todos os
caracteres que, juntos, compdéem o valor adaptativo, de seus pesos
relativos e de suas variancias, genética e fenotipica, bem como das
covariancias desses caracteres com o valor adaptativo e de cada carater
com os demais. Segundo o autor, a construgdo de um indice possibilitaria
nao somente a predicdo da resposta da populagédo a selegcédo natural, nos
diferentes ambientes nos quais os pesos relativos de seus componentes
podem variar, como também a da evolu¢ao de componentes como uma
resposta correlacionada.

As estimativas do valor adaptativo sdo de grande importancia,
especialmente quando se quer definir o modo de agao da seleg¢ao natural.
Segundo Seager e Ayala (1982), o principal objetivo da genética de
populagdes € identificar os mecanismos de acdo da selecdo natural e

medir sua intensidade.
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A forma mais direta para se medir a presséo seletiva € através da
analise da reproducao de diferentes gendtipos de um determinado loco, e
calcular seus valores adaptativos. Embora teoricamente nao existam
dificuldades para a estimativa do valor adaptativo, na pratica as
dificuldades sao virtualmente insuperaveis. Mantendo-se ainda atual a
frase de Lewontin (1974): “Até o presente momento, ninguém conseguiu
medir com precisao o valor adaptativo total de gendtipos para qualquer
loco, em qualquer espécie e em qualquer ambiente da natureza”.

Sendo a seleg¢ao a forga orientadora da adaptagdo dos organismos
aos seus ambientes, e podendo esta atuar em todas as etapas do ciclo
bioldgico, as medidas do valor adaptativo total, mesmo em condigdes
controladas de laboratério, séo dificeis de serem feitas. Assim, mesmo em
laboratério, sdo raras as medidas diretas do valor adaptativo e estas se
referem as linhagens de Drosophila homozigotas para um de seus
cromossomos (SVED; AYALA, 1970; SVED, 1971; MOURAO et al., 1972;
VARTANIAN, 1973; TRACEY; AYALA, 1974).

Uma vez que a selegao natural atua em qualquer estagio do ciclo
biolégico de um organismo e podendo esta ser diferente nestes estagios,
a selecdo total em organismos dipléides, segundo Bundgaard e
Chistiansen (1972), Hedrick e Murray (1983), Christiansen (1984) e
Christiansen e Prout (2000) pode ser dividida em quatro componentes
principais:

1) Selegdo zigodtica: diferencial na sobrevivéncia no
amadurecimento dos zigotos

2) Selecdo sexual: diferencial no amadurecimento dos
individuos para o acasalamento

3) Selegcdo na fecundidade: variacdo na fecundidade dos
casais

4) Selecdo gameética: diferencial na sobrevivéncia dos
gametas.
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Inimeros sao os trabalhos sobre componentes do valor adaptativo,
sendo o nivel zigotico o mais estudado e usado em modelos teoricos,
provavelmente por ser mais faciimente quantificado, embora os
componentes da selegdo sexual, gamética e para a fecundidade tenham-

se mostrado como aspectos importantes em muitas situagdes.

1.2 Resisténcia a inseticidas

Resisténcia € definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
como “O desenvolvimento, em uma linhagem de um organismo, da
capacidade de tolerar doses de tdxicos que séo letais para a maioria dos
individuos em uma populagdo normal (suscetivel) da mesma espécie”
(ANONYMOUS, 1957 apud SCOTT, 1995). Scott (1995) acrescenta que a
resisténcia € a expressao fenotipica em uma populacdo, de um tragco
herdavel que ja foi expresso em alguns dos individuos em uma populagao
antes da exposi¢ao ao téxico, sendo um evento pré-adaptativo.

A resisténcia a inseticidas € um dos maiores obstaculos que
impedem o controle de pestes de importancia agricola e médico-sanitaria.
A resisténcia resulta em aumento das taxas de aplicagao dos inseticidas,
diminuindo a producao, causando danos ambientais, e a disseminacgao de
doencas animais e humanas quando os vetores ndo podem ser
controlados (PIMENTEL et al., 1992).

Dinamicamente, as populagcbes de insetos suscetiveis expostas a
toxinas por um periodo de tempo sédo gradualmente substituidas pelas
populacdes resistentes (ROUSH; McKENZIE, 1987; McKENZIE, 1993;
McKENZIE, 1996).

Os tipos mais comuns de resisténcia encontrados nos insetos sao
a desintoxicacao enzimatica aumentada e a insensibilidade ao sitio alvo
(AGOSIN, 1985; OPPENOORTH, 1985). A resisténcia mediada pelas
monooxigenases é provavelmente o tipo mais frequente de metabolismo
baseado na resisténcia a inseticida (HODGSON; KULKARNI, 1983;
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OPPENOORTH, 1985; BRATTSTEN et al.,, 1986; SCOTT et al., 1991),
embora em alguns casos a resisténcia mediada pelas esterases
(HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998) e pelas glutationa S-transferase
(YU, 1996) sejam também importantes e significativas. Dessa forma,
acredita-se que as familias multigénicas como o citocromo P450,
glutationa S-transferase e esterases fornegam meios para os animais se
defenderem dos xenobidticos e de desafios do meio ambiente, tais como
as plantas toxicas e produtos quimicos e microbianos encontrados nos
alimentos e nas drogas, pesticidas ou poluentes orgénicos
(FEYEREISEN, 1999; SCOTT; KASAI, 2004; Le GOFF et al., 2006).

Ha consenso sobre o fato de que a resisténcia a inseticida contribui
positivamente para a populagdo de inseto-praga através da adaptacgao
dos individuos ao uso de inseticidas: a duvida comega quando o uso de
inseticida é interrompido ou drasticamente modificado, circunstancia em
que a resisténcia a inseticida pode nao ser tao util (COUSTAU et al,
2000). Assim, a caracteristica de resisténcia a inseticidas pode colocar
individuos resistentes frente a uma desvantagem biologica na auséncia
do inseticida, desde que esteja associado a um custo adaptativo. Esse é
um assunto que merece ser investigado cujos resultados poderao ajudar
a suprimir ou retardar a evolugao da resisténcia (COUSTAU et al, 2000).

Muitos exemplos de custos fisiologicos de importéncia pratica tém
sido associados com a resisténcia a inseticidas (COUSTAU et al, 2000;
McCARROLL; HEMINGWAY, 2002). A diversidade de padrées de
resisténcia pode impor diferentes custos sobre as populagdes resistentes
favorecendo a fixagédo de alguns fendtipos resistentes sobre determinadas
condi¢cdes ambientais (COUSTAU et al., 2000).

Drosophila melanogaster tem sido utilizada como organismo
modelo para o entendimento dos mecanismos de resisténcia e de sua
evolugdo. A utilidade de D. melanogaster ndao € devida somente a
descoberta que populagcbes naturais tém desenvolvido resisténcia a

toxinas liberadas no ambiente pelo homem, mas também devido as
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inUmeras vantagens genéticas desta mosca: facil acasalamento, rapido
ciclo de vida, pequeno numero de cromossomos e facil manipulacao
cromossbmica. Outras duas vantagens foram incluidas na relagéo: facil
transformacao genética e disponibilidade de suas sequéncias genémicas.
A transformagdo genética da linhagem germinativa via vetores com
elemento-P permite que fragmentos de DNA sejam inseridos em um dos
cromossomos, e estas insergdes persistem na progénie onde a expressao
usualmente ocorre. A transformagdo permite que o investigador
identifique seguramente um gene para a resisténcia clonado, como tem
sido feito com muitos outros genes inseticida-resistentes (ASHOK et al.,
1998; Le GOFF et al.,, 2003) ou para testar uma regido de um gene
quanto a resisténcia por mutagénese sitio direcionada (PITTENDRIGH et
al., 1997).

Drosophila simulans, espécie irma de D. melanogaster, também
tem sido utilizada para o estudo de resisténcia a inseticidas devido a
abundancia de informagdes bioquimicas e genéticas disponiveis para esta
espécie (WILSON, 1988; FFRENCH-CONSTANT, et al., 1993;
WINDELSPECHT et al., 1995). Embora estas espécies sejam
estreitamente relacionadas, existem diferencas em seu tamanho
populacional efetivo (AQUADRO et al., 1988), grau de diferenciacéo
genética entre as populagbes (MORIYAMA; POWELL, 1996),
polimorfismos de nucleotideos (AQUADRO et al., 1988; MARTIN-
CAMPQOS, et al., 1992), variacéo protéica (CHOUDHARY; SINGH 1987;
SINGH et al., 1987), e preferéncias ambientais (TURELLI et al., 1984).
Estudos tém demonstrado que estas espécies exibem uma resposta
diferencial a selegao por inseticida (WALLACE, 1986; WINDELSPECHT et
al., 1995; GRANZOTTO, 2007), fazendo delas um sistema atrativo para o

estudo dos efeitos da selegcédo sobre espécies simpatricas.
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1.3 Resisténcia a inseticida e custo adaptativo

Uma questdo central da evolugdo da resisténcia € o custo
adaptativo do organismo transportando um gendétipo que confere
resisténcia. O custo adaptativo refere-se a sobrevivéncia e a habilidade
reprodutiva de um organismo, e pode ser medido pela fertilidade,
fecundidade, longevidade e mortalidade durante o desenvolvimento.

Operacionalmente, o valor adaptativo relativo € avaliado melhor
pela medida da habilidade de linhagens resistentes competirem com uma
linhagem suscetivel em populagbes misturadas (WILSON, 2001).
Quando duas linhagens de D. melanogaster, mutantes Met (resistentes ao
inseticida methoprene) e selvagens, foram colocadas juntas em caixas de
populagdes foi observada uma rapida diminuicdo da frequéncia do alelo
Met (em poucas gerag¢des) demonstrando a fraca competitividade de
individuos portadores desse alelo na auséncia do inseticida (MINKOFF;
WILSON, 1992), Semelhantemente a Met, algumas linhagens resistentes
tém valor adaptativo reduzido (CROW, 1954; HALPERN; MORTON, 1987;
FUCHS et al., 1993). Entretanto, muitas outras tém surpreendentemente,
seu valor ajustado (BEEMAN; NANIS, 1986; ROUSH; McKENZIE, 1987;
COUSTAU et al., 2000; Mc CART et al., 2005; Mc CART et al., 2008).

Consideracbes sobre o valor adaptativo sao criticas para o
entendimento da evolugdo da resisténcia. Primeiro, um alelo resultando
em um fendtipo severo quando em homozigose, pode persistir em
heterozigose na populagdo. Se o heterozigoto € parcialmente resistente
(como usualmente é o caso), essas moscas tém uma vantagem sobre
aquelas com os genotipos suscetiveis se a toxina esta presente em
baixas doses. Talvez os alelos resistentes persistam dessa maneira critica
na populagédo ao longo do tempo apds a retirada da toxina do ambiente
(BEEMAN; NANIS, 1986). Segundo, uma mudanga genética adicional no
organismo resistente pode aliviar o déficit no fendtipo. As etapas da

evolucdo da resisténcia ao inseticida diazinon, foram observadas nas
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populagdes da mosca Lucilia cuprina na Australia. Numa primeira etapa,
os individuos resistentes mostraram baixo valor adaptativo na auséncia
do inseticida. Entretanto, a selegao continuada no campo com diazinon
resultou em um maior valor adaptativo via evolugdo de um gene
modificador n&o identificado que melhorou o valor adaptativo (BEEMAN;
NANIS, 1986). De fato, a frequéncia do alelo Rop-1, envolvido na
resisténcia, permanece alta até hoje, embora o diazinon tenha sido
substituido em muitas localidades pela ciromazina, que pertence a uma
classe completamente diferente de inseticidas (McKENZIE, 1996). Uma
hipotese para a ocorréncia de selecdo em variantes de genes que
moderam o baixo valor adaptativo. A identificacdo dessas variantes tem
sido dificil, provavelmente porque elas tém um fendtipo sutil. Entretanto,
elas possuem uma importancia Obvia para aumentar o valor adaptativo
dos homozigotos e podem explicar o valor adaptativo
surpreendentemente alto de muitas linhagens resistentes (BEEMAN;
NANIS, 1986; ROUSH; McKENZIE, 1987). Terceiro, as restricbes do valor
adaptativo dos alelos resistentes podem responder pelo baixo numero de
diferentes alelos para resisténcia em sitios-alvo, que tem sido observado
em populacdes resistentes (FFRENCH-CONSTANT et al., 1998). Uma
interpretacdo desse achado é que sédo permitidas poucas mudangas nos
aminoacidos que resultam em resisténcia e valor adaptativo, e esses sao
0s Uunicos que sobrevivem a sele¢cdo. Outra possibilidade, € que as
poucas mutagdes em ponto em genes para a resisténcia que tem sido
detectada em populag¢des naturais, e que resultam em resisténcia e alto
valor adaptativo, podem se espalhar rapidamente por selecdo na
populacdo. A distincdo entre essas possibilidades requer métodos de
genética de populagbes, tais como o exame de substituicoes
nucleotidicas em sitios silenciosos (WILSON, 2001).

Linhagens resistentes de D. melanogaster sao notavelmente
ajustadas a seus ambientes. Isso parece evidente pela persisténcia do
alelo Rdl em populagdes dos E.U.A. por muitos anos apds a retirada dos
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ciclodienos de uso disseminado. Essa observagdo sugere que uma
mutagdo em ponto no receptor GABA tem pouco ou nenhum efeito sobre
o funcionamento normal das proteinas desse receptor (WILSON, 2005).
Similarmente, a resisténcia ao DDT (DDT-R) esta se aproximando de uma
fixacdo global, mesmo apos ter sido abolido o uso intenso do DDT em
atividades agricolas, embora ainda utilizado no controle de insetos
vetores (CATANIA et al., 2004). Isso pode ser devido a um outro
inseticida que continuou a selegédo, por resisténcia cruzada ou porque
esse loco parece ter pouco ou nenhum efeito sobre o valor adaptativo das
moscas que o transportam (WILSON, 2005; McCART et al., 2005).

1.4 Resisténcia X genes Cyps e elementos transponiveis

Alguns trabalhos da literatura indicam que a resisténcia pode
ocorrer pelo aumento da transcricdo de um gene P450 levando a um
aumento da expressao da proteina e aumento da desintoxicagdo do
inseticida (LIU; SCOTT, 1998; DABORN et al., 2002; LE GOFF et al.,
2003; GRANZOTTO, 2007; KURUGANTI, et al., 2007) e, isto pode ocorrer
por regulagdo cis ou trans do processo de transcricdo (LIU; SCOTT,
1998). Portanto, é possivel que a resisténcia a inseticidas como um
carater, pode ser mapeada em um local do genoma que é diferente do (s)
gene (s) P450 envolvido (s) na resisténcia que também parece capaz de
regular a expressdo de outro (s) genes (s) P450 que nao estéo
necessariamente envolvidos na resisténcia. Isto fornece um outro nivel de
complexidade ao estudo dos genes P450 dos insetos, por que nao
somente a especificidade do substrato € variavel, mas a regulagéo dos
genes Cyps sdo também sujeitas ao controle que variardo. Assim, se
conhecermos quais s&o as enzimas P450 que estdo elevadas pelos
mesmos fatores regulatérios poderemos compreender os padroes de

resisténcia cruzada.
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Um resultado consistente, considerando a superexpressao das
enzimas P450 em linhagens resistentes, € que a amplificagdo génica
parece nao estar envolvida. Este € um contraste em relagao a resisténcia
mediada por esterases na qual a amplificagdo génica parece ser o
principal mecanismo da superexpressao destas proteinas (MOUCHES et
al., 1986; FIELD; DEVONSHIRE, 1991; HEMINGWAY;

KARUNARANTNE, 1998).

Em um esforgo para o entendimento do papel dos genes CYPs na
resisténcia a inseticidas, foram comparadas as expressdes de muitos
genes CYPs entre as linhagens resistentes e suscetiveis. Geralmente, o
nivel de expressdo de um ou mais genes CYP é maior nas linhagens
resistentes que nas linhagens suscetiveis (KURUGANTI, et al., 2007,
GRANZOTTO, 2007).

Daborn et al. (2002) verificaram que o gene Cyp6g1 é responsavel
pela resisténcia ao DDT em Drosophila. Nesse trabalho, linhagens de
laboratério e resistentes ao DDT de diferentes regides do globo
mostraram altos niveis de expressao do Cyp6g7 comparadas com as
linhagens suscetiveis e linhagens suscetiveis transgénicas, e
sobreviveram a uma concentragdo discriminante de DDT. Além disso,
esses autores e outros (CATANIA et al.,, 2004) associam a inser¢ao do
elemento transponivel Accord na regido 5 e 3’ flanqueadora do gene
Cyp6g1 com a superexpressao do gene Cyp6g1.

No trabalho de Le Goff et al. (2003), que utilizaram analises por
microarray de todos os genes P450 de Drosophila, foi verificado que
genes como Cyp12d1 e Cyp6a8 também foram selecionados usando DDT
em laboratério. Além disso, um gene homodlogo de Cyp6g71 foi
superexpressado em uma linhagem resistente de D. simulans. Foi
mostrado também que as linhagens resistentes ao DDT podem conferir
resisténcia cruzada ao neonicotinéide imidaclopride.

