Ans Silvia Lapenta
' 8 ) o= ] - = 2 o%
- racrer:s . ~n Mo i o 2 po g Bocm mmpnbord
racterizacdo de Lepécics de Lrosopniia

1 ‘B &0 T”'Sa N
do Cluster Buzzatii com Dase nos

Padrdes de Esterszes




AA '
AVERY
UNEeSP W yNiVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
Pés-Graduagido em Ciéncias Biolégicas - Area de Concentracéio em Genética

ANA SILVIA LAPENTA

CARACTERIZAGAO DE ESPECIES DE Drosophila DO
“CLUSTER?” buzzatii COM BASE NOS PADROES DE ESTERASES

Tese apresentada para obtengédo
do Grau de Doutor em Ciéncias
Biologicas-Genética.

Sédo José do Rio Preto - SP
1998

cm 1 2 3 4 S 6 7unespw 11 12 13 14 15 16 17



AGRADECIMENTOS

Ao término deste trabalho quero manifestar minha gratiddo a todas as
pessoas que colaboraram para a sua concretizagao, quer ajudando-me diretamente
na sua execugdo, quer ajudando-me indiretamente, incentivando, ou mesmo,

tornando os dias mais alegres.

A Profa. Dra. Hermione Elly ‘Melara de Campos Bicudo, pela
orientagdo segura e competente deste trabalho, pela forma carinhosa e atenciosa
com que sempre fui tratada e, principalmente, pela confianga em mim depositada.

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron, por ter me acolhido em seu

laboratério desde minha graduagdo, pela transmissdo de conhecimento e pela

amizade.
Ao Prof. Dr. José Anténio Cordeiro, pela valiosa colaboragdo na

analise estatistica, sempre muito atencioso.
As Professoras Doutoras Eucléia P. B. Contel, Lilian Madi Ravazzi,

Maria de Fatima P. S. Machado e Rosana Tidon Sklorz, pela atengdo dedicada na
andlise minuciosa e detalhada deste trabalho e pelas valiosas sugestdes. A Profa.
Dra. Lilian Madi Ravazzi, quero agradecer também, pela presenca amiga e pelos
valiosos conselhos em todo esse tempo de pds-graduagao.

Ao Prof. Dr. James R. Coleman, pela imediata revisdo do Summary.

Aos Professores do Departamento de Biologia deste Instituto, pela
transmissdo de conhecimento e pelo acolhimento, en; especial aos professores
doutores Sebastido R. Taboga e Mary M. ltoyama pela amizade e ajuda sempre que

solicitados.
Aos Professores do Departamento de Biologia Celular e Genética

da UEM, pelo incentivo e apoio, em especial, pelo convivio mais préoximo, aos
professores Erasmo Renesto, Hélio Conte, Walter A. Della Rosa, Sandra A. Collet,

Satiko Nanya, Verodnica E. Pimentel e Yoko Terada.

Aos Colegas do Curso de Pdés-Graduagdao deste Instituto, pela
convivéncia agradavel e pelas proveitosas trocas de idéias. Em especial a Alba R.
de A. Lima Catelani, Fadua R. Coelho Rits, Ana Maria, Rogério P. Mateus, Luciana
Machado, Maristela S. Bertasso, Lilian Castiglione, Marcelo F. Lourengo e Sheila A.

Vayego.

7
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 d unespwll 12 13 14 15 1e 17 18



Aos Funcionarios dos Departamentos de Biologia e de Quimica e
Geociéncias, Bernadete D. Trevisan, Eliani N. I. Ohira, Jodo R. dos Santos, Josué
R. dos Santos, Laura N. Pinheiros, Neusa H. Murae, Olga B. Pelicer, Paulo A.
Maziero, Rosana S. de Souza, Sebastido D. Barbosa e Simone C. Fernandes, pela
colaboragao e amizade.

Aos funcionarios da Bibliotecas, pela dedicagdo e paciéncia.

Aos funcionarios da Se¢dao de Pés-Graduagdo, pela atengao e
constante disponibilidade.

Ao colega de laboratério Rubens T. Honda, pela ajuda nos

experimentos sempre que solicitado.
Aos meus colegas, Claudio e Eloisa, pela amizade. A Eloisa

agradego também a ajuda na confecgao da tese.

Aos meus amigos Claudia, Chopes, Jaqueline, Luciana, Patricia,
Raquel, Ray, Regina, Rita, Rosana e Tio Carlinho, pelos momentos de
descontragao e alegria que compartilhamos.

Aos meus familiares, tios, tias e primos, pelo incentivo e carinho.

Aos meus pais José e Anadéya, que nao pouparam sacrificios para
que tudo desse certo nesse caminho que escolhi, sempre com muita preocupagao,
muita orag@o, muito carinho e principalmente com muito amor.

Aos meus irmaos Ana Elisa, Ana Rita, Ana Maria e Angelo Vitor e
aos meus cunhados Oswaldo e Laerte, pela constante preocupacdo em me
ajudar, por todo carinho e amor que nos une.

Aos meus queridos e amados sobrinhos Henrique, Ana Heloisa,
Ana Beatriz, Carolina, Matheus, Luis Paulo e Bruno, que tornaram meu mundo
infinitamente mais bonito e alegre.

A Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concessao de bolsa e a FUNDUNESP, pelo apoio financeiro.

Termino agradecendo a Deus pelo privilegio de ter tido o&timos
professores, otima familia e grandes amigos e pego sua luz e bengéo para que eu
consiga retribuir pelo menos parte de tantas gracgas recebidas.

Muito obrigada .

A
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 d unespwll 12 13 14 15 1e 17 18



Orientadora: Prof®. Dr2. Hermione Elly Melara de Campos Bicudo

AT
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 UI1eSpmll 12 13 14 15 1e 17 18



Este trabalho foi realizado nos Departamentos de Quimica e Geociéncias e de
Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de S&o José do Rio
Preto, da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, com auxilios

da CAPES e FUNDUNESP.

A
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 d ur‘espmll 12 13 14 15 1e 17 18



Para tudo ha um tempo, para cada coisa ha um momento
debaixo dos céus:

Tempo para nascer, e tempo para morrer;

Tempo para plantar, e tempo para arrancar o que foi plantado;
Tempo para matar, e tempo para sarar;

Tempo para demolir, e tempo para construir;

Tempo para chorar, e tempo para rir;

Tempo para gemer, e tempo para dangar;

Tempo para atirar pedras, e tempo para ajunta-las;

Tempo para dar abragos, e tempo para apartar-se;

Tempo para procurar, e tempo para perder;

Tempo para guardar, e tempo para jogar fora

Tempo para rasgar, e tempo para costurar;
Tempo para calar, e tempo para falar;
Tempo para amar, e tempo para odiar;
Tempo para guerra, e tempo para a paz.

Eclesiaste 3, 1- 8.
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I. INTRODUGAO

O termo esterase engloba um conjunto de enzimas geneticamente
distintas que podem desempenhar fung¢des diversificadas em um organismo e
possuem, em comum, a propriedade de catalisar a hidrolise de ésteres. O
conhecimento da especificidade ao substrato, in vivo, é bastante restrito, mas uma
ampla variedade de substratos s&o hidrolisados in vitro, propriedade que dificulta a
classificagao dessas enzimas. A classificagdo mais amplamente aceita é baseada
na sua sensibilidade a trés grupos de inibidores da atividade enzimatica (Holmes &
Master, 1967 apud Oakeshott et al, 1993), incluindo os reagentes sulfidrilicos
(como exemplo o para-cloromercuriobenzoato - pCMB), os organofosforados
(exemplo: malathion) e carbamatos (como exemplo o sulfato de eserina). Com

base nesse critério, quatro classes de esterases sdo diferenciadas:

.acetilesterases (EC 3.1.1.6) - nao sao afetadas pelos inibidores e geralmente tém

maior afinidade por substratos alifaticos, envolvendo derivados do acido acético.