Modificagdes das etapas metabdlicas sao importantes na evolugao

da resisténcia a inseticidas. Mutagdes dos genes P450, GST e esterases
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levando a mudancas nos niveis de expressao ou especificidade dos
substratos podem estar ligadas a muitos casos de resisténcia com as
enzimas responsaveis utilizando os inseticidas como substrato.

Tem sido sugerido especificamente para os genes P450 que o
substrato pode induzir a expressdo das enzimas envolvidas no seu
metabolismo (WHITLOCK, 1986). Por exemplo, em Papilio polyxenes
ocorre a indugcdo dos genes Cyp6B71 e Cyp6B3 em resposta a um
composto téxico produzido pelas familias de plantas Apiaceae e Rutaceae
(COHEN et al.,, 1992; HUNG et al., 1995). Uma resposta semelhante
ocorre em Helicoperva zea, onde o Cyp6B8 e Cyp321A1 sao induzidos
por xantotoxinas e sdo capazes de metaboliza-las (LI, et al., 2003;
SASABE, et al., 2004). A espécie cactofilica D. mettleri alimenta-se de um
produto toxico produzido nos tecidos necroéticos de espécies de cactos
colunar. Esse alcaldide produzido pelos cactos induz a expressdo em D.
mettleri de Cyp4D10, o qual tem sido sugerido estar envolvido no seu
metabolismo.

Brandt et al. (2002) analisando a expressao e indugcdo dos genes
Cypb6g1 e Cyp12d1 em linhagens suscetiveis e resistentes de Drosophila
melanogaster verificaram que as enzimas CYP6G1 e CYP12D1 foram
superexpressas na linhagem resistente Wisconsin quando comparada
com Canton S, linhagem suscetivel, e somente CYP12D1 foi induzida a
niveis altos de expressao quando as moscas foram expostas a altas
concentragdes de DDT por 24 h. O DDT ndo causou nenhum efeito de
inducdo em CYP6G1.

Willoughby et al. (2006) investigaram a indugédo da resposta para
P450s, GSTs e esterases para seis diferentes inseticidas, usando técnica
de microarray em D. melanogaster. Esses resultados mostraram que, com
excecao do DDT, os inseticidas n&o induziram a expressao de genes
P450, GST e das esterases. A exposicdo ao DDT induziu um dos 37
genes GST (GstD2) e um dos 89 genes P450 (Cyp72d) e nenhum

membro da familia génica das esterases. Segundo os autores, nao existiu
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relacdo significante entre a indugdo, metabolismo e resisténcia,
principalmente pelo fato de que os genes Cyp6g1, Cyp6a2 e GstD1, os
quais s&o implicados na resisténcia ao DDT em D. melanogaster (TANG,;
TU, 1994; DABORN, et al., 2002; AMICHOT et al.,, 2004), ndo foram
induzidos pelo DDT.

A resisténcia mediada pelas monooxigenases parece evoluir
usando diferentes P450 e possivelmente diferentes sinais regulatérios
controlam a expressao de P450, mesmo em linhagens selecionadas com
0 mesmo inseticida. Scott e Kasai (2004) demonstraram que as P450s
exibem uma plasticidade evolutiva em resposta a selecédo de inseticidas.
Esses autores observaram que a resisténcia metabdlica mediada pelas
enzimas P450 evolui via selegao diferencial de multiplas enzimas P450 e
possivelmente com diferentes sinais regulatérios, mesmo com a selegéo
efetuada por um mesmo inseticida. O trabalho de Festucci-Buselli et al.
(2005), corroboram esses achados.

Desde longa data (WILSON, 1993) tem sido discutido o papel dos
elementos transponiveis na evolucdo da resisténcia a inseticidas.
Entretanto, somente recentemente os mecanismos de resisténcia foram
sugeridos, envolvendo elementos transponiveis em populagbes naturais
(DABORN et al.,, 2001; CATANIA et al.,, 2004; McCART, et al., 2005;
FFRENCH-CONTANT et al.,, 2006), onde a resisténcia esta associada
com a delegdo ou a inativagdo de proteinas alvo de inseticidas (GAHAN,
et al., 2001), ou o truncamento de um gene resultando na geracéo de uma
proteina com uma fungdo nova (AMINETZACH et al., 2005), ou com o
aumento da expressdao de um gene associado com a resisténcia
metabdlica a inseticidas (DABORN et al., 2002; SCHLENKE; BEGUN,
2004; MARSANO et al.,, 2005). Raramente os efeitos de uma mutag&o
causada pelo TE tem sido completamente caracterizados em nivel
molecular em exemplos de resisténcia a inseticidas e outros com a
insercdo de TE. Em insetos, s&o limitadas as evidéncias de sequéncias

acentuadoras derivadas de retrotransposons (CONTE et al.,, 2002) ou
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elementos (MOZER; BENZER, 1994) que regulam independentemente a
expressao de genes tecido- especifico.

Em D. melanogaster, a resisténcia a inseticidas mapeada no loco
DDT-R é devida a super expressao do gene Cyp6g? do citocromo P450.
(DABORN et al, 2001). Em populagdes coletadas de diferentes
localizagbes o aumento da expressao do Cyp6g1 esta correlacionada com
a presenca de 491 pb de LTR do elemento transponivel Accord, a 291 pb
antes do sitio inicial de transcricdo para este gene (DABORN et al., 2002;
CATANIA et al., 2004). A insercédo de elementos transponiveis dentro de
regides reguladoras dos genes pode romper ou alterar a expresséo
génica, pela introdugao de elementos regulatorios tais como acentuadores
(ARGESON et al. 1996; CONTE et al.; 2002) ou insuladores (GDULA et
al., 1996; CONTE et al., 2002; PARNELL et al., 2003)

O trabalho de Chung et al. (2007) demonstrou que a LTR do
Accord ndo muda o sitio de transcricdo do Cyp6g7, mas ela carrega
acentuadores tecido-especificos que resultam no aumento da expressao
desse gene no ceco gastrico, intestino, tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso de D. melanogaster.

Como ja mencionado D. melanogaster ndo é a unica espécie onde
um elemento transponivel tem se inserido na regido 5’ e 3’ flanqueadora
ao gene Cyp6g1. Em um exemplo notavel de evolugdo pararela, o
elemento Doc, tem se inserido na regido 3’ e 5 flanqueadora do gene
ortélogo Cyp6g1 de D. simulans e esta associado com a expressao desse
gene (SCHLENKE; BEGUN, 2004). O mecanismo exato da
superexpressdao de Cyp6g?7 em D. simulans ainda nado tem sido
caracterizado, embora seja provavel que sequéncias associadas ao Doc
afetam a expressao desse gene.

Deste modo algumas questbes permanecem a serem elucidadas,
como por exemplo, se a insergdo do Accord é responsavel pela
superexpressdao de Cypb6g7 e isto esta relacionado com a resisténcia,

embora nao necessariamente, porque nem todas as linhagens que
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apresentam esse elemento e superexpressam Cyp6g7 nado sao
resistentes? Que vantagens o loco DDT-R traz, ou outros elementos
associados a ele, para as populagdes de D. melanogaster que propicia a
alta frequéncia do fendtipo resistente nas populagbes desta espécie? Isto
também ocorre com o gene ortélogo Cyp6g7 de D. simulans? Existem
diferengas polimérficas nos alelos desse gene que poderiam explicar a
variagao populacional na suscetibilidade aos inseticidas em D.

melanogaster e em D. simulans?
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2 OBJETIVOS

e Avaliar o custo adaptativo dos fendtipos resistentes ao DDT
de Drosophila melanogaster e de D. simulans por meio de

componentes do valor adaptativo.

¢ Investigar o polimorfismo genético dos exons 1 e 2 do gene
Cyp6g1 de D. melanogaster e de D. simulans e relacionar com a

variacao da suscetibilidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies, linhagens e procedéncia geografica

Foram utilizadas diferentes linhagens geograficas de Drosophila
melanogaster e de Drosophila simulans. Os experimentos foram
realizados em camara de temperatura constante a 22° + 1°C, com
excecao do experimento |, que foi realizado a 25° + 1°C, o meio de
cultura padrao foi o de banana com fermento biolégico (Saccharomyces
cerevisiae). Na Tabela 1 encontram-se discriminadas as espécies,
linhagens, procedéncia geografica, indicagdo dos experimentos em que
as linhagens foram utilizadas, ano de coleta e os valores das CLsg
(concentragdes que 50% dos individuos submetidos ao tratamento com

inseticida morrem) obtidos em trabalho anterior.

3.2 Bioensaios com DDT

Os niveis de suscetibilidade ao DDT foram avaliados por contato
das moscas com o inseticida, as quais foram colocadas em vidros
especificos para o teste (vidros de cintilagdo) previamente preparados
como segue: 200l de solugdo de inseticida obtida a partir de uma
solugédo estoque (1000ug DDT/mL de acetona) e aplicada no vidro nas
concentragbes previamente estabelecidas em estudos anteriores
(DARBON, 2002; GRANZOTTO, 2007). Logo ap6s a aplicagao, os vidros
foram continuamente movimentados até que a acetona evaporasse
totalmente. Depois de 10 horas, foi colocado um casal por tubo de
cintilagdo e os vidros foram fechados com algodao embebido em solugéao
acucarada (sacarose 5%) para fornecer alimento e agua e evitar a
dessecacao das moscas. A mortalidade foi computada 24 horas apos a
exposi¢cao ao inseticida. Os casais que sobreviveram ao teste foram

considerados resistentes e os que nao sobreviveram foram considerados



Tabela 1. Espécies e linhagens, procedéncia geografica, indicagdo dos experimentos em

que as linhagens foram utilizadas, ano de coleta ¢ o valor da CLsy (GRANZOTTO,
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2007)
Espécie Linhagem Procedéncia geografica Experimentos Ano de 50
coleta

D. melanogaster RP 1 Séo José do Rio Preto/SP [, 11, 1 2005 49,27
RP 2 Sao José do Rio Preto/SP v 2008 n.a.

SE Lagarto/SE I 2005 0,11
LE Lengois/BA i 2005 14,53

BG Bento Gongalves/RS [ 2005 6,10

SC Séao Carlos/SP v 2008 n.a.

Canton-S Linhagem Padrao i 2005 n.a.

D. simulans BG Bento Gongalves/RS i 2005 6,06
ov Onda Verde/SP i 2005 4,88

PF Paulo de Faria/SP i 2005 3,21

LE Lengois/BA i 2005 0,87

RP S&o José do Rio Preto/SP v 2008 n.a.

SC Séao Carlos/SP v 2008 n.a.

n.a.: ndo avaliada



35

suscetiveis. Nao foram utilizados nos experimentos dos componentes do
valor adaptativo os casais em que apenas um individuo sobreviveu ao
teste.

No experimento lll, foi realizado um outro bioensaio com o DDT
colocando-se 30 individuos (machos ou fémeas de trés dias de idade) por
tubo de cintilagdo, nas mesmas concentragdes utilizadas nesse

experimento.

3.3 Descricao dos cruzamentos em cada experimento

Para a avaliagdo dos componentes do valor adaptativo foram
realizados quatro tipos de experimentos (I, II, Il e IV) que variaram
principalmente quanto ao método usado para a oviposigdo (meio agar ou
de padréo de banana), quanto ao periodo da oviposigdo, ao numero de
repiques, ao tipo de cruzamento (massal ou casal), a geracao utilizada
(parentais ou F1) e a concentragdo do DDT (Tabela 2). As diferentes
metodologias empregadas foram com o intuito de obter o maior numero
possivel de casais com fendtipos resistentes e suscetiveis de mesmo
background genético (mesma linhagem).

Foram efetuados 20 cruzamentos por casal, em cada experimento,
exceto no experimento | em que foram realizados 10 cruzamentos, com
moscas de trés dias de idade. Os casais foram colocados em tubos de
excursao com meio de cultura padrdo de banana para a oviposi¢cao. Apos
esse periodo, os casais foram submetidos ao bioensaio com DDT nas
concentragdes de 50 ug/mL para a linhagem RP de D. melanogaster e de
10 pug/mL para as demais linhagens (experimento |, Il e Ill). Essas
concentracdées foram utilizadas baseando-se em estudos anteriores
(DARBON, 2002; GRANZOTTO, 2007) os quais obtiveram as CLs, de
cada uma das linhagens de laboratério avaliada no presente estudo. No
experimento IV foi utilizada a concentracdo de 10 pg/mL para todas as

linhagens (DARBON, 2002). Apds os bioensaios as linhagens foram
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classificadas em resistentes ou suscetiveis, baseando-se na
sobrevivéncia do casal (ver descricdo item 3.2). A oviposigao, para
analise dos componentes do valor adaptativo, foi feita no meio agar nos
experimentos | e |l e em tubos de excursdo contendo meio de cultura
padrao de banana nos experimentos Ill e IV. No experimento Il foram
realizados também intercruzamentos entre as linhagens RP e SE de D.
melanogaster em ambas as diregcbes com o objetivo de avaliar o efeito
materno do fendtipo resistente nos componentes do valor adaptativo.

No caso dos experimentos que se utilizou o meio a base de agar,
os casais foram introduzidos em garrafas de 1/4 L, limpas e esterilizadas,
contendo uma colher plastica com meio de cultura de agar sobre o qual
foi pincelada uma mistura de fermento bioldgico diluido em agua. Nesse
experimento, os ovos foram transferidos juntamente com o meio agar
para garrafas (1/4 L) contendo o meio de cultura padrédo de banana para
dar continuidade ao desenvolvimento. Para os experimentos em que se
utilizou o meio de cultura padrao de banana os ovos permaneceram nos

tubos de excursédo onde foram depositados.

a. Experimento |

Os casais permaneceram em tubos de excursao durante trés dias
para a oviposicao e, apods esse periodo, foram submetidos ao bioensaio
com o DDT. Para o estudo dos componentes do valor adaptativo, foram
efetuados cruzamentos com cinco casais de trés dias de idade com a F1.
Nesse experimento sete réplicas da linhagem RP e sete da linhagem SE
de D.melanogaster foram avaliadas sem considerar-se a sua
suscetibilidade ao DDT, devido a um numero pequeno de fendtipos
resistentes e suscetiveis. Muito embora esse experimento tenha sido
considerado inicialmente como “piloto”, decidiu-se inclui-lo nas analises
(Figura 1A).
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b. Experimento Il

Nesse experimento, 0s casais permaneceram em tubos de
excursao por cinco dias para a oviposigao e, logo apos este periodo,
foram submetidos ao bioensaio com o DDT. Foram realizados novos
cruzamentos por casal entre os individuos da F1 dessas linhagens, por
mais trés geragdes, em que os casais também foram submetidos ao teste
DDT apés a oviposigdo. Com os descendentes da F4 foram montados
cruzamentos massais com cinco casais de trés dias de idade para analise
dos componentes do valor adaptativo (Figura 1B). Com o intuito de
analisar a existéncia de efeito materno agindo positivamente no valor
adaptativo das fémeas (McCart et al.,, 2205, 2008) foram efetuados
intercruzamentos (em ambas as dire¢cdes) com individuos resistentes da
linhagem RP e individuos suscetiveis da linhagem SE. Os cruzamentos

realizados foram com cinco casais de trés dias de idade.

c. Experimento lll

Os casais permaneceram em tubos de excursao por cinco dias
para a oviposi¢do, com repiques diarios. Apos foram submetidos ao
bioensaio com o DDT e os componentes do valor adaptativo foram
avaliados nessa descendéncia (Figura 1C).

d. Experimento IV

Para esse experimento os casais permaneceram em tubos de
excursao por quatro dias para a oviposi¢gao, com repiques diarios, e logo
apo6s foram submetidos ao bioensaio com o DDT, neste caso também os
componentes do valor adaptativo foram avaliados nessa descendéncia
(Figura 1D).
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Figura 1A-D. Esquemas dos quatro experimentos realizados. A. Experimento |. B. Experimento Il
C. Experimento Ill. D. Experimento IV. * = casais que foram submetidos ao
bioensaio com o DDT para a classificagdo das linhagens em resistentes e
suscetiveis. TC= tubo de cintilagao
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3.4 Avaliagcao dos componentes do valor adaptativo: fertilidade,
fecundidade, viabilidade, longevidade e tempo de desenvolvimento

a. Fertilidade

Para essa analise foi computado o numero de ovos obtido em cada

experimento.

b. Fecundidade

A fecundidade foi avaliada contando-se o numero de imagos

emergido, separadamente e por sexo.

c. Viabilidade

Foram avaliadas em porcentagem as viabilidades: ovo-pupa; ovo-

adulto e pupa-adulto de cada linhagem.

d. Longevidade

A longevidade foi avaliada individualmente (machos e fémeas
isolados em tubos, 20 individuos de cada) e por casal (20 casais) com o
objetivo de verificar a correlacdo entre o esforgco reprodutivo e a
longevidade. Em ambos os casos, as moscas recém-nascidas foram
colocadas em tubos contendo meio de cultura padrdo de banana-
fermento, e foram transferidas para novos tubos uma vez por semana até

a morte dos individuos.
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e. Tempo de desenvolvimento

O tempo de desenvolvimento foi computado em dias em todos os
experimentos avaliando-se o periodo desde a postura dos ovos até a

emergéncia total dos imagos.

3.5 Analises estatisticas dos componentes do valor adaptativo

Para as analises e homogeneidade das médias foram utilizados o
teste t de Student e a analise de variancia (F) com o critério One-Way. As
médias com diferencas significantes foram determinadas pelas analises
de variancia (ANOVA). Foram usados para comparagdes multiplas o teste
Tukey e o teste ndo parameétrico Kruskal-Wallis. Também foi aplicado o

teste de qui-quadrado (y2) para avaliar a significancia das diferencas.

3.6 Investigagcao dos polimorfismos genéticos dos exons 1 e 2 do
gene Cyp6g1 em linhagens geograficas de D. melanogaster e D.

simulans.

O polimorfismo genético dos exons 1 (498 pb) e 2 (801 pb) do
gene Cypb6g1 (Figura 1) foi investigado nas linhagens de laboratério
resistentes BG e RP, suscetiveis SE e Canton-S e nas linhagens recém
coletadas RP e SC de D. melanogaster. Em D. simulans, foi investigado o
polimorfismo na linhagem de laboratério resistente LE, na linhagem

suscetivel de PF e nas linhagens recém coletadas RP e SC.
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Figura 2. Representagcdo esquematica do gene Cyp6g1 de D. melanogaster. Os
retdngulos representam os exons, em vermelho as regides codificadoras e em
azul as regides nao traduzidas; setas indicam as posi¢cées de anelamento do
oligonucleotideos foward e reverse dos exons 1 (Fwd: nucleotideos 656 a 679 e
Rev: nucleotideos 1373 a 1396) e 2 (Fwd: nucleotideos 1209 a 1232 e Rev:

nucleotideos 2220 a 2243).

3.6.1 Extracdo do DNA gendémico das linhagens com fenétipo

resistente e suscetivel

Apobs o screening com o DDT (item 3.3) as moscas com fenétipo
resistente e fendtipo suscetivel foram armazenadas a -70°C, para
posterior extragdo do DNA. O DNA genbmico de cada linhagem foi
extraido a partir de um “pool” de amostras de 30 individuos, segundo
Jowett, 1986 (com modificagdes).

Para a extragdo do DNA, as moscas foram colocadas em 700l
de Tampéo de Extracdo com Uréia, onde foram desintegradas. Essa
mistura foi incubada a 56°C durante 1 hora. Acrescentou-se no tubo
700ul de fenol, agitou-se por inversdo do tubo por no minimo durante 10
minutos. Centrifugou-se a 12000 rpm durante 10 minutos. Retirou-se a
fase aquosa sobrenadante e foi transferida para um novo tubo.
Acrescentou-se o mesmo volume de cloroférmio: fenol (1:1) e agitou-se
levemente durante 5 minutos. Centrifugou-se a 12000 rpm por 10
minutos. Retirou-se a fase aquosa tomando cuidado para n&o tocar na
interface. O conteudo foi colocado em um novo tubo, acrescentando-se

o mesmo volume de cloroformio, agitou-se levemente durante 5
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minutos. Centrifugou-se a 12000 rpm durante 10 minutos e transferiu-se
o sobrenadante para um novo tubo. Para a precipitacéo, foi colocado o
dobro do volume de etanol absoluto resfriado a —20°C e 20% de acetato
de sodio. Agitou-se levemente até que o DNA fosse precipitado
formando fios. Refrigerou-se a 4°C até o dia seguinte ou deixou pelo
menos 1h no freezer -70°C. Centrifugou-se a 12000 rpm durante 5
minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi decantado em papel
absorvente e o tubo foi invertido para secar o liquido a temperatura
ambiente. Acrescentou-se 100ul de etanol 70% e deixou-se por 10
minutos para que ocorresse a desidratagdo do DNA. Centrifugou-se a
12000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o tubo
foi colocado em estufa a 37°C, durante 30 minutos. Apds esse tempo,
acrescentou-se 30ul de tampéo de estabilizacdo e incubou-se a 37°C
por 30 minutos. Por fim, acrescentou-se 1ul de RNAse e incubou-se a
37°C por 1hora e 5 minutos 60°C em banho seco. Essas amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C para analises posteriores.

3.6.2 Amplificacao e purificacao das sequéncias de interesse

(exons 1 e 2 do Cyp6g1)

Foram utilizados 2 oligonucleotideos iniciadores especificos para
o0 gene Cyp6g1 que foram desenhados a partir do programa Primer idt
(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/). Os
oligonucleotideos iniciadores para o exon 1 foram: foward 5°
AAACCATCGACC GTTTCAAATGCG 3’ e reverse 5’ ACTGAGCGCAGA
TCTCCTTAATCT 3" e para o exon 2 foward 5° AGGTCAAGCAGATGTA
CACCCTTA3 e reverse 5 TATGCCATGGC CACTATGTTCTTG 3'. Os
tamanhos esperados dos fragmentos amplificados sdo respectivamente
740 pb do exon 1 e 1034 pb do exon 2.

As amplificagbes foram realizadas em 25 uL de volume total de

reagdo, contendo 24 uL Mix (2,5uL 1X tampédo Taq Polimerase
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(Invitrogen) ; 1uL MgCI2(2 mM); 1,25uL ANTP(100 uM); 0,5 Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) (2,5U/mL)), 1 uL de DNA e 10 pmoles de cada
iniciador.As PCRs foram realizadas em Termociclador Mastercycler
Gradiente e utilizando os parametros: 1) 94°C/min., temperatura inicial; 2)
94°C/min., temperatura de desnaturagcdo; 3)55°C/min. temperatura de
hibridizagdo; 4) 72°C/3min., temperatura de extensao; 5)repetir por 37
vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C/10 min., extensao final.

Os produtos de amplificacdo do gene foram purificados com o Kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE) separadamente. A
qualidade e quantidade do DNA extraido e purificado foram avaliadas
através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo e quantificado no espectrofotdbmetro NanoDrop ND1000
Spectrophotometer, e foram enviados 50ng de DNA purificado e
10pmoles de cada iniciador para cada reagao de sequénciamento, no
Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-UNESP,
Jaboticabal, no qual foi utilizado o Sequenciador Automatico de DNA ABI
PRISM modelo 3100.N.C.M.:9027.90.99.

3.6.3 Analises evolutivas das sequiéncias

As sequéncias de DNA produzidas foram manipuladas no
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e os
alinhamentos foram realizados pelo programa ClustalW 1.6 (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994) no formato default dos programas.

Foram calculados os numeros de substituicbes sindnimas por sitios
sinbnimos (dS) e de substituigbes nao-sinbnimas por sitios nao-
sinbnimos (dN), bem como as razées dN/dS, usando o método de Nei e
Gojobori (1986) com o programa Mega 3.1 (KUMAR et al. 2004). Para
analisar a ocorréncia de restricdes seletivas nos exons 1 e 2 foi utilizado o

teste D de Tajima (TAJIMA, 1989), como implementado no programa



45

DnaSP 4.50 (ROZAS et al., 2003), que compara o numero de sitios
segregantes e o numero medio de diferengas nucleotidicas, bem como

estima a diversidade nucleotidica (n).
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4 RESULTADOS

Todos os componentes foram avaliados separadamente em cada
experimento e também foi realizada uma avaliagdo geral com os dados
agrupados. Na Tabela 3 encontram-se os numeros de casais avaliados

com os fendtipos resistente e suscetivel obtidos em cada experimento.

4.1 Resisténcia ao DDT

Os numeros absolutos, porcentagens e meédias dos individuos
submetidos aos bioensaios com o DDT nos quatro experimentos
encontram-se nas Tabelas de 4 a 7.

No experimento |, dos 40 individuos testados por casal das
linhagens RP e SE de D. melanogaster, 25% foram resistentes, destes,
70% foram fémeas e 30% foram machos. No experimento I, dos 298
individuos dessas mesmas linhagens, submetidos ao teste com o DDT,
obtivemos 26,5% de resistentes, sendo 76% fémeas e 24% machos
(Tabela 4).

No experimento lll, o bioensaio com o DDT foi realizado por casal e
massal, como detalhado em Material e Métodos (item 3.1). Para as
linhagens de D. melanogaster, do total de individuos testados (1182),
30,7% foram resistentes no método por casal e 60,6% no método massal,
essas diferengas foram significantes (y2= 53,96; p<0,01). Foi obtido no
meétodo por casal, 72,1 % de fémeas e 27,9% de machos resistentes e no
método massal 46,1% de fémeas e 53,9% de machos resistentes para
essa espécie.

Dos 689 individuos de D. simulans testados para o DDT, 13,3%
foram resistentes no método por casal e 8,7% no método massal. Dos
resistentes, 84,4 % foram fémeas e 15,6% foram machos obtidos pelo
método por casal e 64,1% foram fémeas e 35,9% foram machos no

método massal (Tabela 5).
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Tanto para D. melanogaster quanto para D. simulans foi obtida
uma porcentagem maior de fémeas resistentes no método por casal, com
diferencgas significativas (=3,92 e t=12,94; p<0,01 para D. melanogaster e
D. simulans, respectivamente). No método massal n&o foi obtida diferenca
significante na comparagdo das porcentagens de fémeas e machos
resistentes para ambas as espécies, embora para D. simulans, outro teste
estatistico devera ser aplicado pelo baixo numero de amostras e grande
desvio apresentado (Tabela 6).

Nas comparagdes das médias das porcentagens do total de
individuos resistentes de D. melanogaster e de D. simulans nao foram
obtidas diferencas significantes entre os métodos por casal e massal.

No experimento IV, realizado com moscas recém coletadas das
linhagens RP e SC de D. melanogaster e D. simulans foi obtida uma alta
porcentagem de individuos resistentes para ambas as linhagens das duas
espécies. De 192 individuos de D. melanogaster testados para o DDT,
83,3% foram resistentes. Destes, 51,3% foram fémeas e 48,7% foram
machos. Nas comparagdes entre os individuos resistentes dessas
linhagens a diferenga foi significante (y2= 11,70; p<0,01). Em D. simulans,
dos 82 individuos testados, 90,2% foram resistentes, sendo 51,4%
fémeas e 48,6% machos (Tabela 7).

Nos quatro experimentos realizados foram submetidos ao
bioensaio com o DDT 1.712 individuos de D. melanogaster, desses,
47,60% foram resistentes, sendo 450 fémeas (55,21 %) e 365 machos
(44,79%). Dos 771 individuos de D. simulans submetidos ao bioensaio
com o DDT, foram obtidos apenas 18,81% de individuos resistentes,
sendo 90 fémeas (62,07%) e 55 machos (37,93%).
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Tabela 3. Numeros de casais com fenétipos resistentes (R) e suscetiveis (S)
obtidos nos bioensaios com DDT e utilizados nos experimentos dos

componentes do valor adaptativo ,R= resistente; S=suscetivel, -: nao
avaliada
Experimento Espécie Linhagem Fenétipos/Réplicas
R S
I D. melanogaster RP - -
SE - -
] D. melanogaster RP 15 10
SE 0 13
1] D. melanogaster BG 3 1
LE 3 2
RP 1 3
SE 1 3
Canton-S 0 3
D. simulans LE 1 3
ov 0 3
PF 0 3
BG 0 3
v D. melanogaster RP 20
SC 20 0
D. simulans RP 20 0
SC 17 0




(3%

(0‘92) 09 (o've) 61 (s‘92) 62 862 lejoL
(0'96) v2 (0'v) L (L'81) 52 Vel as
(2'99) 9¢ (e'ce) 81 (6'2€) ¥S v9l dy I
(02) 2 (0g) € (o‘se) o1 oV lejoL
(0'00t) 2 0 (0'0l) ¢ 0z as
('29) g (g'2¢) ¢ (0'ov) 8 0z dy _
seawd soyosep
sajuajsisal wom\%_zu:_ ap |ejol AR.WMM_WF__MWHE www___wwfw_ww_ woabeyury ojuswiadxy

I| © | sojuswiadxa sop

Jajseboueja ‘g ap 3S 8 4y suabeyul sep | g © W02 solesuaolq sop suabejuaoiod & soinjosge solswnp ‘p ejegeL



50

Tabela 5. Numeros absolutos, porcentagens do bioensaio com o DDT das linhagens
de D. melanogaster e D. simulans do experimento Il

Método Espécie e Individuos Individuos Total de individuos
Linhagem testados resistentes (%) resistentes (%)
Machos Fémeas
Por

Casal D. melanogaster

RP 228 67 (29,4) 21 (31,3) 46 (68,7)
SE 194 35 (18,0) 2 (5,7) 33 (94,3)
LE 40 24 (60,0) 9 (37,5) 15 (62,5)
BG 40 28 (70,0) 11 (39,3) 17 (60,7)
Total 502 154 (30,7) 43(27,9) 111 (72,1)
D. simulans
BG 60 16 (26,7) 3(18,75) 13 (81,25)
PF 60 1(1,7) 0 1(100,0)
ov 60 9 (15,0) 1(11,1) 8 (88,9)
LE 60 6 (15,0) 1(16,7) 5(83,3)
Total 240 32 (13,3) 5 (15,6) 27 (84,4)

Massal p. melanogaster

RP 243 187 (76,9) 94 (50,3) 93 (49,7)

SE 149 37 (24,8) 18 (48,6) 19 (51,4)

LE 206 106 (51,4) 53 (50,0) 53 (50,0)

BG 82 82 (100,0) 57 (69,5) 25 (30,5)
Total 680 412 (60,6) 222 (53,9) 190 (46,1)

D. simulans

BG 10 0 0 0

PF 150 0 0 0

oV 180 20 (11,1) 10 (50,0) 10 (50,0)

LE 159 19 (11,9) 4(21,1) 15 (78,9)

Total 449 39 (8,7) 14 (35,9) 25 (64,1)
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Tabela 7. Numeros absolutos e porcentagens do bioensaio com o DDT das linhagens
RP e SC de D. melanogaster e D. simulans do experimento IV.

Espécie e Individuos Ind_iwduos Total de individuos
. resistentes . o
Linhagem testados (%) resistentes (%)
Machos Fémeas
D. melanogaster
RP 136 133 (97,8) 65 (48,9) 68 (51,1)
SC 56 27 (48,2) 13 (48,2) 14 (51,8)
Total 192 160 (83,3) 78 (48,7) 82 (51,3)
D. simulans
RP 58 54 (93,1) 26 (48,2) 28 (51,8)
SC 24 20 (83,3) 10 (50,0) 10 (50,0)

Total 82 74 (90,2) 36 (48,6) 38 (51,4)
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4.2 Avaliacdo dos componentes do valor adaptativo:
fertilidade, fecundidade, viabilidades (ovo-pupa, pupa-imago, ovo-

imago) e longevidade

Experimento |

Na comparagdo dos componentes do valor adaptativo entre as
linhagens de D. melanogaster, RP e SE, foi observada uma unica
diferenga significante (t= 2,75; p<0,05) entre as médias do numero de
ovos. A maior viabilidade foi obtida em pupa-imago para ambas as
linhagens (em torno de 95%) e a menor, em ovo-imago (em torno de

60%), sugerindo uma alta mortalidade ao nivel larval (Tabela 8)

Para o estudo de longevidade foram analisados 60 individuos de
cada linhagem. A longevidade dos machos individuais variou de 10 a 93
dias, enquanto das fémeas variou de 10 a 99 dias. Machos por casal
viveram de 18 a 93 dias e suas fémeas viveram de 10 a 99 dias. Na
andlise das médias da longevidade das linhagens, as diferengas foram
significantes nas comparagdes entre as fémeas individuais de RP (64,39
dias) e de SE (40,30 dias) (t = 3,63; p<0,01), entre os machos por casal
de RP (60,40 dias) e SE (43,75 dias) (t = 2,08; p<0,05), e das fémeas por
casal de RP (66,90 dias) e SE (47,15 dias) (t= 2,98; p<0,01). Essas
diferengas mostram uma maior longevidade para a linhagem RP (Tabela
9)

Na avaliacdo do tempo de desenvolvimento (ovo-imago) as
médias foram de 9,31 dias para a linhagem de SE e de 9,66 dias para a
linhagem de RP e nessa comparagédo a diferenca observada foi
significante (t=3,23; p<0,01).
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Experimento Il

Na comparagdo das meédias entre as réplicas resistentes da
linhagem RP (RPR) somente a diferenga observada na fertilidade foi
significante e ocorreu entre RPR3 e RPR1 como avaliado pelo teste de
Tukey (F= 4,01; p<0,05). Na avaliagdo das réplicas suscetiveis de RP
(RPS) foi observada também somente diferenga significante na fertilidade
(H = 4,39; p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. As réplicas da linhagem
SE suscetiveis (SES) mostraram diferencgas significantes na comparagao
das médias do numero de ovos (F=23,60; p<0,01) e imagos (F=7,76;
p<0,01) (Tabela 10). O teste de Tukey evidenciou que houve diferengas
significantes entre todas as comparagdes dessas réplicas na fertilidade e
em relacdo a média do numero de imagos a diferenga foi entre SES1 e
SES3.

Entre as linhagens resistentes e suscetiveis de RP, foram
observadas diferengas significantes na fertilidade (F= 6,86; p<0,01),
viabilidade ovo-pupa (F=7,50; p<0,05) e viabilidade ovo-imago (F=5,49;
p<0,05) (Tabela 10). Na comparagao duas a duas, realizada pelo teste de
Tukey, as diferengas significantes observadas na fertilidade foram entre a
linhagem RPS1 e todas as outras trés réplicas resistentes, outra diferenca
foi observada para viabilidade ovo-pupa entre RPS1 e RPR3 e na

viabilidade ovo-imago entre RPS1 e RPR3.