.arilesterases (EC 3.1.1.2) - sao inibidas somente por reagentes sulfidrilicos e

atuam preferencialmente sobre substratos aromaticos.

.carboxilesterases (EC 3.1.1.1) - s&o inibidas somente por organofosforados e sua
maior afinidade é por ésteres alifaticos, geralmente acidos de cadeias longas.

.colinesterases - s&o inibidas por organofosforados e carbamatos e atuam
preferencialmente sobre substratos como ésteres de colina a outros ésteres
alifaticos e aromaticos. Podem ser 'separadas em acetilcolinesterases (EC 3.1.1.7)

e pseudocolinesterases (EC 3.1.1.8).

Os organismos multicelulares utilizam um amplo conjunto de enzimas
para desempenhar as mais diversas fungdes bioquimicas, enzimas estas
produzidas por meio da evolucdo de familias de multigenes. E suposto que a
evolugao dessas familias tenha ocorrido por meio da duplicagao génica e posterior
divergéncia do gene duplicado, adotando novas fungdes. As esterases
compreendem um sistema isoenzimatico que exemplifica esse processo. Ha uma
significativa similaridade entre as carboxilesterases e colinesterases de eucariotos

ja sequenciadas, que podem ser agrupadas em uma familia multigénica
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denominada carboxil/colinesterase. Essa familia engloba todas as esterases de
Drosophila sequenciadas até o momento. A familia carboxil/colinesterase pode ser
incluida dentro de uma superfamilia chamada o/p hidrolases. Esta inclui também
as lipases e algumas arilesterases de bactérias, que apresentam algumas
semelhangas na estrutura terciaria e na sequéncia de aminoacidos (revisdao em
Oakeshott et al., 1993) e parecem apresentar um ancestral comum. Algumas
acetilesterases também foram identificadas em Drosophila, mas estas nao foram
sequenciadas e nao é conhecido se elas podem ser incluidas dentro da familia

multigénica das carboxil/colinesterases (Russel et al., 1996).

Em Drosophila, dois grupos de esterases podem ser distinguidos com
base no substrato hidrolisado in vitro , o grupo das o esterases e o grupos das 8
esterases, que hidrolisam preferencialmente substratos como a-naftil e B-naftil
acetato (ou butirato e propionato), respectivamente. O grupo das a-esterases inclui
carboxilesterases, colinesterases e acetilesterases. O grupo das B-esterases
incluia somente carboxilesterases; entretanto, recentemente, Mateus (1997)

detectou a presenca de acetilesterases caracteristicas da fase larval em espécies

do complexo mulleri. Os genes para B-esterases parecem ter se diferenciado

rapidamente entre os grupos de Drosophila, uma vez que evidéncias sugerem que
0 numero, a organizagao e a expressao desses genes podem variar entre esses
grupos. As o e [-esterases tém sido caracterizadas genética e bioquimicamente
em varias espécies, como em Drosophila melanogaster (Wright, 1963; Healy et al.,
1991), D. pseudoobscura (Narise & Hubby, 1966), D. virlis (Narise, 1973), D.
mojavensis (Pen et al, 1984), D. mulleri (Ceron, 1988), D. arizonae (Ceron,
1988), D. dunni (Carrasco et al., 1984), D. serido, D. seriema, D. koepferae
(Lapenta 1992; Lapenta et al., 1995) e D. buzzatii (East, 1982; East et al., 1990;
Lapenta 1992; Lapenta et al., 1995).

O grupo das a-esterases tem sido estudado em uma série de
espécies de Drosophila. Uma das a-esterases melhor caracterizadas é a
acetilcolinesterase (AChE). Em Drosophila, estudos moleculares tém demonstrado
que a AChE é especifica do sistema nervoso central e é codificada por um Unico
loco génico, Ace. Em D. melanogaster, Ace foi localizado na posicdo 87E3 do
cromossomo llIR. O RNAm correspondente a esse gene é de 4,3 kb, sendo que a
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proteina precursora € processada em uma enzima dimérica e glicosilada que ira se
ligar @ membrana via uma ancora lipidica (Hall & Kankel, 1976 e Hall & Spierer,
1986 apud Fournier et al.,1993).

Os genes das «-esterases apresentam uma organizagao em
“cluster”. Em D. melanogaster, genes de 11 a-esterases, incluindo um possivel
pseudogene dentro de um intron, foram mapeados na posigdo 84D3-5 no
cromossomo llIR, formando um “cluster” (Russel et al.,, 1996). As esterases deste
“cluster” tém divergido substancialmente uma das outras, cerca de 37 a 66% na
sequéncia de aminoacidos, que € a variagao correspondente a observada entre
enzimas da familia das carboxil/colinesterases. Contudo, tém mantido preservadas,
regides importantes que caracterizam a familia, como algumas pontes salinas e
pontes de cisteinas, fato que sugere que as enzimas correspondentes a esses
genes sejam ativas. Uma analise filogenética sugeriu que esse “cluster” deve ter
surgido por trés eventos de duplicagao (Robin et al., 1996). Nesse “cluster” estao
incluidos os genes Est-23, Mce, Ali e Est-9. A EST-23 é uma carboxilesterase, que
mostra uma grande homologia com E-3 da mosca Lucilia cuprina envolvida na
resisténcia aos inseticidas, nesta espécie. A MCE também é uma carboxilesterase
que hidrolisa organofosforados, como o malathion, in vifro, mas sua fung¢ao in vivo
é desconhecida. A ALI nao foi relacionada a uma esterase especifica e sua fungéo
in vivo também é desconhecida (Spackman et al., 1994). Ja a EST-9, equivalente a
EST-C de D. melanogaster (Beckman & Johnson, 1964), € uma colinesterase e &

predominantemente encontrada no intestino (Healy et al., 1991).

Esterases especificas de machos que hidrolisam o a-naftil acetato
foram observadas somente em espécies do grupo repleta. Drosophila mulleri e D.
arizonae apresentam duas dessas esterases, EST- 10 e EST-12 (Ceron, 1988). do

No “cluster” D. buzzatii, as espécies D. serido, D.seriema e D. koepferae, foram

identificadas cinco bandas para a-esterases especificas de machos que foram

atribuidas a trés locos génicos distintos (Lapenta et al., 1995).

A analise das a-esterases em D. borealis, D. flavomontana e D.
montana mostrou a presenga de um, dois e quatro locos organizados em "tandem",
respectivamente. Baseado na hipotese de que esses quatro locos génicos em D.

montana originaram-se por dois eventos de duplicacdo, esse estudo evidenciou
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que D. borealis e D. flavomontana nao derivam de D. montana, como indicado por

outros estudos (Baker, 1980).

O grupo das B-esterases tem sido intensivamente estudado no

género Drosophila, desde a estrutura e fungdo das enzimas até a estrutura,

organizagao e regulagdo de seus genes. A maioria das espécies estudadas até o
momento apresenta pelo menos duas B-esterases, sendo uma presente em todas
as etapas do desenvolvimento e outra restrita a fase larval, como EST-6 (todo o
ciclo) e EST-P (larval) de D. melanogaster (Wright, 1963; Dumancic et al., 1997),
EST-1(todo o ciclo) e EST-J (larval) em D. buzzatii (East, 1982) e EST-8 (todo o
ciclo) e EST-L (larval) de D. mojavensis, D. arizonae, D. wheeleri, D. navojoa, D.
aldrichi (Ceron, 1988; Mateus, 1997). As esterases correspondentes, em D.
mojavensis e D. arizonae, sao denominadas EST- 4 (larval) e EST-5 (todo o ciclo)
(Zouros et al., 1982) e, em D. aldrichi, sdo denominadas EST-D (todo o ciclo) e
EST-G (larval) (Kambysellis et al,, 1968, Johnson & Bealle,1968). Drosophila
pseudoobscura apresenta somente uma B-esterase, presente em larvas e adultos,
denominada EST-5; entretanto, um gene homdlogo ao gene da esterase larval
(Est-P) de D. melanogaster, foi mapeado adjacente ao gene para EST-5, mas seu
produto ainda nao foi encontrado (Brady et al, 1990). Algumas especies
apresentam também p-esterases especificas de machos no bulbo ejaculatério,
como a EST-S de D. virilis (Korochkin et al., 1976 apud Oakeshott et al., 1995) e
EST-F de D. aldrichi (Kambysellis et al., 1968).

As [p-esterases sdo representadas principalmente pelas
carboxilesterases. Uma comparagdo entre as B-carboxilesterases EST-5 de D.
pseudoobscura e EST-6 de D. melanogaster , cujas sequéncias de aminoacidos
estdo identificadas (para D. melanogaster, Oakeshott et al., 1987; Collet et al.,
1990 e para D. pseudoobscura, Brady et al., 1990) mostrou grande semelhanga
estrutural entre ambas, apesar de haver uma consideravel troca de aminoacidos.
Brady et al. (1990) localizaram uma divergéncia de 138 aminoacidos entre EST-5 e
EST-6. Grande parte dessas diferengas sao fisicoquimicamente ndo conservativas,
alterando o tamanho e a carga elétrica (39%) ou alterando sua hidrofobicidade
(33%). Os sitios ativos de EST-6 e EST-5 apresentam diferengas, mas muitos

residuos aromaticos idénticos estao presentes. Essa similaridade pode explicar a
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utilizagdo do mesmo substrato por essas enzimas. Também foram encontradas

diferengas quanto aos sitios de glicosilagéo da molécula.

Uma andlise comparativa da estrutura da EST-6, entre D.
melanogaster e as espécies cripticas D. simulans e D. mauritiana, revelou que
existem mais diferengas no nivel de atividade do que mudangas na distribuigéo
tecidual ou temporal dessa enzima (Morton & Singh, 1985; Karotan ef al, 1993). As
diferengas entre as EST-6 dessas espécies s&o menores quando comparadas com
as diferencas existentes entre a EST-5 de D. pseudoobscura e a EST-6 de D.
melanogaster. Cerca de 30 aminoacidos séo diferentes entre as enzimas de D.
melanogaster, D. simulans e D. mauritiana e, em termos fisico-quimicos, essas
mudangas sdo menos radicais. Regides que variam entre as enzimas dessas trés
espécies sao os elementos de ligacdo da enzima ao substrato, a folha B principal,
as a-hélices e as regides as quais nao estao relacionadas estruturas especificas.
Essas diferengas podem ter pouco impacto na fungcido dessas enzimas; entretanto,
algumas diferengas no sitio de ligagdo ao substrato podem afetar a especificidade
ao mesmo. O polipeptidio sinal € também dois residuos mais curto em D. simulans
e D. mauritiana do que em D. melanogaster que apresenta 12 residuos. Essa
diferenca pode afetar a secre¢do de EST-6, embora ambas as formas sejam
funcionais. Trés sitios de glicosilagdo na enzima sdo compartilhados, sendo que
somente um sitio de glicosilagdo encontrado em D. melanogaster nao ocorre nas
enzimas das outras duas espécies. A diferengca quanto a esse sitio (residuo 487)
pode afetar a estabilidade da enzima in vivo. Drosophila melanogaster é
polimorfica para essa caracteristica (Myers ef al., 1993). Myers et al. (1996)
estudaram as alteragbes bioquimicas e fisiolégicas que a delegdo desses sitios de
glicosilagdo provoca na EST-6 de D. melanogaster e foi verificado que a

termoestabilidade da enzima é afetada.

A genética classica e 0 avango das técnicas moleculares permitiram a
localizagdo cromossdmica de genes onde estdo codificadas as B-
carboxilesterases. Esses genes estao organizados em “clusters”, assim como os
genes de outras esterases em Drosophila € mesmo em outros organismos. Em
espécies de Drosophila, o grupo das B-carboxilesterases inclui dois ou trés genes

ligados, organizados em “clusters” (Oakeshott ef al., 1993), os quais tém a mesma
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diregdo de transcricdo e estrutura exon/intron (Yenikolopov et al., 1983 e 1989
apud Brady et al.,1990; Collet et al., 1990; East et al., 1990). Em D. melanogaster,
sao encontrados dois genes (Est-6 e Est-P) que estdo localizados na subsegéo 69
A1 - A3 no brago esquerdo do cromossomo Il (Collet et al., 1990), com a mesma
orientagdo 5— 3. O gene Est-P esta abaixo de Est-6 (Procunier et al., 1991).
Ambos os genes compreendem dois exons separados por um curto intron de 51 e
56 pb em Est-6 e Est-P, respectivamente. A distancia entre Est-6 e Est-P é de 197
pb (Collet et al., 1990). Na espécie D. pseudoobscura sao encontrados trés genes,
Est-5A, Est-5B e Est-5C, estreitamente ligados, localizados no cromossomo X. A
distancia entre Est5-A e Est5-B é de aproximadamente 1700 pb (Brady et al,
1990). |

Ha uma grande semelhanca entre os genes para as [3-esterases de
espécies de Drosophila (Oakeshott et al.,, 1993). Na maior parte das vezes, estes
genes estdo estreitamente ligados e orientados na mesma diregdo. Assim, admite-
se que tenham surgido por duplicagédo. Um modelo de duplicagao foi proposto por
Brady et al. (1990) e Brady & Richmond (1992) em D. pseudoobscura e D.
melanogaster. Nesse modelo, uma primeira duplicagdo, no loco, teria ocorrido
antes da divergéncia entre D. pseudoobscura e D. melanogaster, provavelmente
entre 20 e 40 milhGes de anos atras. Essa duplicagao teria originado os genes Est-
5A e Est-5B em D. pseudoobscura e Est-P e Est-6 em D. melanogaster, esterase
larval e de todo o ciclo, respectivamente em cada espécie. Ja Est-5C teria se
originado por meio de uma duplicagdo mais recente de Est-5B em D.
pseudoobscura. Segundo Brady & Richmond (1992), a duplicagdo que originou
Est-5A e 5B, em D. pseudoobscura, e Est-P e Est-6, em D. melanogaster, deve ser
a mesma que originou os genes para esterase larval e de todo o ciclo, nos outros
grupos de espécies de Drosophila. Seria improvavel que essas duplicagbes
tivessem ocorrido independentemente uma da outra e, portanto, esses dois genes
deveriam estar presentes em uma espécie de Drosophila ancestral, comum a
maioria, senao a todas as espécies com genes duplicados.