Nas comparagdes entre as linhagens suscetiveis de RP e SE as
diferencas significantes observadas foram no numero de ovos e no de
imagos, respectivamente F= 523 e 7,15, p<0,05 (Tabela 10). As
combinag¢des duas a duas significantes para a fertilidade foram entre
RPS2 com RPS1, SES1 e SES2 e entre SES3 com RPS1, SES1; para a
fecundidade somente a combinagdo SES1 e RPS2 foi significante.

Na Tabela 11 encontram-se as analises dos dados obtidos nos

inter e intracruzamentos realizados entre as linhagens resistentes de RP
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(RPR) e suscetiveis de SE (SES). Na comparagcdo entre os
intercruzamentos n&o foi observada nenhuma diferenga significante nos
componentes avaliados e entre os intracruzamentos somente a fertilidade
mostrou valores significantes (t=4,96, p<0,01). Quando comparados os
inter com os intracruzamentos, a unica diferenca observada também foi
na fertilidade (F=5,26; p<0,01) que foi entre os intracruzamentos de RPR

e o intercruzamento F RPR x M SES.

No estudo de longevidade foram analisados 192 individuos de RP
resistente (RPR), 120 individuos de RP suscetivel (RPS), 180 individuos
de SE suscetivel (SES) e 60 individuos em cada intercruzamento (F RPR
x M SES; F SES x M RPR). A longevidade dos machos individuais variou
de 15 a 119 dias e a das fémeas de 15 a 135 dias. Os machos por casal
viveram de 6 a 139 dias e as fémeas de 5 a 127 dias. Foram significantes
as comparagdes entre as meédias das fémeas individuais (F=2,46;
p<0,05), dos machos por casal (F=3,35; p<0,05) e de suas fémeas
(F=3,06; p<0,05) nas diferentes linhagens e cruzamentos. As diferengas
significantes nas médias obtidas pelo teste de Tukey foram nas
combinagdes para machos acasalados entre SES e RPR, para fémeas
por casal entre o F RPR x M SES e RPR e entre F RPR x M SES e SES.
Nas comparagdes entre as médias dos machos individuais com as das
fémeas individuais a unica diferenga significante observada foi em RPS
(t=2,53; p<0,05). A diferenca significante entre as médias de machos e
fémeas por casal foi somente para a linhagem SES (t=2,76; p<0,01). Nao
foi observada diferenga significante na comparagao entre machos
individuais com machos por casal e entre fémeas individuais com fémeas
por casal, nas diferentes linhagens e cruzamentos (Tabela 12).
Comparando-se as linhagens RP resistentes (RPR) com RP suscetiveis
(RPS), foram observadas diferengas significantes para as fémeas
individuais (F=2,30; p<0,05) e machos por casal (F=2,31; p<0,05)(Tabela
12).
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Na avaliacdo do tempo de desenvolvimento (ovo-imago) nao
houve diferengas significantes entre as linhagens resistentes (T.D.=9,00
dias) e suscetiveis (1.d.=9,00 dias) e entre os intercruzamentos efetuados

em ambas as diregbes com essas linhagens (T.D.=8,00 dias) (Tabela 13).
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Tabela 10. Médias e erros padrées do numero de ovos e imagos e das porcentagens das
viabilidades (ovo-pupa; pupa-imago; ovo-imago) das linhagens de D. melanogaster obtidos no
experimento |l. F para homogeneidade das médias; H= analise nao-paramétrica (Kruskal-
Wallis)

Linhagem Média dos Média dos Viabilidades (%)
Ovos Imagos
Ovo-pupa Pupa-imago Ovo-imago
Resistente
RPR1 80,00 + 4,46 1520+ 1,96 20,46 +1,89 92,30+3,48 18,30 + 1,59
RPR2 101,00 + 9,43 28,20 +11,40 31,10+11,60 88,50 + 5,67 28,60 + 11,50
RPR3 115,00+ 11,20 16,00+6,42 1572+557 81,86+5,38 13,02+4,36
F 4,01* ns ns ns ns
Suscetivel
RPS1 37,40 + 4,76 16,80 +3,99 49,62+7,26 88,44+4,75 44,74+ 8,06
RPS2 80,80 + 15,30 31,20+8,08 44,36+7,88 86,92+555 39,10 + 8,00
H 4,39* ns ns ns ns
SES1 16,60 + 3,87 520+1,77 33,10+9,73 74,30+19,40 31,80 +10,10
SES2 46,00 + 7,04 13,40 +4,15 35,04+7,42 81,40+896 31,00+ 8,57
SES3 79,67 + 7,22 28,67 +6,89 51,30+ 12,00 69,60+4,90 35,67 + 8,37
F 23,60** 7,76** ns ns ns
Frer x rRPS 6,86** ns 7,50* ns 5,49*
Fres x sES 5,23* 7,15% ns ns ns

*: p<0,05; **: p<0,01; ns=diferenga nao significante
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Tabela 11. Médias e erros padrdes numero de ovos e imagos e das porcentagens das
viabilidades (ovo-pupa; pupa-imago e ovo-imago) entre os cruzamentos das linhagens de D.
melanogaster resistentes (RPR) e suscetiveis (SES) obtidos no experimento Il. M= macho, F=
fémea. F para homogeneidade das médias; t=Teste t de Student

Cruzamentos Média dos Média dos Viabilidades (%)
Ovos Imagos
F M Ovo-pupa Pupa-imago Ovo-imago
RPR SES 43,70+7,69 18,00+4,59 52,42+ 8,56 83,73+4,97 44,63+8,82
SES RPR 59,40+15,6 13,40+2,70 39,06+ 9,83 69,00 £ 10,70 29,82 + 9,09
RPR RPR 90,80+6,10 21,70+5,87 25,79+5,80 90,40 +£3,20 23,44+5,72
SES SES 39,70+8,31 12,70+3,31 38,64+4,44 85,74 £ 5,33 35,00 £ 5,18
trPRxRPR SESXSES 4,96** ns ns ns ns
F 5,26** ns ns ns ns

*: p<0,05; **:p<0,01; ns= diferenga nao significante
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Tabela 13. Médias e erros padrbes do tempo de
desenvolvimento (em dias), das linhagens de D.
melanogaster, obtidos no experimentos Il. N= numero
de imagos emergidos; F=homogeneidade das meédias;
t= Teste t de Student. RPR: linhagem Rio Preto
resistente, SES: linhagem Sergipe suscetivel. M=
macho, F= fémea

Linhagem Média e erro N
padrao

Resistentes

RP1 9,00 + 0,00 74
RP2 9,01 +£0,00 141
RP3 9,00 + 0,00 80
Suscetiveis
RP1 9,00 + 0,00 82
RP2 9,01 +£0,00 156
SE1 9,00 £ 0,00 26
SE2 9,03 +0,02 67
SE3 9,02 + 0,01 86
Cruzamentos
F RPRx M SES 8,00 + 0,00 180
F SESx M RPR 8,00 + 0,00 134

**: p<0,01
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Experimento Il

Em uma analise geral das linhagens resistentes e suscetiveis de D.
melanogaster verifica-se a existéncia de uma variabilidade entre as
linhagens nos diferentes componentes avaliados, com maior diferenca
para a fertilidade (numero de ovos) e fecundidade (numero de imagos), do

que para a viabilidade (Tabela 14).

Entre todas as linhagens resistentes de D. melanogaster, BG
demonstrou maior fertilidade, produtividade e altas viabilidades. Nas
linhagens suscetiveis dessa espécie, obtivemos um unico casal suscetivel
para BG e dois para LE, sendo que, para essa ultima linhagem, obtivemos
os menores valores médios de fertilidade e fecundidade. Nesse grupo de
linhagens RP foi a linhagem em que se obteve as maiores médias na
fertilidade, fecundidade e viabilidades. Canton-S, a linhagem suscetivel
padrdqo de laboratério, também mostrou valores baixos quando

comparada, por exemplo, com RP suscetivel.

Para D. simulans, foi obtida uma unica linhagem resistente, LE, a
qual mostrou valores baixos na fertilidade e fecundidade quando
comparada com a linhagem BG resistente e RP suscetivel de D.
melanogaster, que apresentaram o0s maiores valores para esses
componentes. E, quando comparada em valores numeéricos com as
suscetiveis de D. simulans, os valores foram notadamente superiores. De
modo geral, os valores para as viabilidades também foram altos e
superiores a algumas linhagens suscetiveis de D. simulans,

principalmente para a viabilidade ovo-imago (Tabela 14).

As linhagens suscetiveis de D. simulans mostraram valores baixos
de fertilidade e fecundidade quando comparadas com a maioria das

linhagens resistentes e suscetiveis de D. melanogaster, e em alguns
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casos viabilidades mais baixas também, principalmente a viabilidade ovo-
imago para OV, PF e BG.

Nesse experimento devido ao numero diferente de réplicas entre as
linhagens utilizadas, elas foram agrupadas em resistentes e suscetiveis,
para viabilizar alguns testes estatisticos. Assim, foram feitas comparagdes
entre trés grupos: linhagens resistentes de D. melanogaster, linhagens
suscetiveis de D. melanogaster e linhagens suscetiveis de D. simulans.
Pelo fato da linhagem LE resistente de D. simulans ter apenas uma
réplica ela ndo pode ser incluida nas comparagdes estatisticas. Entre as
suscetiveis de D. melanogaster e de D. simulans para numero de ovos
(F=4,84; p<0,05) e numero de imagos (F=9,22; p<0,01) (Tabela 14).

Para o estudo de longevidade em D. melanogaster foram
considerados os dados obtidos nas linhagens resistentes LE e BG e nas
linhagens suscetiveis RP, SE e Canton-S (Tabela 15).; e para D. simulans
foram analisados os individuos da linhagem resistente LE e das linhagens
suscetiveis OV, BG, LE (Tabela 16). Nesta analise foram avaliados 366
individuos da espécie de D. melanogaster e 183 individuos de D.

simulans.

Os machos individuais de D. melanogaster viveram de 16 a 151
dias (78,83 + 3,59) e as fémeas individuais viveram de 23 a 158 dias
(95,47 + 3,83); os machos e fémeas por casal viveram de 23 a 142 dias
(86,92 + 3,60; 70,21 + 3,93). Em D. simulans, os machos individuais
viveram de 23 a 148 dias (80,12+5,56) e as fémeas individuais viveram de
19 a 129 (61,94 + 4,40); machos por casal viveram de 19 a 127 dias
(68,05 + 7,94) e as fémeas por casal viveram de 20 a 127 dias (71,08 +
7,62).

Dentre as linhagens de D. melanogaster as diferengas foram
significantes nas comparacdes entre os machos individuais (F=7,73;
p<0,01) e machos por casal (F=6,13; p<0,05). Na comparag¢ao duas a

duas de Tukey essas diferengas foram observadas entre RP suscetivel
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(RPS) (71,60 dias) com SE suscetivel (SES)(98,70 dias) e Canton-S
(48,15 dias) com SES (98,70 dias), LE resistente (LER) (81,10 dias) e BG
resistente (BGR)(92,10) para machos individuais e entre Canton-S (44,20
dias) com SES (93,95 dias), LER (87,45 dias) e BGR (88,65 dias) para
machos por casal (Tabela 15).

Nas comparacgdes entre machos com fémeas individuais e entre machos
com fémeas por casal foram significantes as diferengcas observadas nas
linhagens LER, RPS e Canton-S (Tabela 15). Foram significantes também
as diferencgas obtidas entre machos individuais com machos por casal (F=
2,96; p<0,01) na linhagem RPS entre fémeas individuais com fémeas por
casal na linhagem LER (F= 2,35; p<0,05) e na linhagem RPS (F= 2,50;
p<0,05). Na comparacao entre as linhagens resistentes (LER e BGR) e
suscetiveis (RPS, SES, Canton-S) nédo foi observada diferenca
significante (Tabela 15).

Na Tabela 16 encontram-se as analises da longevidade realizada
nas linhagens de D. simulans. Foram obtidas diferengas significantes na
comparagao entre machos individuais de todas as linhagens (F= 4,09;
p<0,05) e entre os machos individuais da linhagem resistente com as
linhagens suscetiveis (F= 3,00; p<0,01). Na analise de Tukey as
diferengcas foram entre OV suscetivel (56,50 dias) com LE suscetivel
(92,30 dias) e com LE resistente (LER) (104,14 dias). Na comparagao
entre machos e fémeas individuais as diferencas significantes foram
observadas nas linhagens LER (t= 4,40; p<0,01) e BG suscetivel (t= 2,46;
p<0,05).

No experimento lll, as médias para o tempo de desenvolvimento
para D. melanogaster ficaram entre 11,89 e 14,40 dias para as linhagens
resistentes e entre 12,45 e 14,00 dias para as linhagens suscetiveis, em
D. simulans foi de 13,42 dias para a linhagem resistente (LE) e entre
10,50 a 12,21 dias para as linhagens suscetiveis. Foram obtidas
diferengas significantes nas comparagdes entre as linhagens resistentes
de D. melanogaster (F= 45,68; p<0,01) e entre as linhagens resistentes e
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suscetiveis dessa espécie (F= 18,58; p<0,01) (Tabela 17). Na
comparagdo duas a duas das linhagens resistentes, as diferencas
ocorreram entre BG-R com LE-R, SE-S, RP-S e Canton-S e entre LE-R
com RP-R, SE-S E RP-S.

Nas linhagens de D. simulans, as diferengas foram significantes
entre as linhagens suscetiveis (F= 19,22; p<0,01) e na comparagao
dessas linhagens com a linhagem resistente LE-R (F=36,12; p<0,01)
(Tabela 17). Na comparagao duas a duas a linhagem LE-R apresentou
diferenca significante com todas as outras linhagens suscetiveis e entre
as linhagens suscetiveis as diferencas significantes foram entre LE-S com
PF-S e BG-S e entre OV-S com PF-S e BG-S.
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Tabela 14. Médias e erros padrées do numero de ovos e de imagos e das porcentagens das viabilidades (ovo-
pupa; pupa-imago; ovo-imago) das linhagens resistentes e suscetiveis de D. melanogaster e D. simulans do

experimento Ill. F para homogeneidade das médias; -: teste estatistico ndo realizado

Linhagem Média dos Média dos Viabilidades (%)
Ovos Imagos
Ovo-pupa Pupa-imago Ovo-imago
D. melanogaster
Resistente
BGR 97,70 £ 10,50 79,00 + 8,08 90,27 £ 3,19 89,93 + 4,20 81,03 + 4,21
LER 51,00+ 4,73 45,00 + 7,09 86,83+ 7,72 99,37 + 0,63 87,07 + 6,64
RPR 36,00 - 32,00 - 91,7 - 96,90 - 88,90 -
Suscetivel
BGS 61,00 - 42,00 - 85,20 - 80,70 - 68,80 -
LES 7,00 + 4,00 4,50 + 3,50 57,60 £ 24,30 94,4 + 5,60 53,00 £ 19,7
RPS 90,33+ 6,17 75,33+ 5,17 91,07 + 3,84 90,90 + 4,15 83,40 £ 0,55
SES 61,3 + 14,10 47,70 £ 18,80 78,30 + 12,50 88,97 + 8,30 71,40 £ 15,90
Canton-S 34,33 + 8,11 17,33 + 3,84 68,6 + 13,50 77,57 +4.71 52,37 + 7,91
D. simulans
Resistentes
LER 45,00 - 38,00 - 86,70 - 974 - 84,40 -
Suscetiveis
ovs 17,67 £ 4,63 11,00 £ 4,58 65,6+ 17,8 81,30 £ 9,83 55,90 + 18,6
PFS 10,33 £ 2,60 5,67 + 2,19 77,8 + 11,1 71,70 + 17,40 52,23+7,79
LES 14,00 + 1,00 10,00 £ 0,58 89,10+ 7,39 80,97 + 3,01 72,57 + 8,48
BGS 6,00 + 1,00 3,67 £0,88 80,93 £ 9,53 76,70 £ 14,50 59,9+ 6,29
Fo.mel, sxDsims 4,84* 9,22** ns ns ns

*:p<0,05; **:p<0,01; ns=diferen¢a nao significante
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Tabela 17. Médias e erros padrbes do tempo de desenvolvimento (em dias), das
linhagens de D. melanogaster e D. simulans, obtidos no experimento Ill. N=
numero de imagos emergidos; t= Teste t de Student; F para a homogeneidade
das médias. R= Resistente, S= Suscetivel, D.sim= D. simulans

Espécie Linhagem Média e erro padrao N
D. melanogaster Resistentes
BG 13,43+ 0,11 235
LE 11,89 £+ 0,09 135
RP 14,40 + 0,24 32
F 45,68**
Suscetiveis
SE 12,69+ 0,14 121
RP 12,52 + 0,09 226
Canton-S 12,45+ 0,14 51
BG 14,00 +0,32 42
LE 13,50 + 0,64 9
F rxs 18,58**
D. simulans Resistente
LE 13,42+ 0,12 38
Suscetiveis
LE 12,21+ 0,11 24
ov 12,00 £ 0,18 33
PF 10,59 + 0,25 17
BG 10,50 £ 0,07 10
F p.sim-s 19,22**
F p.sim 36,12**

*p<0,01
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Experimento IV

Nesse experimento foram obtidas somente linhagens resistentes

de D. melanogaster e D. simulans, recentemente coletadas.