Os padroes temporais de atividade das [-esterases tém sido

determinados para varias espécies de Drosophila. Entretanto, sua distribuicdo nos

varios tecidos é geralmente conhecida somente em adultos. Os principais sitios de
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atividade dessas enzimas, no adulto, s&o a hemolinfa e o aparelho reprodutivo dos
machos. A atividade na hemolinfa foi detectada em todas as espécies estudadas
do subgéneros Sophophora e Drosophila, sugerindo ser um sitio de atividade
ancestral. Em contraste, a atividade no aparelho reprodutor dos machos é variavel,
diferindo entre os subgéneros. Ha& uma atividade relativamente alta no bulbo
ejaculatorio em muitas espécies do subgénero Drosophila, sendo menos frequente
em Sophophora. Entretanto, atividade no ducto ejaculatério s6 ocorre em espécies
de Sophophora (Healy et al., 1996). Foram observados outros sitios de atividade,
como por exemplo, a EST-5 de D. pseudoobscura, encontrada em grande
quantidade no olho (Lunday & Farmer, 1983; Morton & Singh, 1985).

Dessa forma, pode-se verificar que ha grande variabilidade na
expressao das [3-esterases, ou seja, em diferentes espécies, essas enzimas estéo
presentes em diferentes tecidos. Além dessa variagao tecidual, uma variagao
temporal é bastante evidente. Esses diferentes padrées de expresséo certamente
estao sob o comando de sequéncias reguladoras e grande parte da atengéo neste
momento esta voltada para elucidar esses mecanismos de regulagado génica.

Os mecanismos de regulagéo génica tém sido bastante estudados no
complexo melanogaster. Drosophila melanogaster, D. simulans e D. mauritiana

apresentam a EST-6 com estrutura quimica bastante semelhante. A estrutura

global do gene Est-6 e da regido promotora € conservada nessas trés espécies.

Duas regibes maiores e bem conservadas parecem ser responsaveis pelo nivel
basal de EST-6, enquanto numerosas substituicdes nucleotidicas e pequenas
insercbes e delecdes presentes nos proximos 700 pb, a montante, devem
proporcionar as divergéncias reguladoras (Karotan et al., 1993). As duas principais
diferengas na expressao, entre essas espécies, sdo a baixa atividade em fémeas
recém-eclodidas de D. melanogaster e a alta atividade em D. simulans e D.
mauritiana. Karotan & Oakeshott (1993), utilizando a técnica da transferéncia do
gene Est-6 de D. simulans mais 1,2 kb na extremidade 5' e mais 0,2 kb na
extremidade 3, para células da linhagem germinativa de D. melanogaster,
verificaram que a atividade de Est-6, em fémeas recém-eclodidas, assemelha-se
mais a atividade da espécie doadora (neste caso D. simulans), sugerindo que

diferengcas nesse aspecto da expressdo sao devidas a fatores de agdo cis. Por
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outro lado, a atividade aumentada de EST-6 em adultos de cinco dias,
caracteristica de D. simulans, nao ocorre, assemelhando-se, assim, a da espécie
hospedeira (neste caso D. melanogaster), sugerindo que diferengas entre  D.
melanogaster e D. simulans, nesse aspecto da expresséo, sdo devidas a fatores

de agao frans.

Evidéncias para um controle de agado cis na expressdo das [-

carboxilesterases foram obtidas através da transformacgao de células da linhagem

germinativa de D. melanogaster com o gene Est-5B de D. pseudoobscura. A

expressao de Est-5B no adulto transgénico, ocorreu no olho e na hemolinfa, como
em D. pseudoobscura, e ndo no ducto ejaculatério como ocorre em D.
melanogaster. As sequéncias similares entre as regides promotoras de Est-6 e Est-
5B estéo confinadas aos primeiros 174 pb, na extremidade 5' do gene (Brady ef al,,
1990).

A localizagao das regides reguladoras de Est-6 de D. melanogaster
foi obtida por Ludwig et al. (1993). Eles “construiram” genes Est-6 com diferentes
delecbes na regido promotora e ligaram-nos com genes da [B-galactosidase,
retornaram esse segmento construido para a mosca, através da transformagéo de
células da linhagem germinativa mediada pelo elemento P. Quatro regides
reguladoras independentes dirigiram a expressao de Lac Z no (I) ducto ejaculatorio,
(Il) glandulas salivares, (lll) sistema respiratério, antenas e palpos maxilares e (IV)

bulbos ejaculatorios.

Healy et al. (1996) realizaram um estudo mais detalhado sobre
regides que regulam a atividade de Est-6 nos varios tipos de tecidos de D.
melanogaster. A técnica utilizada foi a transformagdo mediada por elemento P,
com segmentos génicos construidos que continham diferentes dele¢cdes ou
substituicbes na extremidade 5' ou 3' do DNA. Embora a regido que controla a
atividade génica na hemolinfa esteja a -171 e -25 pb em relagéo ao inicio do sitio
de iniciagcdo da tradugao, quatro outras regides mais distais modulam a expressao
de Est-6 na hemolinfa. Trés na extremidade 5' e uma na extremidade 3', das quais
duas com efeito positivo e duas com efeito negativo. A atividade no bulbo
ejaculatério (que é um sitio ancestral de atividade) é conferida por uma sequéncia
entre -273 e -172 pb, enquanto que a atividade de Est-6 no ducto ejaculatério (sitio
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de atividade mais recente e restrito ao subgrupo melanogaster) € conferida por
uma regido entre -844 e -614 pb. Outras regides, mais distais, controlam
quantitativamente a expressao génica no aparelho reprodutivo dos machos.
Portanto, esses dados sugerem que a atividade de Est-6 é regulada principalmente
por sequéncias proximas ao gene, enquanto que sequéncias mais distais regulam

sitios de express@o mais recentemente adquiridos.

Algumas das fungbes das esterases, nos insetos, estdao bem
esclarecidas. Entretanto, ainda n&o se conhece a fungcdo da grande maioria dessas

enzimas.

Varios trabalhos tém demonstrado que determinadas esterases

desempenham um importante papel no controle dos niveis de horménio juvenil

(HJ). Os niveis do HJ, nos insetos, sdo regulados, principalmente, pela existéncia
de dois sistemas dinamicos que controlam sua biossintese e degradagdo. A
degradagéo do HJ é obtida, basicamente, por dois caminhos: pela hidrélise de seu
grupo metil-éster ou do seu grupo epoxido, realizados, respectivamente, pela
esterase do hormonio juvenil (EHJ) e pela epdxido hidrolase do horménio juvenil
(EHHJ).

O HJ sintetizado pela corpora allata, a partir de unidades de
acetilcoenzima A, tem importante papel na regulagdo do desenvolvimento do
inseto, tanto nos estadios larvais quanto na fase adulta. Esse hormoénio controla o
processo de metamorfose, principalmente na transigéo larva-pupa (Coundron et al.,
1981). No adulto, o HJ esta envolvido em varios outros processos como a
regulagao da produgédo de ovos (Bownes, 1989) e desenvolvimento de orgéos

gonadotroéficos, em ambos os sexos (Yamamoto ef al., 1988).

Conforme revisado por Rits (1997), ha duas classes de esterases
capazes de hidrolisar o HJ. Uma delas, constituida pelas carboxilesterases
inespecificas, presentes na hemolinfa e tecidos de larvas e adultos, apresenta
baixa afinidade pelas moléculas do hormonio ligado as proteinas, mas & capaz de
hidrolisa-lo, em solugdo. Essas enzimas séo inativadas pelo diisopropilfluorofosfato
(DFP). A segunda classe € composta pelas esterases especificas para o0 hormonio
juvenil, que aparecem na hemolinfa, no ultimo estadio larval, e sdo capazes de

hidrolisar o HJ livre ou conjugado a proteinas. Estas enzimas n&o apresentam
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atividade frente ao naftil acetato, sdo insensiveis ao DFP e inibidas pelo Triton X-

100, um detergente nao idnico.

Campbell et al. (1992) demonstraram a existéncia das enzimas EHJ e
EHHJ em D. melanogaster e verificaram que a atividade hidrolitica, nessa espécie,

esta inversamente correlacionada aos titulos de HJ. Os picos de EHJ ocorrem nos

periodos de pré-pupa inicial e final. Em um estudo recente, Khlebodarova et al.

(1996) evidenciaram que, em D. virilis, as mudangas na titulagdo de HJ durante o
desenvolvimento pupa-adulto sdo principalmente devidas a atividade de EHJ. Em
D. melanogaster, essas mudangas no desenvolvimento, relacionadas as mudangas
de HJ, sdo devidas, basicamente, a atividade hidrolitica de EHHJ.

Alguns trabalhos, em insetos, tém demonstrado que a queda na
titulacdo do HJ em fémeas adultas € necessaria para o término da maturagéo dos
ovos e oviposicdo. Este aspecto pode ser observado em insetos cuja oviposigcao &
ciclica, como em Aedes aegypti (Shapiro et al., 1986). Nessa especie, a oviposigao
esta associada a um aumento na atividade de EHJ e a correspondente diminuigao
de HJ. Ja em Drosophila, a maturagdo dos ovos e oviposigao sao continuas. Desta
forma, em um mesmo individuo existem évulos imaturos e também ovulos em final
de maturagdo. Entretanto, um suporte para a hipétese de que a EHJ esteja
relacionada com a oviposigao foi obtido por Khlebodarova et al. (1996), estudando
as linhagens 101 e 147 de D. virilis. Nas duas linhagens, o inicio da oviposi¢ao de
ovos fertilizados ocorreu no primeiro dia apés o nivel maximo para EHJ, isto é, dois
dias ap6s a emergéncia para a linhagem 101 e sete dias para a linhagem 147.

O uso abusivo de inseticidas organofosforados tem causado, em
Drosophila, assim como em outros insetos, o desenvolvimento de resisténcia a
esses compostos. Mecanismos de resisténcia metabdlica, mediados por esterases,
tém evoluido em muitas espécies de insetos. Uma das esterases envolvidas nesse
processo € a acetilcolinesterase. Essa enzima atua nos terminais do impulso
nervoso, catalisando a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. No sistema
nervoso do inseto, a acetilcolinesterase € uma enzima chave, uma vez que o
sistema colinérgico € essencial para esses organismos. Os organofosforados e
carbamatos ligam-se covalentemente ao sitio ativo dessa enzima (Aldrige, 1953),

causando a morte do inseto.
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Uma linhagem de D. melanogaster, denominada MH19 foi
selecionada para resisténcia aos inseticidas (Singh & Morton, 1981 apud Fournier
et al., 1992 ). A acetilcolinesterase desta linhagem apresentou alteragdes cinéticas
(Vmax € Kn). Fournier et al. (1992) verificaram que a resisténcia a inseticidas, dessa
linhagem, & devida a uma mutagdo em ponto, na qual ocorreu uma substituicdo de
uma timina por uma adenina, resultando na troca de uma fenilalanina da proteina
tipo "selvagem" por uma tirosina na proteina da linhagem MH19. Esse aminoacido
esta localizado no sitio onde a enzima interage, diretamente, com o grupo acetil do
substrato acetilcolina. Além dessa alteragédo, outras variagbes dessa enzima foram
observadas em outras linhagens resistentes. Fournier et al. (1993) identificaram
mais trés alteracdes: Phe''® para Ser, 1le'® para Val, e Gly *® para Ala. Cada uma
destas mutagbes leva a diferentes padroes de resisténcia e a combinagao entre
essas mutagdes, por meio de recombinagao intracistronica, leva a enzimas que
conferem resisténcia. Além dessas variagdes qualitativas na enzima, a resisténcia
aos organofosforados pode ser alcangada por alteragbes quantitativas, uma vez
que moscas que apresentaram uma superprodugdo de AchE foram mais

resistentes que as moscas selvagens (Fournier et al., 1993).

Outras esterases, além das AchE, parecem desempenhar um papel
na resisténcia aos organofosforados. A EST-23, identificada em D. melanogaster,
compartilha semelhangas de mobilidade eletroforética, propriedades bioquimicas e
localizagao fisioldgica com a E-3, envolvida na resisténcia aos organofosforados

em Lucilia cuprina. Assim como E-3, a EST-23 é uma a-esterase ligada a

insensivel a eserina, ela pode ser classificada como uma carboxilesterase. Em L.
cuprina a resisténcia aos organofosforados €& sempre associada com o
aparecimento da banda referente a E-3 em gel de eletroforese (Russel, 1990 apud
Spackman et al.,1994)

Algumas esterases parecem estar envolvidas com processos

reprodutivos, nos insetos. A B-carboxilesterase EST-6 de D. melanogaster e de

outras espécies relacionadas, como D. simulans e D. mauritiana, € um exemplo
bem estabelecido, desse envolvimento. Nestas espécies, o maior pico de

expressao ocorre no ducto espermatico de adultos. A EST-6 € um componente do
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fluido seminal de machos adultos, capaz de hidrolisar o cis-vacenil acetato (um
éster lipidico sintetizado somente pelos machos) em cis-vacenol (Mane et al.,
1983). A EST-6 proveniente do macho é transferida para a fémea durante os trés
primeiros minutos de cdpula, sendo que o macho leva de 24 a 48 horas para
recuperar o nivel de EST-6 (Richmond & Senior, 1981). Na fémea, essa enzima
proveniente do macho é transferida para a hemolinfa onde permanece até quatro
dias (Meikle & Richmond, 1990). A reagao para produgdo de cis-vacenol ocorre no
aparelho reprodutivo das fémeas e completa-se seis horas apds a copula (Mane et
al., 1983). Recentemente, Myers et al. (1996) demonstraram que a glicosilagéo de
EST-6 € muito importante para manter ativa, na hemolinfa da fémea, a enzima

proveniente do macho.

A EST-6, transferida para as fémeas durante a cépula, parece
promover um grande decréscimo na atratividade das fémeas, dentro de seis horas
apods o cruzamento (Mane et al, 1983). Esse fato sugere um aumento no valor
adaptativo do macho, uma vez que um outro cruzamento desta fémea poderia
levar a perda de 40 a 90% do esperma do primeiro macho (Gromko et al., 1984
apud Scott, 1986). Mane et al. (1983) demonstraram que tanto o cis-vacenol,

como o cis-vacenil acetato, diminuem o numero de cruzamentos entre casais com

fémeas virgens, quando estas sdo tratadas topicamente. Portanto, o éster ou o

alcool sédo considerados como anti-afrodisiacos, promovendo menores frequéncias
de corte em fémeas inseminadas, reduzindo assim a probabilidade de novos

cruzamentos.

O papel das esterases restantes, ainda é especulativo. E provavel
que algumas possuam fungao nos processos digestivos. As esterases 9 e 10 de D.
melanogaster, classificadas como colinesterases nao especificas
(pseudocolinesterases), possuem grande similaridade com as
pseudocolinesterases de vertebrados, apresentando caracteristicas estruturais
conservadas. Devido a essa similaridade, foi sugerido que a EST-9 e a EST-10
exercem sua funcao de pseudoco!inesterase nos tecidos digestivos (Healy et
al.,1991).