Na Tabela 18 encontram-se as analises entre as linhagens
resistentes RP e SC de D. melanogaster. As diferengcas foram
significantes entre o numero de ovos (t=4,24; p<0,01) e de imagos
(t=3,14; p<0,05) e a viabilidade ovo-imago (t=3,17; p<0,01). Na
comparacgao das linhagens resistentes RP e SC de D. simulans foram
observadas diferengas significantes no numero de ovos (t=3,86; p<0,01) e

no numero de imagos (t=4,24; p<0,01).

Comparando-se a linhagem RP de D. melanogaster com a
linhagem RP de D. simulans, as diferengas foram significantes na
fertilidade (t=3,35; p<0,01), fecundidade (t=2,94; p<0,05) e na viabilidade
ovo-pupa (2,38; p<0,05). Entre as linhagens SC dessas duas espécies,
com excegdo da viabilidade pupa-imago, todas as outras comparagdes
foram significantes (Tabela 18).

Para o estudo da longevidade foram analisados 160 individuos de
cada espécie (D. melanogaster e D. simulans) das linhagens RP e SC. Os
machos e as fémeas individuais de D. melanogaster viveram de 6 a 142
dias (89,50 + 6,10; 69,48 + 5,83); os machos por casal viveram de 21 a
142 dias (81,73 + 5,27) e as fémeas por casal viveram de 6 a 128 dias
(74,80 + 5,50). Em D. simulans, os machos individuais viveram de 6 a 142
dias (84,83 + 6,58) e as fémeas individuais viveram de 6 a 128 (66,93 +
5,27); machos por casal viveram de 21 a 142 dias (88,68 + 5,33) e as

fémeas por casal viveram de 34 a 129 dias (85,08 £ 4,50).

Entre as linhagens de D. melanogaster analisadas foram obtidas
diferengas significantes nas comparagdes entre machos individuais

(t=3,90; p<0,05) e fémeas individuais (t= 2,31; p<0,05) e fémeas por casal
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(t= 3,04; p<0,01). Para D. simulans foram significantes nas comparagdes
entre os machos e fémeas individuais da linhagem de SC (t=2,13;
p<0,05); entre as fémeas individuais e as por casal da linhagem de RP (t=
2,42; p<0,05). Quando aplicado o teste One-Way para homogeneidade
das amostras, a unica diferengca significante foi observada entre as
fémeas pos casal das quatro linhagens (t= 4,57; p<0,05) (Tabela 19).

Os machos foram mais longevos que as fémeas em 6 das 8
comparagoes efetuadas em ambas as espécies, independente das
linhagens e do tipo de cruzamento (individual ou por casal) considerados.

No tempo de desenvolvimento desse experimento, os valores
variaram de 12,15 a 15,06 dias para as linhagens de D. melanogaster e
de 12,00 a 13,42 dias para as de D. simulans. Foram obtidas diferencas
significantes entre as comparacbes duas a duas de D. melanogaster
(t=35,83; p<0,01), de D. simulans (t=14,42; p<0,01) e nas comparagdes
entre as linhagens RP (t= 2,11; p<0,05) e SC (t=15,36; p<0,01) (Tabela
20).
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Tabela 20. Médias e erros padrées do tempo de
desenvolvimento (em dias), das linhagens recém coletadas
de D. melanogaster e D. simulans, obtidos no experimento
IV. N= nimero de imagos emergidos; DM: D. melanogaster
, DS: D. simulans ; RP: Rio Preto, SC: Sao Carlos. t= Teste
t de Student, DM= D. melanogaster, DS= D. simulans

Espécie Linhagem Média e erro N
padrao
D. melanogaster RP 12,15+ 0,15 1339
SC 15,06 + 0,37 2024
t = 35,83**
D. simulans RP 12,00 + 0,04 1028
SC 13,42 + 0,08 445
t =14,42*

t ovrP xDsrP =2,11*

t omscxpssc = 15,36 **

*: p<0,05 ; **: p<0,01
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4.3 Avaliacao geral dos componentes do valor adaptativo entre os
experimentos realizados

Para as linhagens de laboratério de D. melanogaster obtivemos 23
casais resistentes e 45 suscetiveis e para D. simulans 1 casal resistente e
12 suscetiveis. Ja, para as recém coletadas, foram obtidos 40 casais
resistentes de D.melanogaster e 37 casais resistentes de D.simulans. Nao
foi obtido casais suscetiveis recém coletados para D. melanogaster como
também para D.simulans.

As Tabelas de 21 a 23 contém uma analise geral dos componentes
do valor adaptativo das linhagens resistentes e suscetiveis de ambas as
espécies estudadas. Todos os dados obtidos nos 4 experimentos foram
agrupados.

Todas as comparagdes dos componentes do valor adaptativo de D.
melanogaster foram significantes entre as linhagens resistentes recém
coletadas e de laboratério e, entre as resistentes e suscetiveis de
laboratério, foram significantes as médias da fertilidade e tempo de
desenvolvimento (Tabela 21).

Em D. simulans nao foi possivel comparar estatisticamente as
linhagens resistentes recém coletadas com a unica linhagem resistente
LE. A Unica anadlise estatistica possivel realizada entre a linhagem
resistente LE e as recém coletadas e as suscetiveis de laboratério, foi em
relacdo ao tempo de desenvolvimento, que apresentaram diferencas
significantes (Tabela 21).

As maiores médias foram para as linhagens resistentes recém
coletadas de ambas espécies, com exce¢ao das viabilidades e do tempo
de desenvolvimento de D. simulans (Tabela 21).

Outra analise foi realizada, agrupando-se os valores obtidos em
todos os experimentos para as linhagens resistentes e suscetiveis de

ambas as espécies. Nesta avaliacdo nao foi considerada as diferengas na
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metodologia empregada ou tempo de coleta das linhagens (Tabela 22).
Foram obtidas diferengas significantes na fertilidade de D. melanogaster e
D. simulans (t =7,48; 12,35, p<0,01 respectivamente), na fecundidade (t=
5,57; 13,42, p<0,01), na viabilidade pupa-imago de D. simulans (t=3,43;
p<0,01) e no tempo de desenvolvimento (t= 44,80; 5,67,
p<0,01,respectivamente).

A avaliagao geral da longevidade mostrou que os cinco maiores
valores obtidos foram para os fendtipos resistentes para as linhagens
recém coletadas ou de laboratério, de D. melanogaster e D. simulans. A
maior longevidade em D. melanogaster foi obtida para as linhagens
resistentes recém coletadas, sendo os machos individuais os mais
longevos (89,50 dias), seguido pelos machos (81,73 dias) e fémeas
acasaladas (74,80 dias). A maior longevidade em D. simulans foi obtida
para os machos individuais da linhagem resistente de laboratorio (LER,
104,14 dias), como ja mencionado anteriormente, seguida pela
longevidade dos machos (88,28 dias) e fémeas (85,08) acasaladas e
machos individuais (84,83 dias) das linhagens recém coletadas (Tabela
23).
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Tabela 21. Médias por fémeas € erros padrées da fertilidade, fecundidade, viabilidades
e tempo de desenvolvimento das linhagens recém coletadas (resistentes) e linhagens
de laboratorio resistentes e suscetiveis de D. melanogaster e D. simulans. t= teste t de
Student. LR= linhagens de laboratério resistentes, LS= linhagens de laboratério
suscetiveis, RCR= linhagens recém coletadas resistentes, Fertilidade e Fecundidade
por dia de oviposi¢ao. T.D.: Tempo de desenvolvimento (em dias).-: andlise estatistica
nao realizada por numero pequeno de amostras

Linhagem t
Componentes

do valor RCR LR LS RCR x LR LRxLS

adaptativo
D. melanogaster

Fertilidade 54,50 + 2,31 17,47+1,31 10,46 +£0,77  14,02** 4,47

Fecundidade 42,42 +2,79 6,37 £+ 1,10 5,62 + 0,59 11,96** ns
Viabilidades:

Ovo-pupa 79,92 + 2,69 43,61+7,44 57,82+3,37 4,59** ns
Pupa-imago 95,97 £ 1,75 89,91+221 88,30+1,84 2,15* ns
Ovo-imago 76,69 £ 2,97 40,58 +7,23 51,78+ 3,23 4,61* ns

T.D. 13,89 + 0,05 11,18+ 0,09 10,25+ 0,05 24,33 8,25**
D. simulans
Fertilidade 36,90 + 2,27 9,00 - 2,40+0,35 - -
Fecundidade 23,02+ 1,20 7,60 - 1,98 £ 0,40 - -
Viabilidades:

Ovo-pupa 65,72 + 3,22 86,70 - 78,37 £ 5,76 - -
Pupa-imago 96,89 + 0,91 97,40 - 77,65 +5,44 - -
Ovo-imago 63,72 + 3,23 84,40 - 60,05 + 5,38 - -

T.D. 12,43+ 0,48 13,42+0,18 11,65+0,13 5,31* 7,89**

*: p<0,05; **: p<0,01; ns= diferenga nao significante
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Tabela 22. Médias e erros padrdes da fertilidade, fecundidade, viabilidades e
tempo de desenvolvimento das linhagens resistentes e suscetiveis de D.
melanogaster e D. simulans obtidos em todos os experimentos. t= teste t de
Student T.D.: Tempo de desenvolvimento (em dias)

Componentes
do valor Linhagem t
adaptativo
Resistentes Suscetiveis
D. melanogaster
Fertilidade 34,56 + 3,13 10,46 + 0,77 7,48**
Fecundidade 23,45 +3,14 5,63 + 0,60 5,57*
Viabilidades:

Ovo-pupa 60,90 + 4,95 57,82 + 3,37 ns
Pupa-imago 92,80 + 1,48 88,30 £ 1,84 ns
Ovo-imago 57,70 + 4,88 51,78 + 3,23 ns

T.D. 13,48 + 0,05 10,26 + 0,05 44,80**
D. simulans
Fertilidade 35,35 + 2,65 2,40 +0,30 12,35 **
Fecundidade 22,11 +1,45 1,98 + 0,40 13,42*
Viabilidades:

Ovo-pupa 67,50 + 2,94 78,37 + 5,76 ns
Pupa-imago 96,51 + 0,81 77,65+ 5,44 3,43**
Ovo-imago 65,25 + 3,04 60,05 + 5,38 ns

T.D. 12,46 + 0,05 11,65 +0,13 5,67**

**: p<0,01; ns= diferenga néao significante
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Tabela 23. Médias e erros padrées da longevidade (em dias) das linhagens
resistentes e suscetiveis de D. melanogaster e D. simulans obtidos em todos os
experimentos. t= teste t de Student. LR= linhagens de laboratério resistentes,
LS= linhagens de laboratério suscetiveis, RCR= linhagens recém coletadas
resistentes, R= linhagens resistentes de todos os experimentos;-: analise
estatistica nao realizada por numero pequeno de amostras

Individual Casal
Linhagem
Machos Fémeas Machos Fémeas
D. melanogaster
RCR 89,50+6,10 69,48 +5,83 81,73+5,27 74,80+5,50
LR 65,03+3,61 77,32+3,51 66,28 + 3,44 65,32+ 3,46
LS 61,94+262 71,18+2,68 69,66 + 2,42 62,82+ 2,23
R 71,82+3,13 75,05+ 3,01 70,73+2,93 68,05+2,94
t RcrRx LR 3,45** ns ns ns
t LRxLs ns ns 2,08* ns
trRxLs 2,37 ns ns ns
D.simulans
RCR 84,83+6,58 66,93 +5,27 88,28 +5,33 85,08 +4,50
LR 104,14 + 6,76 55,33 + 8,79 - -
LS 76,76 £ 6,13 63,52+ 5,04 68,65+7,94 71,08 +7,61
R 87,70+ 5,76 64,24 + 4,63 - -
t RcrRx LR 2,05* ns - -
t LrRxLs 3,00** ns - -
trRxLs ns ns - -

*:p<0,05; **: p<0,01; ns= diferenga nao significante
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4.4 Avaliagao do polimorfismo das seqiiéncias dos exons 1 e 2 do

gene Cypb6g1

Foram avaliados os polimorfismos dos exons 1 e 2 de 6 linhagens
de D. melanogaster, sendo 4 resistentes (BG, RP, SC) e 2 suscetiveis
(SE e Canton-S), e de 4 linhagens de D. simulans, sendo 3 resistentes
(LE, RP, SC) e uma suscetivel (PF).

A comparagdo das sequéncias dos exons 1 e 2 nas linhagens
analisadas de D. melanogaster mostrou auséncia de polimorfismo (Figura
3, 4). Para D. simulans, foi observada uma diferenga intra-especifica
sindnima no exon 1 (C — G) na linhagem SC resistente recém coletada
(Figura 3) e uma diferenga nao-sindnima no exon 2 (G—C) na linhagem
LE resistente de laboratoério, nessa substituicido o aminoacido Treonina foi
substituido pela Serina (Figura 4).

Na comparacdo inter-espécies das sequéncias do exon 1 foram
encontradas 20 substituicbes, sendo 17 sinbnimas e 3 n&o-sinbnimas
(Figura 3). Para o exon 2, foram observadas 34 substituicbes, sendo 23
sinbnimas e 11 ndo-sinbnimas (Figura 4).

As médias das razbes dN/dS para os exons 1 e 2 foram baixas,
respectivamente de 0,052 e 0,140, indicando ocorréncia de selegao
purificadora forte entre as sequéncias das duas espécies. O teste D de
Tajima confirma esse modelo de sele¢do, com D: 2,356 (p,0,05) e

0,027 para o exon 1 e D: 2,163 (p<0,05) e «: 0,022 para o exon 2.
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CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC
CTGGTGGCGC

CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA
CAAGGGCATA

R

110
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA
TGGTCTTCAA

I
AATGATCCGC
AATGATCCGC
AATGATCCGC
AATGATCCGC
AATGATCCGC
AATGATCCGC
AACGATCCGC
AACGATCCGC
AACGATCCGC
AACGATCCGC

10

60

160

N |
20
TCTACACTTG
TCTACACTTG
TCTACACTTG
TCTACACTTG
TCTACACTTG
TCTACACTTG
TGTACACCTG
TGTACACCTG
TGTACACCTG
TGTACACTTG

CCCTATATTC
CCCTATATTC
CCCTATATTC
CCCTATATTC
CCCTATATTC
CCCTATATTC
CCCTATATCC
CCCTATATCC
CCCTATATCC
CCCTATATCC

GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC
GATGGAGAAC

el

GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA
GGCTGAAGGA

70

120

170

el
30
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC
GTTCCAGCGC

CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC
CGCCCACGCC

TCCTTTGGGA
TCCTTTGGGA
TCCTTTGGGA
TCCTTTGGGA
TCCTTTGGGA
TCCTTTGGGA
TCCTTTGGCA
TCCTTTGGCA
TCCTTTGGCA
TCCTTTGGCA

R

CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG
CGAGGCTGTG

80

130

180

N |
40
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT
AACCATAGCT

90

GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC
GATCATTGGC

TGCACCTATC
TGCACCTATC
TGCACCTATC
TGCACCTATC
TGCACCTATC
TGCACCTATC
TGCACCTGTC
TGCACCTGTC
TGCACCTGTC
TGCACCTGTC

el
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT
GTGGGCAACT

140

190

el
50
ACTGGCAACG
ACTGGCAACG
ACTGGCAACG
ACTGGCAACG
ACTGGCAACG
ACTGGCAACG
ATTGGCAGCG
ATTGGCAGCG
ATTGGCAGCG
ATTGGCAGCG

AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG
AACACCAAGG

GGAGATATAC
GGAGATATAC
GGAGATATAC
GGAGATATAC
GGAGATATAC
GGAGATATAC
GGAGATTTAC
GGAGATTTAC
GGAGATTTAC
GGAGATTTAC

R

CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA
CCATGAACAA

Figura 3: Alinhamento de nucleotideos da seqiiéncia do exon 1 do gene Cyp6g1
das linhagens de D. melanogaster (D.mel) e D. simulans (D.sim). Vermelho:

representa a substituicdo sindnima

substituicbes sindnimas inter-espécies;
sinénimas inter-espécies

intra-espécie;
*au

negrito:

representa as
. representa as substituicbes ndo-

100

150

200
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e

210
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG
GCCCGGCTTG

R . \
AGGACTATCG
AGGACTATCG
AGGACTATCG
AGGACTATCG
AGGACTATCG
AGGACTATCG
AGGATTATCG
AGGATTATCG
AGGATTATCG
AGGATTATCG

R . \
CCATTGGGCT
CCATTGGGCT
CCATTGGGCT
CCATTGGGCT
CCATTGGGCT
CCATTGGGCT
CCCTTGGGCT
CCCTTGGGCT
CCCTTGGGCT
CCCTTGGGCT

R . \
AATTCGCACC
AATTCGCACC
AATTCGCACC
AATTCGCACC
AATTCGCACC
AATTCGCACC
CATTCGCACC
CATTCGCACC
CATTCGCACC

CATTCGCACC
*

260

310

360

ATAATACGCG
ATAATACGCG
ATAATACGCG
ATAATACGCG
ATAATACGCG
ATAATACGCG
GTTATACGCG
GTTATACGCG
GTTATACGCG

GTTATACGCG
kK

|
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC
GTTCCACAAC

N |
ATAATAACCT
ATAATAACCT
ATAATAACCT
ATAATAACCT
ATAATAACCT
ATAATAACCT
ATAATAACTT
ATAATAACTT
ATAATAACTT
ATAATAACTT
el
AAGCTGACTC
AAGCTGACTC
AAGCTGACTC
AAGCTGACTC
AAGCTGACTC
AAGCTGACTC
AAGCTCACTC
AAGCTCACTC
AAGCTCACTC
AAGCTCACTC