O “cluster” buzzatii juntamente com os “clusters” martensis e

stalkeri compéem o complexo buzzatii, pertencentes ao subgrupo mulleri. O
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subgrupo mulleri € um dos subgrupos que compdéem o grupo replefa (Ruiz &
Wasserman, 1993). Atualmente cinco espécies fazem parte do “cluster” buzzatii:

Drosophila buzzatii, D. serido, D. borborema, D. koepferae e D. seriema. Com
excecdo de D. buzzatii, que se dispersou por outros continentes, como Austrélia e

Europa, esse “cluster” & endémico da América do Sul, ocorrendo no Brasil,

Argentina e Bolivia.

As espécies desse “cluster’, assim como as demais espécies do
subgrupo mulleri, utilizam cladddios de cacto em decomposi¢do como alimento e
local de oviposigao (Pereira et al., 1983). As exigéncias ecolégicas dos cactos,
como tipo de solo e umidade tém permitido deduzir sua distribuicdo no passado e
conhecé-la nas condigdes atuais. Durante as glaciagbes do periodo quaternario,
sucessivas mudangas climaticas ocasionaram retragées e expansdes das regides
secas (Ab’'Saber, 1977 e Bigarella & Andrade-lima, 1982 apud Tidon-Sklorz, 1992).
Essas retragbes e expansdes das regides secas afetaram diretamente a presencga
das cactaceas e, consequentemente, toda a histéria evolutiva do “cluster” D.
buzzatii (Sene et al., 1982 e 1988; Ruiz et al., 1982).

Linhagens pertencentes as espécies desse “cluster” tém  sido
estudadas sob varios aspectos, como isolamento reprodutivo (Bizzo 1983; Moraes,
1991 e Madi-Ravazzi et al, 1997), fertiidade, ou seja, porcentagem de
cruzamentos férteis (Madi-Ravazzi et al., 1997), padrées de esterases (Lapenta et
al., 1995), inversdes cromossdmicas em cromossomos politénicos (Tosi & Sene,
1989; Kuhn et al.,, 1996), cariétipo (Baimai et al., 1983; Kuhn et al., 1996),
morfologia do edeago (Silva & Sene, 1991; Tidon-Skorz, 1992 e 1995b; Monteiro,
1997) e sequéncias de DNA mitocondrial (Manfrin, 1997). Essas analises tém
permitido verificar as diferencas e semelhangas entre as espécies e mesmo entre
linhagens de diferentes localidades, de mesma espécie.

Um cladograma hipotético ilustrando a histéria evolutiva do “cluster”
(Tidon-Sklorz, 1995b; Monteiro, 1997) foi elaborado com base nas inversbes
cromossdmicas (Tosi & Sene, 1989), nos cinco tipos diferentes de edeago (Silva &
Sene, 1991) e nos seis tipos de cariétipos (Baimai et al., 1983). Segundo esses
estudos, no final do plioceno e comego do pleistoceno, populagées ancestrais
polimérficas adaptadas a uma variedade de cactos teriam invadido o Brasil

chegando até a Argentina. A fixagéo da invers@o 5g nas populagbes argentinas
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deu origem a D. buzzatii. Dessa forma, dois ramos filéticos iniciais principais se

originaram, de um lado D. buzzatii e de outro lado formas ancestrais das demais

especies desse “cluster’, que hoje estdo agrupadas formando o subcluster serido
(Monteiro, 1997).

Trés inversdes diferentes separaram essas formas ancestrais. A
inversdo 2j° ocorreu em populagdes do Chaco Argentino, caracterizando D.
koepferae que posteriormente adquiriu tipo de edeago e caridtipo especificos. A
inversdo 2x’ ocorreu em populacdes da regido centro-sul e litoral do Brasil, que
posteriormente se diferenciaram dando origem a D. serido D e a D. serido A, assim
denominadas de acordo com o tipo de edeago apresentado. Drosophila serido A
apresenta cariétipo especifico (met 5). A inversao 2e® é compartilhada por moscas
adaptadas ao cactos Pilosocereus. Houve uma diferenciagdo nas populagdes com
essas inversdes, verificada pela diferenciagdo quanto a morfologia do edeago.
Essa diferenciagdo deu origem, nas populagées do Brasil-central, a D. serido B
(edeago do tipo B), nas populagbes do nordeste brasileiro, a D. seriema (edeago
do tipo C) e a D. borborema (edeago do tipo bo).

Dessa forma, dentro desse “cluster’, temos entidades bem definidas e
isoladas que sao as espécies ja descritas e, por outro lado, existem populagdes
também diferenciadas em alguns aspectos, mas, talvez nao o suficiente para o
“status” de espécie. E o caso de D. serido, no qual temos as entidades D. serido A,
D. serido B e D. serido D. Drosophila serido A, holétipo da espécie, apresenta a
inversdo fixa 2x’” e cariétipo met1 e é encontrada no nordeste do Brasil até o
Estado do Rio Grande do Sul. Drosophila serido B, apresenta o tipo metafasico 1 e
€ encontrada na caatinga e regido centro-sul do Brasil, associada ao cacto
Pilosocereus machrisis, em afloramentos rochosos. Drosophila serido D apresenta
a mesma inversdo 2x’ de D. serido A, mas, caridtipo especifico (met 5). Estas
populagdes ocorrem nas regides sul e sudeste do Brasil e ao norte da borda leste
do chaco argentino, associadas ao cacto Cereus hidemannianus em florestas
mesofilas e de galerias ao longo dos vales dos rios pertencentes a Bacia do Rio
Parana. Monteiro (1997) sugeriu que D. serido B e D. serido D podem ser
elevadas a categoria de espécie. O trabalho, descrevendo-as como novas

espécies encontra-se no prelo (Tidon-Sklorz, R. comunicagéo pessoal)
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O estudo realizado por Lapenta (1992) e Lapenta et al. (1995),
mostrou que as esterases constituem uma ferramenta importante no
estabelecimento das relagbes de proximidade entre as linhagens de D. serido,
identificando diferengas existentes entre as espécies e identificando também,
diferencas entre a linhagem A95, que na época era classificada como D. serido, e
as demais linhagens desta espécie. Posteriormente, uma nova espécie foi descrita
como D. seriema, na qual essa linhagem A95 é atualmente incluida (Tidon-Sklorz
& Sene, 1995a).

Nesse contexto, procurou-se, no presente estudo, caracterizar os

padrées de esterases em linhagens de quatro espécies do “cluster’” buzzatii,

investigando algumas caracteristicas bioquimicas das esterases detectadas
(velocidade de migracao no gel, afinidade pelos substratos a e B-naftil acetato e
comportamento na presenca de inibidores), sua distribuicdo em diferentes partes
do corpo, em fémeas e machos e, para algumas esterases, sua presenga em
descendentes de intercruzamentos. Procurou-se também, usar a variabilidade
observada para discutir a proximidade filogenética entre as linhagens e detectar a
presenca de mecanismos de regulagao interespecifica, atuando no controle da

expressao geénica.
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Il. MATERIAIS E METODOS

I.1. As linhagens
Dez novas linhagens foram analisadas no presente trabalho, sendo

oito linhagens classificadas como D. seriema e duas como D. serido. Foram
incluidas também, para reavaliagdo e analise global, as oito linhagens previamente
estudadas por Lapenta et al. (1995). Na tabela 1 estdo indicadas as linhagens
utilizadas e suas respectivas procedéncias. Essas linhagens foram obtidas nos
estoques do Departamento de Biologia do IBILCE, UNESP, e originariamente
cedidas pelo Dr. Fabio de Melo S_ene, do Departamento de Genética da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto, USP.

Il.2. Manutengao em laboratério

As linhagens e os experimentos de cruzamentos foram mantidos, em
laboratério, em camaras de temperatura constante de 20+£1°C, em meio de cultura
preparado com a mistura de meios de banana e cacto (Madi-Ravazzi & Bicudo,

1992).

I.3. Obtengdao de moscas para analise intralinhagem

Moscas recém-nascidas foram obtidas diretamente do estoque e
transferidas para tubos com meio de cultura onde permaneciam até completarem
10 dias. Apds esse tempo, as moscas eram imediatamente analisadas,
individualmente, ou congeladas a -20°C, para analise a ser realizada no maximo

em 30 dias.

Il.4. Obtengao dos hibridos

Os hibridos foram obtidos por intercruzamentos das linhagens,
realizados em garrafas, utilizando-se 10 a 15 casais com quatro a sete dias de
idade. Apds 10 dias, os pais eram transferidos para uma nova garrafa. Os
hibridos recém-nascidos eram transferidos para tubos e, com 10 dias de idade,

eram analisados, individualmente, ou congelados para posterior analise.
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Tabela 1. Linhagens e espécies utilizadas no presente trabalho. Os cddigos
originais foram abreviados (entre parénteses), para facilitar a construgao
das tabelas e figuras. M= linhagem massal. * = linhagens que ja tinham
seus padrdes esterasicos estabelecidos.

ESPECIES

LINHAGENS

PROCEDENCIAS

D. serido

B59Q1 (B59) *
B50Q3 (B50)*
A55 (A55)*

Petrolina — PE
Ibotirama — BA
Bela Vista - MS

Brasil
Brasil

Brasil

Puerto Tirol/Chaco Argentina
---—-——- - BA

S

B31D1 (B31) *
D69R2 (D69A)
D69R5 (D69B)

Brasil
Brasil

D. seriema D73C12B (D73A) Cachoeira do Ferro Doido - BA Brasil

D73C5BM (D73B) Cachoeira do Ferro Doido - BA Brasil
A95 (A95)* Serra do Cipé — MG
D71C1BM (D71) Morro do Chapéu — BA
D40FM (D40) Serra do Cip6é — MG
D63M (D63) Mucugé — BA
D62C4BM (D62) Mucugé — BA

D72M (D72A) -=-m—— - BA

D72R2 (D72B) Morro do Chapéu — BA

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

B20D2 (B20) * Argentina

B25D7 (B25) *

D. koepferae Tapia — Tucumam

La Rioja Argentina

Cafarnaum — BA Brasil

D. buzzatii Buz (Buz)*
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I.5. Retrocruzamentos para testes de expressao génica

Foram realizados retrocruzamentos envolvendo fémeas hibridas (os
machos s&o estéreis) descendentes dos cruzamentos entre A95 e B20D2 (nas
duas diregdes) e as linhagens parentais. Esses retrocruzamentos foram realizados
em massa, com 10 a 15 casais por garrafa, como descrito no item anterior, e os
descendentes analisados individualmente com 10 dias de idade. Em uma segunda
etapa, as fémeas descendentes desses retrocruzamentos (os machos sé&o
estéreis) foram cruzadas com os machos das linhagens parentais. Nessa etapa,
foram realizados cruzamentos em massa, com a técnica ja descrita, e também por

casal. Os cruzamentos por casal foram realizados em tubos, com moscas de trés

dias de idade. Os casais permaneciam nos tubos até completarem 10 dias, quando

eram congelados para serem analisados juntamente com seus descendentes. Os
descendentes foram coletados ainda recém-nascidos, separados em tubos, por

sexo e com 10 dias, congelados para posterior analise.

I.6. Preparo dos géis

Os géis de poliacrilamida, utilizados neste trabalho, foram preparados
conforme Lapenta ef al. (1995), modificado de Ceron (1988), na proporgéo de 2,6%
de ligagbes cruzadas (C%) e a 10% de concentragao (T%). Os volumes de
agua e demais componentes utilizados para o preparo dos géis foram os
seguintes:
Agua destilada 10,5 ml
Tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,8 6,3 ml
Solucéo de acrilamida/bis acrilamida 8,0 ml
Persulfato de amonia a 2% 0,4 ml
TEMED 25 ul

Il.7. Preparo das amostras e condigoes de eletroforese

Moscas com 10 dias foram maceradas a 0°C em 20 a 30 pl do
tampao de amostra (Tris-HCI 0,1 M pH 8,8, contendo glicerol a 10%). Foi utilizado
para cada amostra, o volume de 10 ul. Apds a aplicagdo das amostras, os géis

foram submetidos a eletroforese por trés horas e 15 minutos, a uma voltagem
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constante de 200 V, utilizando-se para preenchimento dos compartimentos

superior e inferior da cuba, um tamp&o Tris-glicina 0,1 M pH 8,3.

I1.8. Identificagdo das esterases e avaliagao da especificidade ao substrato
A identificagdo das bandas com atividade esterasica, nos géis, foi

baseada nos métodos de coloragdo descritos por Lapenta et al. (1995), modificado
de Ceron (1988). Nesta técnica os géis s@o pré-incubados por 30 minutos, a

temperatura ambiente, em placas de Petri contendo 50 ml de tampé&o fosfato 0,1 M

pH 6,2. A seguir, o tampéo é retirado e adicionada a solugéo corante constituida de
50 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 6,2 contendo 20 mg de «a-naftil acetato e 15 mg
de B-naftil acetato (previamente solubilizado em 1 ml de acetona ou metanol), 60
mg de Fast Blue RR e 5 ml de N-propanol. Apos a coloragao por uma hora, no
escuro e a temperatura ambiente, as esterases sdo visualizadas nos géis como
bandas de coloracao preta ou vermelha, indicativas da presenga de a e j-
esterases, respectivamente. Apds a coloragao, os géis foram tratados com 100 ml
de uma solugao de descoloragao contendo alcool etilico comercial, acido acético e

agua destilada na proporgéo de 2:1:8, por 24 a 48 horas.

11.9. Tratamento com inibidores para caracterizagao bioquimica das esterases

Para o teste com inibidores, os géis foram pré-incubados e depois
submetidos a coloragao na presencga dos mesmos. Foram utilizados iodoacetamida
(IAC), para-cloromercuriobenzoato (pCMB), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e
sulfato de eserina, todos na concentracdo de 0,1 mM, e malathion (S (1-2
dicarbetoxietil) 0-0 dimetiltiofosfato) nas concentragdes de 0,8, 1 e 1,6 mM. Os
compostos iodoacetamida, pCMB e sulfato de eserina foram dissolvidos
diretamente no tampao fosfato 0,1 M pH 6,2; j@ o PMSF foi dissolvido,
previamente, em 1 ml de metanol antes de ser adicionado ao tampao.

Géis tratados e géis controles, contendo a mesma sequéncia de
amostras, foram feitos, simultaneamente, nestes experimentos. No preparo das
amostras, foram utilizadas quatro moscas maceradas em 100 ul do tampao de
amostra (Tris-HCI 0,1 M pH 8,8, contendo glicerol a 10%), desta forma foi mantida

a propor¢ao usual de 25 ul de tamp&o por mosca. Uma aliquota de 10 pul dessa

solugédo era aplicada por compartimento, em cada gel.
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1.110. Localizagdo das esterases em diferentes partes do corpo

Neste experimento, as moscas eram dissecadas em solugdo de
Demerec (Demerec & Kaufmann, 1945) para separagao das partes do corpo
(cabega, térax e abdome) que eram transferidas para os tubos de amostra. As
amostras continham um exemplar ou trés de mesma parte, macerados em 25 ul de

tampao (Tris-HCI 0,1 M pH 8,8, contendo glicerol a 10%).