220

270

320

370

ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT
ACATAGAGCT

e
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC
CGATACGCCC

R

GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
GTTCTTCGTC
e

CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC
CCGTTTTCAC

230

280

330

380

GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC
GATCAAATCC

N |
GCTGCGATCC
GCTGCGATCC
GCTGCGATCC
GCTGCGATCC
GCTGCGATCC
GCTGCGATCC
GCTGTGATCC
GCTGTGATCC
GCTGTGATCC
GCTGTGATCC

el
AGGGATGCCC
AGGGATGCCC
AGGGATGCCC
AGGGATGCCC
AGGGATGCCC
AGGGATGCCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
*kk

el

CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG
CAGCGGCAAG

240

290

340

390

ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA
ATTCTGATCA

el
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT
CCATGGCGAT

.
ATTGGAAGGG
ATTGGAAGGG
ATTGGAAGGG
ATTGGAAGGG
ATTGGAAGGG
ATTGGAAGGG
ATTGGAAAGA
ATTGGAAAGA
ATTGGAAAGA
ATTGGAAAGA
* %

R

GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA
GTCAAGCAGA

250

300

350

400
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ATTGGAAAGG
ATTGGAAAGG
ATTGGAAAGG
ATTGGAAAGG
ATTGGAAAGG
ATTGGAAAGG
ATTGGAAACG
ATTGGAAACG
ATTGGAAACG

ATTGGAAACG
*kk

I
60
TGGGAGTTTC
TGGGAGTTTC
TGGGAGTTTC
TGGGAGTTTC
TGGGAGTTTC
TGGGAGTTTC
GGGGAATTTC
GGGGAATTTC
GGGGAATTTC

GGGGAATTTC
* kK

I
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC
GCATAGCCAC

R ——
AACGCAGAGT
AACGCAGAGT
AACGCAGAGT
AACGCAGAGT
AACGCAGAGT
AACGCAGAGT
AACGCGGAGT
AACGCGGAGT
AACGCGGAGT
AACGCGGAGT

10

110

160

ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT
ATCTGGAGCT

R
70

ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA
ATTACGGAGA

N |
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT
GATTGCATTT

el

170
TCCGTAACGG
TCCGTAACGG
TCCGTAACGG
TCCGTAACGG
TCCGTAACGG
TCCGTAACGG
TTCGTAACGG
TTCGTAACGG
TTCGTAACGG
TTCGTAACGG

20

120

GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG
GGCACTGCAG

R I
80
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT
TTAAGGAGAT

R

GGCATTCGTG
GGCATTCGTG
GGCATTCGTG
GGCATTCGTG
GGCATTCGTG
GGCATTCGTG
GGCATCCGTG
GGCATCCGTG
GGCATCCGTG
GGCATCCGTG

N
180
ACGCAAGATG
ACGCAAGATG
ACGCAAGATG
ACGCAAGATG
ACGCAAGATG
ACGCAAGATG
ACGCAAGCTG
ACGCAAGCTG
ACGCAAGCTG

ACGCAAGCTG
*kk

30

130

AGGCGTGGAG
AGGCGTGGAG
AGGCGTGGAG
AGGCGTGGAG
AGGCGTGGAG
AGGCGTGGAG
AGGCATGGCG
AGGCATGGCG
AGGCATGGCG

AGGCATGGCG
* % %

ceeeledd
90
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC
CTGCCAGTTC

N |
CTAACAGCCT
CTAACAGCCT
CTAACAGCCT
CTAACAGCCT
CTAACAGCCT
CTAACAGCCT
CCAACAGCCT
CCAACAGCCT
CCAACAGCCT
CCAACAGCCT

RN E
190
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA
TTCACCTTCA

40

140

el
50

AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC
AGAAGAACTC

c

100
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA
TCCACGGACA

el
150
AGAGAATCCC
AGAGAATCCC
AGAGAATCCC
AGAGAATCCC
AGAGAATCCC
AGAGAATCCC
GCAGAATCCC
GCAGAATCCC
GCAGAATCCC

GCAGAATCCC
* % %

R I
200
CCGTAGCGCG
CCGTAGCGCG
CCGTAGCGCG
CCGTAGCGCG
CCGTAGCGCG
CCGTAGCGCG
CCGTAGGCCG
CCGTAGGCCG
CCGTAGGCCG

CCGTAGGCCG
* %k

Figura 4: Alinhamento de nucleotideos da seqliéncia do exon 2 do gene
Cyp6g1 das linhagens de D. melanogaster (D.mel) e D. simulans (D.sim).

Vermelho:

representa a substituicdo nao-sindnima
representa as substituicbes sinGnimas

substituicdes nao sinbnimas inter-espécies

inter-espécies; .

intra-espéc
*u

ie; negrito:

representa as
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R ——
210
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC
TGCCAAGGAC

I

TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA
TGCGCATCCA

I

ATTGGTCACG
ATTGGTCACG
ATTGGTCACG
ATTGGTCACG
ATTGGTCACG
ATTGGTCACG
ATTGGCCACG
ATTGGCCACG
ATTGGCCACG
ATTGGCCACG

R

360
TCTCATAGAT
TCTCATAGAT
TCTCATAGAT
TCTCATAGAT
TCTCATAGAT
TCTCATAGAT
TCTGATTGAT
TCTGATTGAT
TCTGATTGAT
TCTGATTGAT

260

310

TTCTTTGTGG
TTCTTTGTGG
TTCTTTGTGG
TTCTTTGTGG
TTCTTTGTGG
TTCTTTGTGG
TTCTTCGTGG
TTCTTCGTGG
TTCTTCGTGG
TTCTTCGTGG

GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG
GTTCTTCACG

el

TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA
TTATGGAGGA

GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA
GTCTTGGTGA

220

270

320

370

CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT
CCTTCTTCCT

R

GCGGACTTTT
GCGGACTTTT
GCGGACTTTT
GCGGACTTTT
GCGGACTTTT
GCGGACTTTT
CCGGACTTCT
CCGGACTTCT
CCGGACTTCT

CCGGACTTCT
*kk

R

GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA
GCGAGAGCGA

GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA
GTCTGCGCAA

230

280

330

380

GCCCAAGCTG
GCCCAAGCTG
GCCCAAGCTG
GCCCAAGCTG
GCCCAAGCTG
GCCCAAGCTG
ACCCAAGCTG
ACCCAAGCTG
ACCCAAGCTG
ACCCAAGCTG

el

CCCACTTTAT
CCCACTTTAT
CCCACTTTAT
CCCACTTTAT
CCCACTTTAT
CCCACTTTAT
CCCACTTCAT
CCCACTTCAT
CCCACTTCAT
CCCACTTCAT

el
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC
TCGGGCCTGC

AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT
AGAGGCGGCT

240

290

340

390

GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA
GTGTCGCTGA

.

GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC
GCGCAGCACC

.

TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA
TCCGCAATGA

GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT
GCCGAGCCTT

250

300

350

400
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I

CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA
CGAAGCCTCA

R

GTGTTTTTTA
GTGTTTTTTA
GTGTTTTTTA
GTGTTTTTTA
GTGTTTTTTA
GTGTTTTTTA
GTGTTCTTTA
GTGTTCTTTA
GTGTTCTTTA
GTGTTCTTTA

I

510
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG
CCTGTACGAG

R

560
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC
TCAACGAAGC

410

460

N |
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG
CTATGCCAAG

el
CGGCGGGTTT
CGGCGGGTTT
CGGCGGGTTT
CGGCGGGTTT
CGGCGGGTTT
CGGCGGGTTT
CGGCGGGATT
CGGCGGGATT
CGGCGGGATT
CGGCGGGATT

ATGAAGCATC
ATGAAGCATC
ATGAAGCATC
ATGAAGCATC
ATGAAGCATC
ATGAAGCATC
CTGAAGCATC
CTGAAGCATC
CTGAAGCATC

CTGAAGCATC
* %k

TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG
TTTGGTGGAG

420

470

520

570

R

AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT
AACCAGGACT

CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGAGCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC
CGAGACCTCC

CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA
CAGAGATGCA

GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT
GGCGGTGGGT

430

480

530

580

N |
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC
TCCTGGTGGC

TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA
TCCTCGACCA

GAAACGCCTG
GAAACGCCTG
GAAACGCCTG
GAAACGCCTG
GAAACGCCTG
GAAACGCCTG
GCAACGCCTG
GCAACGCCTG
GCAACGCCTG

GCAACGCCTG
*kk

CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA
CATTGAGCTA

440

490

540

590

el

TCAGGCGGGC
TCAGGCGGGC
TCAGGCGGGC
TCAGGCGGGC
TCAGGCGGGC
TCAGGCGGGC
CCAGGCAGGC
CCAGGCAGGC
CCAGGCAGGC
CCAGGCAGGC

TGTCTTTTGC
TGTCTTTTGC
TGTCTTTTGC
TGTCTTTTGC
TGTCTTTTGC
TGTCTTTTGC
TGTCCTTTGC
TGTCCTTTGC
TGTCCTTTGC
TGTCCTTTGC

CGCGACGAGA
CGCGACGAGA
CGCGACGAGA
CGCGACGAGA
CGCGACGAGA
CGCGACGAGA
CGCGAGGAGA
CGCGAGGAGA
CGCGAGGAGA

CGCGAGGAGA
*kk

CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG
CGAGATCCAG

450

500

550

600
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I
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT
TCCCTGGAGT

R ——
660
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG
GGTGCTGCCG

R
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT
ACTTGAGCCT

I

760
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC
GTGTTCATAC

610

710

N |
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT
ATCTGGCCAT

TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC
TTCCTGGACC

el
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC
GAAGCCGTTC

CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC
CCATCTATGC

620

670

720

770

R

GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC
GGTGGTGGAC

GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA
GCGAGTACGA

TACGACTACA
TACGACTACA
TACGACTACA
TACGACTACA
TACGACTACA
TACGACTACA
TACGACTATA
TACGACTATA
TACGACTATA
TACGACTATA

ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT
ACTGCATCAT

630

680

730

780

N |
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC
GAGGTGCTGC

GAGCGTGGAG
GAGCGTGGAG
GAGCGTGGAG
GAGCGTGGAG
GAGCGTGGAG
GAGCGTGGAG
GAGTGTGCAG
GAGTGTGCAG
GAGTGTGCAG

GAGTGTGCAG
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e

CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA
CTCTCGAGAA

GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
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GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC
GCATGTATCC

GGACAGCCAG
GGACAGCCAG
GGACAGCCAG
GGACAGCCAG
GGACAGCCAG
GGACAGCCAG
GGACAGCCGG
GGACAGCCGG
GGACAGCCGG
GGACAGCCGG

R
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT
CGGAACCCCT

650

700

750
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento da resisténcia a inseticidas é o processo de
evolugdo, em que inicialmente genes para a resisténcia raros sao
selecionados pela aplicagdo de inseticidas e suas frequéncias sao
aumentadas na populagcao (CROW, 1957). Devido a sua raridade inicial,
presume-se que 0S genes que conferem resisténcia a inseticidas tém
efeitos negativos sobre os componentes do valor adaptativo
(HOLLINGSWORTH, et al., 1997, HAUBRUGE, ARNAUD 2001; ARNAUD
et al., 2002). Se os genes para a resisténcia tém efeitos negativos sobre
os componentes do valor adaptativo, espera-se que apds a populagao ter
sido liberada da pressdo de selegcdo ocorra a reducdo nos niveis de
resisténcia aos inseticidas, pela diminuicdo da frequéncia dos individuos
resistentes da populagdo (MCKENZIE, 1996; ARNAUD et al., 2002; MYO;
OGUMA, 2002).

Embora a grande maioria de estudos do valor adaptativo tem
mostrado que existe custo adaptativo associado com a resisténcia a
inseticidas (FERRARI; GEORGHIOU, 1981; ARGENTINE et al.,1989;
PARELLA; TRUMBLE, 1989; WHITE; BELL,1990, COCHRAN,1993;
MCKENZIE,1994), em alguns casos, na auséncia do tratamento, ndo ha
diferenga entre o valor adaptativo de linhagens resistentes e suscetiveis,
ou ainda as linhagens resistentes tem uma vantagem no valor adaptativo
(ROUSH; HOY, 1981; BEEMAN; NANIS, 1986; MCKENZIE 1993;
SPOLLEN et al.,1995; WHITE; BELL,1995, BIELZA et al., 2008 ).

Em Drosophila melanogaster a resisténcia ao DDT (loco DDT-R)
esta se aproximando de uma fixagao global, mesmo apdés o uso do DDT
ter sido abolido ha um longo tempo (CATANIA et al, 2004; McCART et al.,
2005), sugerindo a inexisténcia de custo adaptativo para esse loco nesta

espécie.
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Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar o custo adaptativo
de fendtipos resistentes ao DDT de linhagens de D. melanogaster e D.
Ssimulans de laboratorio e recém coletadas.

Foi verificado que mesmo apds um periodo de dois anos em
laboratério, as linhagens de D. melanogaster e D. simulans mantiveram
frequéncias significantes de alelos para a resisténcia ao inseticida DDT,
como observado pela porcentagem de individuos resistentes obtida nos
bioensaios, sendo nitidamente maior para D. melanogaster (43,09%) do
que para D. simulans (10,30%). Isso é um reflexo de que esse (s) gene
(s) continua (m) sendo mantido (s) nas populagdes em laboratério, mesmo
sem a pressao de selegado pelo inseticida, o que pode ser explicado ou
por sua manutengdo em heterozigose, ou por nao conferir custo, ou até
mesmo por ser (em) vantajoso (s) ou estar (em) ligado (s) a genes que
sao, principalmente em D. melanogaster. Pode ser que para D. simulans
o fendtipo resistente seja custoso, o que explicaria uma freqliéncia bem
mais baixa de individuos resistentes nas linhagens de laboratdrio.

As linhagens de D. melanogaster e D. simulans utilizadas nos
experimentos de | a lll foram as mesmas usadas no trabalho de Granzotto
(2007), que foram coletadas em 2005 e mantidas em estoque até a
realizacao do presente trabalho. As linhagens do experimento IV foram
coletadas em 2008.

As linhagens RP e SE de D. melanogaster (experimentos | e Il) ja
analisadas anteriormente por Granzotto (2007) diferem quanto ao seu
nivel de suscetibilidade aos inseticidas DDT e imidaclopride, que
apresentam resisténcia cruzada (DARBON et al., 2001; DARBON et al.,
2002; Lé GOFF et al., 2003). A linhagem RP foi a que apresentou a mais
alta taxa de sobrevivéncia as maiores concentragcdes dos inseticidas
(100ug/ml DDT; 10ug/ml de imidaclopride), e a linhagem SE foi a
linhagem mais suscetivel de D. melanogaster, com frequéncia igual a 1 de
mortalidade em baixas concentragées do DDT. Na avaliagdo das ClLsg

entre essas linhagens, RP apresentou o maior valor (49,27ug/mL) e SE o
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menor (0,11 pg/mL) (GRANZOTTO, 2007). No presente estudo essas
linhagens diferiram nos componentes estudados com diferengas
significantes para a fertilidade e longevidade sendo que SE foi mais fértil
que RP, embora RP foi mais longeva, exceto para os machos individuais.
Ndo conseguimos obter casais resistentes para a linhagem SE,
reforcando o carater de suscetibilidade para essa linhagem, ja
demonstrado por Granzotto, 2007. Quando realizamos uma analise
agrupada de todas as réplicas, a linhagem resistente RP mostrou maior
média que as suscetiveis RP e SE somente para a fertilidade.

Os genes da familia P450, na qual os genes Cyps sao incluidos,
estdo envolvidos na detoxificagdo de alguns inseticidas por mecanismo
metabdlico, incluindo o DDT (McCART et al., 2005, 2008), e a presenca
do elemento transponivel Accord estd associada com o aumento da
expressdo desses genes (McCart et al.,, 2005, 2008). Na analise
molecular efetuada por Granzotto (2007) nas linhagens RP e SE
avaliadas no presente trabalho, RP foi a que apresentou um dos maiores
niveis de expressdo para os genes Cyp6g7 e Cyp12d1 e SE um dos
menores niveis. Além disso, essa autora também verificou a presenga do
elemento Accord inserido na regido promotora de Cyp6g7 em RP, mas
nao em SE.

Quando comparamos os intra e intercruzamentos das linhagens
resistentes de RP e suscetiveis de SE, obtivemos diferencas significantes
apenas na fertilidade, com a maior média de ovos obtida para os
intracruzamentos da linhagem RP resistente. Embora ndo obtivemos
diferencas significantes entre os intercruzamentos, as meédias do
intercruzamento de onde procede a fémea resistente foram mais altas do
que a do cruzamento reciproco, com excecao da fertilidade. Esse
resultado sugere a existéncia de um efeito materno agindo positivamente
no valor adaptativo das fémeas resistentes, que ja foi observado no
trabalho de McCart et al. (2005, 2008). Tal vantagem desaparece a partir

do estagio de pupa.
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Na analise da longevidade entre as linhagens RP resistentes e
suscetiveis de D. melanogaster, e suscetiveis SE, as maiores médias
observadas foram sempre para uma maior longevidade nas suscetiveis
do que nas resistentes, mas isso ocorreu raramente nos outros
experimentos do presente trabalho, em que as linhagens resistentes
foram no geral as mais longevas.

A longevidade € considerada um componente associado com o
valor adaptativo, porque os individuos que possuem as maiores
longevidades tém possibilidade de produzirem mais descendentes e
persistirem na populacdo por mais tempo. Entretanto, em um ambiente
constante e favoravel, um tempo maior de vida pode ndo aumentar o valor
adaptativo do inseto; as populagbes poderiam se desenvolver
rapidamente se os adultos colocassem todos seus ovos rapidamente,
entdo morressem, e deixassem o alimento remanescente para os jovens,
que sdo mais produtivos. Mas em alguns casos extremos se 0 ambiente
nao for favoravel, um tempo de vida maior podera assegurar a
permanéncia e sobrevivéncia da populacdo. E o que ocorre por exemplo
com o coledptero Cryptolestes ferrugineus, uma praga de graos do
Canada, onde foi verificado que as fémeas com maior longevidade
produzem mais descendentes e também que o gene R que confere
resisténcia ao malathion, ndo reduz esse componente do valor adaptativo,
inclusive os adultos virgens resistentes foram mais longevos que os
adultos suscetiveis, indicando que esse gene ou genes ligados a ele
podem estar atuando no aumento do tempo de vida desta espécie
(NOEL;BELL, 1995).

No nematddeo, Caenorhabditis elegans, muitas mutagdes(age-1,
daf-2 e clk-1) foram descritas relacionadas com o aumento do tempo de
vida desse verme (FRIEDMAN; JOHNSON, 1998). Os genes
correspondentes tém sido clonados e estdo envolvidos em varios
aspectos do desenvolvimento e do metabolismo (KENYON, et al, 1993;
KIMURA, et al, 1997).
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Tempo de vida e resposta ao estresse estdo intimamente
associados. Em C. elegans, o mutante age-1, apresenta uma resisténcia
elevada a exposicao térmica (WONG, et al, 1995) e ao estresse oxidativo
(JOHNSON, et al, 1999). Em Drosophila, estoques de laboratério
selecionados para uma maior longevidade também mostraram um
aumento da tolerancia ao calor, da fome, da dissecacédo e ao dano
oxidativo (LIN, et al, 1998; ROGINA et al, 2000; CLANCY, et al, 2001). A
superexpressao de genes da superoxido dismutase (SOD) e da catalase
também aumentaram o tempo de vida em Drosophila cerca de 30%
(TATAR, et al, 2001).

Em um trabalho recente, Khazaeli et al, 2007, avaliando a variagao
genética para a longevidade e resisténcia ao paraquat (um agente
oxidante exdégeno) e resisténcia ao DDT em linhagens de D.
melanogaster, verificaram que a tolerancia ao DDT nessas linhagens nao
foi significativamente correlacionada com o tempo de vida. Entretanto, Lai
et al, 2006, constataram um aumento da expressao de genes da familia
P450 (Cyp12c1, Cyp9h1, Cypbal13 e Cypb6ai8) relacionada com o tempo
de vida.

As linhagens resistentes de D. melanogaster e D. simulans
avaliadas no presente trabalho, em uma analise geral mostraram maior
longevidade que as suscetiveis, se esse aumento esta relacionado com a
resisténcia ou com outros fatores intrinsecos das linhagens e até mesmo
do envolvimento da superexpressdo dos genes Cyps, € algo que merece
ser investigado.

Na avaliagdo de outras linhagens de laboratério de D.
melanogaster e D. simulans (experimento lll) foi nitida a variagdo obtida
para os componentes do valor adaptativo estudados, principalmente para
a fertilidade e fecundidade de D. melanogaster, com linhagens altamente
fecundas como BGR e RPS e outras como LES com baixa fertilidade e
fecundidade. As linhagens de D. simulans mostraram menos variagdes

quanto a esses parametros, e os valores obtidos para essa espécie foram
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significativamente menores que aos de D. melanogaster. A Unica
linhagem resistente obtida em D. simulans, LER, foi tdo fértil e tao
produtiva quanto as linhagens de D. melanogaster. As maiores
viabilidades foram para as linhagens resistentes de D. melanogaster e D.
simulans. Quando agrupamos separadamente os dados desse
experimento fica evidente que as maiores médias para todos os
componentes avaliados, sao para os fendtipos resistentes de D.
melanogaster e para as médias de fertilidade, fecundidade e viabilidade
ovo-imago de D. simulans resistente, indicando novamente um maior
valor adaptativo para o fendtipo resistente. Na analise do tempo de
desenvolvimento as menores médias foram para os fenétipos suscetiveis.

No ultimo experimento (IV) foram avaliadas as linhagens
resistentes recém coletadas de D. melanogaster e D. simulans de duas
localidades do Estado de Sao Paulo, com histérico de exposicao
intermitente de inseticidas na regido agricola ou urbana, pulverizagdes
com o malathion no uso do controle de Aedes aegypti mosquito
transmissor da dengue.

No presente estudo as linhagens de laboratério de D. simulans
foram menos variaveis do que as de D. melanogaster quanto aos
componentes do valor adaptativo estudados. E na comparagao entre as
linhagens recém coletadas simpatricas destas espécies, D. melanogaster
apresentou os maiores valores dos componentes estudados, indicando
vantagem adaptativa sobre D. simulans nos ambientes estudados. No
estudo da longevidade ocorreu um fato interessante, na comparagao
entre as linhagens de RP, de ambas as espécies, D. simulans apresentou
0s maiores valores e para a populagdo de SC, os maiores valores foram
obtidos para D. melanogaster. O tempo de desenvolvimento dessas
linhagens foram altos em ambas espécies, principalmente, na linhagem
SC de D. melanogaster (15,06 dias).

Na publicagdo de Singh e Long (1992) foi observado, como muitas

publicacdes anteriores, que D. simulans €& menos variavel que D.
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melanogaster, exceto em relagdo a diversidade de nucleotideos
(AQUADRO;LADO;NOON, 1988). Entretanto, alguns trabalhos tem
indicado que isto ndo ¢é completamente verdadeiro para outras
caracteristicas, como por exemplo, em relagao aos tragos morfolégicos de
pigmentagcdo do torax e do abdémen parece ndo haver variagdo clinal
nesta espécie (CAPY; PLA; DAVID, 1994). Além disso, o polimorfismo de
inversdes €& muito baixo, mas nao inteiramente ausente em D. simulans
(AULARD; LEMEUNIER, 2004). O que tem sido um consenso é que D.
melanogaster € mais variavel do que sua espécie irma entre as
populagcdes, mas as duas espécies mostram niveis similares de
variabilidade genética dentro das populagdes (CAPY; GILBERT, 2004).
Os dados do presente trabalho corroboram esses achados tanto na
comparagao das linhagens resistentes e suscetiveis de D. melanogaster
quanto na comparagao entre as linhagens suscetiveis de D.simulans de
laboratério e as resistentes recém coletadas de ambas as espécies.

Quando todos os dados dos quatro experimentos foram agrupados
e efetuamos a comparagdo entre as linhagens resistentes recém
coletadas e de laboratorio todas as diferencas foram significantes, com as
maiores médias para os fenodtipos resistentes. Entretanto, as
comparagoes entre as linhagens resistentes e suscetiveis de laboratério
somente foram observadas diferengas significantes na fertilidade e no
tempo de desenvolvimento, aqui também com vantagem para as
resistentes na fertilidade.

Uma outra avaliagao geral realizada foi feita agrupando todos os
valores obtidos nos quatro experimentos para os componentes dos
fendtipos resistentes e suscetiveis. As diferengas significantes
encontradas para a fertilidade, fecundidade e tempo de desenvolvimento
de D. melanogaster e D. simulans e para a viabilidade pupa-imago de D.
simulans foram para maiores valores dos fenétipos resistentes.

Por essas analises fica evidente que as maiores médias da

fertilidade, fecundidade e longevidade foram obtidas pelos fendtipos
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resistentes. Entretanto, como ja mencionado anteriormente, o background
genético dessas linhagens podem influenciar seu valor adaptativo
(KHAZAELI et al, 2007; CAPY, GILBERT, 2004).

A diferenca na fertiidade entre os fendtipos resistentes e
suscetiveis, ja foi evidenciada em outros trabalhos para linhagens de D.
melanogaster (MCCART et al, 2005, 2008) e foi atribuida a uma
vantagem do fendtipo resistente das fémeas. McCart et al. (2008)
verificaram que as moscas resistentes de D. melanogaster sdo sempre
mais fecundas do que as suscetiveis e que os ovos colocados pelas
fémeas resistentes contém 20 vezes mais RNA de Cyp6g7, o gene
associado a resisténcia. Essa medida foi efetuada trés horas apoés a
oviposigdo, antes do inicio da transcricdo enddgena do embrido,
sugerindo que as fémeas armazenam RNA de Cyp6g7 dentro de seus
ovos. Isso poderia explicar a vantagem no valor adaptativo para ovos e
larvas e ndo para o estagio de pupa, estagio o qual os transcritos
maternos cessam o seu funcionamento. Entretanto, ainda permanece a
ser descoberto como essa vantagem é efetuada por esse transcrito.
Todos os dados dos diferentes experimentos realizados no presente
trabalho corroboram a vantagem na fertilidade para os fendtipos
resistentes.

No estudo de Drnevich et al. (2004), foi observado que os machos
com baixo sucesso reprodutivo em condigbes competitivas (MCRS)
mostraram os indices mais altos de expressao de Cyp6g1, esses autores
sugeriram a existéncia de um fradeoff entre a resisténcia e o valor
adaptativo dos machos na auséncia de inseticidas, ou de modo mais geral
poderia ser um ftradeoff entre o estresse da resisténcia e o valor
adaptativo dos machos, o que poderia explicar a manutengao da variagao
genética na populagdo de D. melanogaster por eles estudada. lIsto
poderia explicar em parte, as baixas médias observadas na fertilidade e
fecundidade das linhagens de laboratério de D. melanogaster e D.

simulans quando comparadas com as linhagens recém coletadas.
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A nao observacdo de custo para o fendtipo resistente pode ser
causada pela perda dos efeitos pleiotropicos negativos associados com o
alelo resistente (BAKER et al., 1998). Entretanto, a redu¢do do valor
adaptativo ndo estd necessariamente associada com os genes
responsaveis pela resisténcia.

O tempo de desenvolvimento (TD) a 22° C para ovo-imago em D.
melanogaster variou de 10,25 dias para as linhagens suscetiveis de
laboratério, 11,18 para as resistentes de laboratério até 13,89 dias para
as resistentes recém coletadas, que foram mais altos aos ja obtidos para
essa especie em experimentos a 25° C (8,41 dias) por Sturtevant, 1919
(apud WOODS, 2002). Para D. simulans o tempo de desenvolvimento
ficou em 11,65 dias para as linhagens suscetiveis de laboratério, de 12,43
para as resistentes recém coletadas e 13,42 dias para as resistentes
recém coletadas, também superiores ao obtido por Sturtevanti, 1919 de
8,36 dias. Como esses experimentos foram realizados em diferentes
temperaturas, e esse fator influencia diretamente o componente TD, fica
dificil procedermos a essa comparacédo. O que se pode destacar € que os
menores TD foram para as linhagens suscetiveis de ambas as espécies.

E comumente aceito que a reproducdo em animais e plantas
devem ter algum custo: uma grande atividade sexual, diminui a duragao
da vida. Mas, as causas dessas diferencas ndo sao bem entendidas; para
os machos de D. melanogaster foi sugerido que pode ser uma
consequéncia da diminuicdo fisiolégica causada pela produgdo do
esperma e do liquido seminal (PARTRIDGE;FARQUHAR, 1981); para as
fémeas, isto pode ser consequéncia da alocagcdo de energia para a
producao de ovos ou efeitos detrimentais do acasalamento (PARTRIDGE
et al., 1987). Entretanto, os achados sobre a associagdo entre a
longevidade e a atividade sexual sdo muito contraditérios. Correlagdes
negativas e positivas, assim como auséncia de correlacdo tem sido
encontrada entre esses tracos (MALICK; KIDWEL, 1966; KIDWELL
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MALICK, 1967; CARARETO; MOURAO, 1992; SETTA; CARARETO,
2005).

No presente estudo, foram obtidos trés tipos de correlagdes e as
unicas positivas foram para as fémeas individuais da linhagem LER e as
fémeas e machos individuais da linhagem RPS de D. melanogaster que
foram mais longevas que as fémeas e/ou machos acasalados. A unica
correlagado negativa significante encontrada foi para a linhagem RP de D.
simulans em que as fémeas acasaladas foram mais longevas que as
individuais.

Semelhante aos resultados obtidos no presente trabalho, Bielza et
al., 2008, estudaram componentes do valor adaptativo, como fertilidade,
fecundidade, tempo de desenvolvimento e longevidade em linhagens
resistentes e suscetiveis de Frankliniella occidentalis (Thysanoptera:
Thripidae), uma praga de vegetais e frutas, e ndo encontraram diferencas
significativas quanto aos componentes avaliados, sugerindo a inexisténcia
de um custo adaptativo nas populagdes resistentes.

A auséncia de polimorfismo entre as linhagens resistentes e
suscetiveis de D. melanogaster nas sequéncias dos dois exons
analisados indicam fortemente uma regido sob a acédo de selegao
purificadora, regides essas referidas como assinaturas genéticas de
mutagdes benéficas, ou de complexos génicos bem coadaptados.

Essas regides ja foram estudadas por Kuruganti et al 2007,
entretanto, esses autores utilizaram somente linhagens de laboratério de
D. melanogaster. Os resultados obtidos por esses autores mostram que a
sequéncia de bases dos alelos de Cyp6g7 de linhagens resistentes e
suscetiveis sdo quase idénticas, exceto para 9 codons, que apresentam
substituigdes sinbnimas, exceto para a linhagem resistente Wisconsin
onde ocorre trés substituicdo nao sindnimas.

Em D. simulans foi obtido um pequeno polimorfismo nos alelos de
duas linhagens resistentes, evidenciando também que esta regido esta

sob selecao purificadora. Essas regides ainda nao tinham sido avaliadas
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nessa espécie. Drosophila melanogaster e D. simulans séo duas espécies
intimamente relacionadas e possuem uma area de distribuicao similar.
Elas sao particularmente intrigantes, pois embora estejam entre as
espécies mais comuns de Drosophila, o local exato de sua origem e de
seu ancestral ainda nao foi satisfatoriamente explicado. Estas espécies
tém sido muito utilizadas em estudos comparativos. Uma das conclusdes
centrais emergentes destes estudos é sobre o tamanho efetivo
populacional (Ne) que difere entre as duas espécies, sendo maior para D.
simulans (AQUADRO et al., 1988)

Muitos trabalhos tém encontrado que o nivel de polimorfismo
neutro o qual se relaciona com o tamanho populacional efetivo maior em
D. simulans do que em D. melanogaster (AQUADRO et al.,, 1988;
AQUADRO, 1992; MORIYAMA;POWELL, 1996). Devido ao fato da alta
eficacia da selecdo em populagdes grandes, caracteres n&o neutros sao
esperados serem menos variaveis nas espécies com tamanho
populacional grande, assim como D. simulans apresenta tamanho
populacional grande, verifica-se para D. melanogaster altos niveis de
polimorfismos sinébnimos (MORIYAMA;POWELL, 1996; MORTON et al.,
2004). Entretanto, a maioria desses dados baseou-se em comparagoes
de populagdes néo africanas (MORIYAMA;POWELL, 1996).

NOLTE e SCHOTTERER, 2008 avaliaram essa questdao do Ne
utilizando populagbes africanas de D. melanogaster e D. simulans pela
analise da sequéncia de 10 loci ligados ao cromossomo X. Contrariando
os resultados prévios, esses autores nao encontraram evidéncias para
maior variabilidade, e portanto, maior tamanho populacional em D.
simulans. Foram observados niveis similares de variabilidade para ambas
as espécies. Os autores argumentam, entre outros fatos, que a diferencga
no Ne pode estar limitada a populacbes derivadas, o que implica que
diferenca no Ne surgiu recentemente, além de outras implicagcbes
evolutivas. No presente trabalho foi obtido nivel semelhante de

polimorfismo para os exons 1 e 2 do gene Cyp6g1 entre essas espécies,
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0 que ndo esta de acordo com a hipotese apresentada pelos autores
op.cit, pois se assim fosse, esperariamos encontrar niveis maiores de
polimorfismo para D. simulans. O polimorfismo apresentado por essa
espécie nao foi estatisticamente significante, apesar da ocorréncia de
uma substituicdo ndo sinbnima que precisa ser investigada mais
detalhadamente.

Pela analise efetuada, ndo foi possivel obter correlagdo entre os
diferentes niveis de suscetibiidade ao DDT das linhagens e o
polimorfismo das sequéncias dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g1. As
diferengas podem estar nos distintos modos de regulacdo dos genes da
familia P450 envolvidos no processo de resisténcia e outros genes, que
permanece a ser investigado.

Em recente trabalho, McCart et al (2008) documentaram a
expresséo da proteina CYP6G1 mais fortemente no intestino, tubulos de
Malpighi e corpo gorduroso de linhagens transgénicas resistentes de D.
melanogaster. Nesse mesmo estudo foi realizado o nocaute da expressao
de Cyp6g1 usando um inserto trangénico que promove o RNAi em todos
os estagios de Drosophila. Comparando-se os niveis de transcricdo dos
adultos resistentes, suscetiveis e gendtipos RNAI, foi evidenciado que as
moscas com genotipos RNAI ndo mostraram niveis detectaveis de RNAm
Cypbg1, e também mostraram somente um leve aumento da
suscetibilidade ao DDT, embora essa diferengca nado foi significante. Os
autores discutem sobre a possivel fungdo de CYP6G1 e por que ela
confere a vantagem para os embrides. Os autores argumentam sobre a
possibilidade de uma atividade antioxidante ou na possibilidade dessa
proteina metabolizar um hormdnio importante do desenvolvimento do
inseto, tal como o horménio juvenil e assim influenciar nas taxas de
desenvolvimento embridnico e larval.

O trabalho de Jou Bem et al (2008) mostrou que em culturas de
células transgénicas (com gene Cyp6g1 de D. melanogaster) de Nicotiana

tabacum, CYP6G1 foi capaz de converter DDT para DDD e o
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imidaclopride em outros dois compostos hidroxi. Essa foi a primeira vez
que demosntrou-se que CYP6G1 é capaz de metabolizar esses dois
inseticidas, fortalecendo ainda mais as evidéncias de sua relagdo com a
resisténcia a inseticidas.

Embora sejam crescentes as descobertas sobre o mecanismo da
resisténcia a inseticidas muito ainda permanece a ser desvendado,
indicando a complexidade do processo. Os dados obtidos no presente
trabalho corroboram a inexisténcia de custo para o fenétipo resistente em
populagdes de D. melanogaster, de laboratdrio e recém coletadas, mas
isto ndo ficou tdo nitido para as linhagens de D. simulans. Evidencia
também, a vantagem do fendtipo resistente para a fertilidade das
linhagens de ambas as espécies, ja mostrado em estudos anteriores, e
também indica uma correlacdo entre o fendtipo resistente e maior
longevidade.

A analise do polimorfismo dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g7, um
dos principais genes envolvidos na resisténcia ao DDT que foi
completamente monomorfica para as linhagens de D. melanogaster e
mostrou um pequeno polimorfismo para as linhagens de D. simulans
sugere a existéncia de uma assinatura genética nessas regides pela agao
da selegédo purificadora, corroborando a idéia emergente de mutacdes
benéficas nesses locos.

Muitas hipoteses tém sido propostas para explicar as similaridades
e diferengcas entre essas duas espécies cosmopolitas (CHOUDLHARY;
SINGH, 1987; SINGH; CHOUDHARY; DAVID, 1987; SINGH; LONG,
1992; AQUADRO; LADO; NOON, 1988). Essas hipoteses podem ser
divididas em dois grupos, aquelas baseadas no backgroud genético, e
aqueles que referem-se a manutencdo dessas diferengas, incluindo
fatores populacionais, tais como o tamanho efetivo da populagao, taxa de
migracgéo, pressao de selec¢ao, tamanho do nicho e colonizagéo.

Alguns autores (CHOUDLHARY; SINGH, 1987; DAVID; CAPY,
1988), sugerem que a plasticidade fenotipica de D. melanogaster € mais
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alta do que D.simulans, que a redugao da variabilidade genética em D.
simulans pode ser o resultado de uma estratégia favorecendo uma ampla
adaptabilidade de um unico genétipo. No nivel nucleotideo, D. simulans é
mais variavel do que D. melanogaster, enquanto o oposto é verdadeiro
nos niveis morfolégicos e enzimaticos. O potencial de colonizagédo e a
habilidade adaptativa das duas espécies podem ser o mesmo, mas elas
nao colonizam sua presente area de distribuicio no mesmo periodo
(CAPY, GILBERT, 2004). Essas e outras diferencas podem explicar em
parte os achados do presente trabalho em relagcdo ao estudo do custo
adaptativo e do polimorfismo dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g1l em
linhagens destas duas espécies.

Outros estudos devem ser realizados com populagbes recém
coletadas dessas espécies, para avaliar a suscetibilidade a inseticidas de
amplo espectro, e também a comparagao dessas regides envolvidas na
resisténcia, como genes da familia P450, tanto nessas espécies, D.
melanogaster e D. simulans, como em outras espécies do grupo
melanogaster ou ainda em outros insetos, podem ser realizadas, com a
finalidade de desvendar a complexidade das interagdes génicas no

desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia aos inseticidas.
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6 CONCLUSOES

e Foi observada uma porcentagem significante de individuos
resistentes ao DDT nas linhagens mantidas em laboratorio, maior
para D. melanogaster (43,09%) do que para D. simulans (10,30%),
sugerindo que ao menos para D. melanogaster o custo adaptativo
é baixo ou inexistente.

e As linhagens resistentes recém coletadas de D. melanogaster e D.
simulans mostraram altas médias para a fertilidade e fecundidade
que foram significativamente diferentes das linhagens resistentes e
suscetiveis de laboratério dessas espécies.

¢ Na avaliagao geral da longevidade de todos os experimentos, com
os dados agrupados, ao assinalarmos os cinco maiores valores
obtidos para as linhagens de D. melanogaster e os cinco maiores
valores para D. simulans todos eles pertencem as linhagens
resistentes recém coletadas ou de laboratério, ou na avaliacédo
incluindo ambas. A linhagem mais longeva foi a resistente LE de D.
melanogaster (104,55 dias).

e A unica correlagao positiva encontrada entre reprodugao e custo,
foi para as fémeas individuais da linhagem LER e as fémeas e
machos individuais da linhagem RPS de D. melanogaster foram
mais longevas que as fémeas e/ou machos acasalados. A unica
correlagao negativa significante encontrada foi para a linhagem RP
de D. simulans em que as fémeas acasaladas foram mais longevas
que as individuais.

e A auséncia polimorfismo entre as linhagens resistentes e
suscetiveis de D. melanogaster nos dois exons analisados indicam
fortemente uma regido sob a agao de selegéo purificadora, regides
essas referidas como assinaturas genéticas de mutagdes

benéficas, ou de complexos génicos bem coadaptados.
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Em D. simulans foi obtido um baixo polimorfismo em alelos de duas
linhagens resistentes, evidenciando também que esta regido esta
sob selegao purificadora. Destaca-se que essas regides ainda nao
tinham sido avaliadas nessa espécie.

Pela analise efetuada, ndo foi possivel obter correlacédo entre os
diferentes niveis de suscetibilidade ao DDT das linhagens e o
polimorfismo das sequéncias dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g1. As
diferengas podem estar nos distintos modos de regulagcdo dos
genes da familia P450 envolvidos no processo de resisténcia e
outros genes, que permanece a ser investigado.

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram a inexisténcia
de custo para o fendtipo resistente em populagbes de D.
melanogaster, de laboratério e recém coletadas, mas isto nao ficou
tdo nitido para as linhagens de D. simulans. Evidencia também, a
vantagem do fendtipo resistente para a fertilidade das linhagens de
ambas as espécies, ja mostrado em estudos anteriores, e também
indica uma correlacdo entre o fendtipo resistente e maior
longevidade.

A andlise do polimorfismo dos exons 1 e 2 do gene Cyp6g7, um
dos principais genes envolvidos na resisténcia ao DDT, que foram
completamente monomoérficas para as linhagens de D.
melanogaster e mostrou um polimorfismo pequeno para as
linhagens de D. simulans sugere a existéncia de uma assinatura
genética nessas regides pela agdo da selegcdo purificadora,

corroborando a idéia emergente de mutagao benéfica nesse loco.
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Apéndice A1

Tabela 1. Numeros absolutos e porcentagens dos componentes do valor adaptativo avaliados
nas linhagens de D.melanogaster RP e SE obtidos no experimento |

NuUmero Niimero total de pupas e Numero Total de
Linhagens  Réplicas T‘c’)tj('):e Viabilidade Ovo-Pupas Viab'i'l‘i‘:ago‘l’::upa_ oyﬂb.;g:id&, )
0,
(x / casal) (%) Imago (%)

RP 1 24 (4,8) 24 (100,0) 24 (100,0) 100,0
2 48 (9,6) 31(64,6) 31 (100,0) 64,6
3 42 (8,4) 24 (57,1) 24 (100,0) 57,1
4 48 (9,6) 23 (47,9) 23 (100,0) 48,0
5 55 (11,0) 33 (60,0) 27 (81,8) 49,0
6 59 (11,8) 49 (83,0) 48 (97,9) 81,4
7 61 (12,2) 56 (91,8) 42 (75,0) 68,8

SE

66 (13,2) 34 (51,5) 34 (100,0) 52,0
71 (14,2) 32 (45,0) 27 (84,4) 38,0
63 (12,6) 14 (22,2) 14 (100,0) 22,0
55 (11,0) 42 (76,3) 42 (100,0) 76,0
69 (13,8) 63 (91,3) 59 (93,6) 86,0
50 (10,0) 30 (60,0) 30 (100,0) 60,0
76 (15,2) 35 (46,0) 35 (100,0) 46,0

NO R WNA
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Apéndice A2

Tabela 2. Numeros absolutos e porcentagens dos componentes do valor adaptativo
avaliados nas linhagens RP e SE de Drosophila melanogaster obtidas no experimento Il

Numero Numero Total de NuUmero Total de

Viabilidade
Linhagens Réplicas Total de Pupas e Imagos e Ovo-Imago
Ovos Viabilidade Ovo- Viabilidade Pupa- (%)
(x/casal) Pupa (%) Imago (%) °
Resistentes
RP
CASAL 1 R1 71 (14,2) 10 (14,0) 10 (100,0) 14,0
R2 78 (15,6) 16 (20,5) 14 (87,5) 18,0
R3 94 (18,8) 24 (25,5) 22 (91,7) 23,4
R4 86 (17,2) 17 (19,8) 14 (82,3) 16,3
R5 71 (14,2) 16 (22,5) 16 (100,0) 19,8
CASAL 2 R1 91 (18,2) 49 (53,8) 48 (97,9) 52,8
R2 86 (17,2) 10 (11,6) 8 (80,0) 9,3
R3 105 (21,0) 67 (63,8) 63 (94,0) 60,0
R4 89 (17,8) 7 (19,1) 12 (70,6) 13,5
R5 137 (27,4) 10 (7,3) 10 (100,0) 7,3
CASAL 3 R1 123 (24,6) 19 (15,4) 16 (84,2) 13,0
R2 133 (26,6) 15 (11,3) 12 (80) 9,0
R3 80 (16,0) 10 (12,5) 10 (100,0) 12,5
R4 99 (19,8) 3(3,0) 2 (66,7) 2,0
R5 140 (28,0) 51 (36,4) 40 (78,4) 28,6
Suscetiveis
RP
CASAL 1 S1 35 (7,0) 17 (48,6) 15 (88,2) 42,0
S2 38 (7,6) 21 (55,3) 21 (100,0) 55,3
S3 44 (8,8) 32 (72,7) 30 (93,7) 68,0
S4 21 (4,2) 9(42,9) 8 (88,9) 38,0
S5 49 (9,8) 14 (28,6) 10 (71,4) 20,4
CASAL 2 S1 39 (7,8) 13 (33,3) 9 (69,2) 23,0
S2 114 (22,8) 29 (25,4) 24 (82,7) 21,0
S3 49 (9,8) 28 (57,1) 28 (100,0) 57,2
S4 100 (20,0) 68 (68,0) 58 (85,3) 58,0
S5 102 (20,4) 38 (38,0) 37 (97,4) 36,3
SE
CASAL 1 S1 20 (4,0) 11 (55,0) 11 (100,0) 55,0
S2 10 (2,0) 0 0 0
S3 9(1,8) 4 (44,4) 4 (100,0) 44,0
S4 30 (6,0) 7 (23,3) 5(71,4) 17,0
S5 14 (2,8) 6 (42,8) 6 (100,0) 43,0
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Continuacgéo tabela

CASAL 2

CASAL 3

S1
S2
S3
S4
S5

S1
S2
S3

39 (7,8)
66 (13,2)
58 (11,6)
27 (5,4)
40 (8,0)

94 (18,8)
71 (14,2)
74 (14,8)

6 (15,4)
13 (19,7)
28 (48,3)
14 (51,8)
16 (40,0)

43 (45,7)
24 (33,8)
55 (74,3)

4 (66,7)
7 (53,8)
28 (100,0)
13 (92,8)
15 (93,7)

34 (79,0)
15 (62,5)
37 (67,3)

10,0
11,0
48,0
48,0
38,0

36,0
21,0
50,0
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Apéndice A3

Tabela 3. Niumeros absolutos e porcentagens dos componentes do valor adaptativo avaliados
nos cruzamentos das linhagens resistentes e suscetiveis de Drosophila melanogaster RP e SE
do experimento Il. M=macho; F=fémea

Tipo de cruzamento Réplicas Nimero Numero Total Numero Total Viabilidade
Total de ovos de Pupas e de Adultos e Ovo-Adulto
(y/casal) Viabilidade Viabilidade (%)
M F Ovo-Pupa (%) Pupa-Adulto
(%)

SES RPR 1 11(2,2) 7 (63,6) 4 (57,1) 36,4
2 31(6,2) 12 (38,7) 9 (75,0) 29,0
3 46 (9,2) 18 (39,1) 18 (100,0) 39,1
4 43 (8,6) 8 (18,6) 7 (87,5) 16,3
5 28 (5,6) 9(32,1) 9 (100,0) 32,1
6 11(1,8) 11 (100,0) 11 (100,0) 100,0
7 83 (16,6) 55 (66,3) 45 (81,8) 54,2
8 49 (9,8) 43 (87,7) 42 (97,7) 85,7
9 62 (12,4) 34 (54,8) 23 (67,6) 37,1
10 73 (14,6) 17 (23,3) 12 (70,6) 16,4
RPR SES 1 72 (14,4) 11 (15,3) 10 (90,9) 13,9
2 107 (21,4) 33 (30,8) 19 (57,6) 17,8
3 72 (14,4) 55(76,4) 21 (38,2) 29,2
4 103 (20,6) 29 (28,2) 16 (55,2) 15,5
5 152 (30,4) 44 (28,9) 23 (52,3) 15,1
6 26 (5,2) 17 (65,4) 17 (100,0) 65,4
7 14 (2,8) 6 (42,9) 6 (100,0) 429

8 14 (2,8) 1(7,1) 1 (100,0) 7,1

9 11(2,2) 0 0 0
10 23 (4,6) 22 (95,6) 21 (95,4) 91,3
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Apéndice A6

Tabela 6. Numeros absolutos e porcentagens dos componentes do valor adaptativo avaliados
nas linhagens resistentes RP e SC de Drosophila melanogaster e Drosophila simulans obtidas
no experimento 1V

Numero .
Numero Total
N Total de de Adul Viabilidad
Espécies e A umero pupas e e Acu tos e labtlidade
. Réplicas Total de S Viabilidade Ovo-Adulto
Linhagens Viabilidade o
Ovos Pupa-Adulto (%)
Ovo-Pupa o
(%) (%)
D.
melanogaster

RP R1 181 97 (53,6) 97 (100,0) 53,6
R2 186 157 (84,4) 124 (79,0) 66,7
R3 228 187 (82,0) 187 (100,0) 82,0
R4 187 150 (80,2) 104 (69,3) 55,6
R5 186 137 (73,7) 133 (97,1) 71,5
R6 180 119 (66,1) 114 (95,8) 63,3
R7 203 170 (83,7) 162 (95,3) 79,8
R8 203 179 (88,2) 171 (95,5) 84,2
R9 200 109 (54,5) 105 (96,3) 52,5
R10 186 154 (82,8) 149 (96,7) 80,1

SC R1 297 265 (89,2) 265 (100,0) 89,2
R2 304 246 (80,9) 244 (99,2) 80,3
R3 261 240 (91,9) 239 (99,6) 91,6
R4 232 224 (96,5) 223 (99,5) 96,1
R5 230 187 (81,3) 185 (98,9) 80,4
R6 178 169 (94,9) 165 (97,6) 92,7
R7 266 168 (63,2) 168 (100,0) 63,2
R8 274 227 (82,8) 226 (99,6) 82,5
R9 182 148 (81,3) 148 (100,0) 81,3
R10 195 170 (87,2) 170 (100,0) 87,2




129

D. simulans

RP

SC

R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7
R8
R9
R10
R1
R2

R3
R4
R5
R6
R7

175
185
163
186
160
164
147
179
152
197
89

86

75
126
121
175
129

Continuagao Tabela

94 (53,7)
123 (66,5)
113 (69,3)
123 (66,1)
99 (61,9)
94 (57,3)
113 (76,9)
122 (68,2)
102 (67,1)
82 (41,6)
71 (79,8)
69 (80,2)

63 (84,0)
74 (58,7)
91 (75,2)
95 (54,3)
0

94 (100,0)
123 (100,0)
106 (93,8)
119 (96,7)
92 (92,9)
94 (100,0)
109 (96,5)
112 (91,8)
102 (100,0)
77 (93,9)
71 (100,0)
67 (97,1)

63 (100,0)

66 (89,2)

87 (95,6)

91 (95,8)
0

53,7
66,5
65,0
64,0
57,5
57,3
741
62,6
67,1
39,1
79,8

77,9
84,0
52,4
71,9
52,0
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