I.11. Secagem dos géis

A secagem dos géis foi baseada no método de Ceron et al. (1992).
Inicialmente os géis eram tratados em uma solugéo de acido acético a 7,5% e
glicerol a 10% por duas horas. Em seguida, eram banhados numa solugao de
gelatina comercial a 5%, prensados em um bastidor entre duas folhas de papel

celofane e deixados a temperatura ambiente por trés a quatro dias para secagem.

I.112. Analise estatistica
1.12. 1. indice de similaridade (IS)
O indice de similaridade, utilizado neste trabalho, foi o de Whitney et
al. (1968).
O IS foi calculado com a seguinte formula:

N° de pares de bandas similares
IS=
n° de bandas diferente + n° de pares de bandas similares

1.12.2. Andlise de dependéncia (ANADEP)

A analise de dependéncia é uma técnica geométrica para o estudo de
associagbes entre linhas e colunas (neste caso entre bandas e linhagens,
respectivamente), de uma tabela de classificagdo cruzada. Neste trabalho a tabela
foi construida com as porcentagens de ocorréncia de cada banda esterasica, em
cada linhagem.

O método ANADEP, segundo Cordeiro (1987) é, em linhas gerais, 0
seguinte: cada linhagem, vista como um vetor das propor¢bes das bandas

esterasicas nela encontradas, € um ponto (no sentido geométrico) no espago real

de dimenséo X (X= n° de bandas); da mesma forma cada banda esterasica, vista
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como um vetor das proporcdes de linhagens em que ela é encontrada, € um ponto
no espago de dimensao N (N= n° de linhagens). Teremos, entdo, no espaco de
dimensdo X, uma nuvem de pontos, cada um representando uma linhagem, e no

espago de dimensdo N, uma nuvem de pontos, cada um representando uma

banda esterasica.

Dadas essas configuragbes de pontos, o método procura, usando
técnicas matematicas adequadas, diregdes nos respectivos espagos onde estédo as
linhagens (dimens&o X) e que disponham, para o observador, aqueles objetos ou
pontos o mais dispersos possivel, isto é, nas diregbes mais favoraveis para se
enxergarem os pontos no sentido de que eles fiquem o mais afastados possivel um
do outro.

Cada direcao é um fator de dependéncia e estes sdo ordenados pela
ordem decrescente das suas dependéncias (medidas de quantidade de
espalhamento dos pontos ao longo de sua diregdo no espago correspondente). O
fator de dependéncia 1 (FT1) é, portanto, aquele que tem a maior dependéncia, o
fator de dependéncia 2 (FT2) é a segunda maior dependéncia, e assim por diante.
Em cada espago, a dependéncia de cada fator € a mesma de seu correspondente,
na ordenagdo no outro espago. A dependéncia total € a soma das dependéncias
de todos os fatores. Com isto, representam-se as importancias dos fatores de

dependéncia, em funcdo dos percentuais da dependéncia total explicadas.

1.12.3. Analise de “cluster”

A analise de “cluster” (analise de aglomerados) é uma técnica para
agrupar individuos (ou variaveis) de acordo com uma medida de similaridade ou,
complementarmente, de distancia (Mardia et al, 1980). Ha varios métodos de
analise de “cluster”, e no presente trabalho foi usado o de ligagdo simples (single
Linkage) e de similaridade por distancia Euclidiana. As linhagens foram agrupadas

pelos quatro primeiros fatores de dependéncia da ANADEP.
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lll. RESULTADOS

lll.1. Padroes esterasicos
Para o estudo dos padrées esterasicos de novas linhagens foram

analisados fémeas e machos de oito linhagens de Drosophila seriema e de duas

linhagens de D. serido, totalizando 1447 moscas. A posi¢cdo das bandas de cada

linhagem foi estabelecida por meio de uma anélise comparativa entre as linhagens
analisadas neste trabalho e as linhagens cujos padrées foram estabelecidos por
Lapenta (1992) e Lapenta ef al. (1995). No total, nas 10 linhagens foram
identificadas 48 bandas com atividade esterasica. Entre as linhagens de D.
seriema, analisadas neste trabalho, foram identificadas 38 bandas, sendo que 12
nao haviam sido detectadas nas linhagens analisadas anteriormente, que s&o as
bandas 8, 24, 26, 28, 36, 39, 40, 42, 48, 55, 56 e 58. Ja entre as linhagens de D.
serido foram identificadas 24 bandas, sendo que sete ainda n&do haviam sido
detectadas no trabalho anterior, que sdo as bandas 9, 26, 27, 32, 35, 38 e 41
(figura 1).

Somente a banda 52 foi comum a todas as linhagens estudadas.
Considerando apenas as linhagens classificadas como D. seriema, verifica-se que
além da banda 52, as bandas 31, 43 e 48 estiveram presentes em todas as
linhagens. As bandas 16 e 59 estiveram ausentes em D72R2 e D40FM,
respectivamente. O oposto ocorreu com as bandas 8, 36 e 54 que estiveram
presentes, cada uma, em apenas uma linhagem. De todas essas bandas, as
bandas 8 de D73C5BM e 36 de D73C12B nado haviam sido detectadas
anteriormente e podem ser consideradas especificas dessas linhagens. Ja dentre
as linhagens classificadas como D. serido, DE9R2 apresentou com exclusividade,
as bandas 9, 27 e 41. As figuras 2 a 11 apresentam os padrées de bandas
detectados nas linhagens estudadas neste trabalho.

Quanto a especificidade ao substrato hidrolisado, foram detectadas
nas linhagens das espécies de Drosophila estudadas, -esterases, afp-esterases e
a-esterases. As B-esterases sdo enzimas que hidrolisam preferencialmente o B-
naftil acetato e apresentam uma coloragéo vermelha, no gel. Fazem parte do grupo
das B-esterases, as enzimas visualizadas nas bandas 8, 24, 26, 36, 39, 40 e 42,

em D. seriema, e nas bandas 26, 32, 35e 45 em D. serido. As ap-esterases
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Figura 1. Zimograma representativo dos padroes de esterases das linhagens de Drosophffa seriema (D71C1BM, D40FM, D72M,
D72R2, D62C4BM, D63M, D73C12B e D73C5BM) e das linhagens de D. serido (D69R2 e D69RS5). A numeragdo das

bandas esta representada a esquerda e a freqliéncia com que a banda ocorreu na linhagem, a direita.
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Figura 2. Padrao de esterases da linhagem D71C1BM. 1- macho A95 para
comparagdo, 2 a 13- machos D71 C1BM e 14 a 20- fémeas D71
C1BM.
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Figura 3. Padréo de esterases da linhagem D40FM. 1- macho A95 para
comparagéo, 2 a 10- machos D40FM e 11 a 20- fémeas D40FM.
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Figura 4. Padréo de esterases da linhagem D72M. 1- macho A95, 2- macho
B50Q3, 3 a 10- féemeas D72M e 11 a 20- machos D72M.
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Figura 5. Padrao de esterases da linhagem D72R2. 1 a 10- féemeas e 11 a 20-
machos.
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Figura 6. Padréo de esterases da linhagem D62C4BM. 1-
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Figura 7. Padréao de esterases da linhagem D63M. 1- macho A95, 2 a
fémeas e 11 a 20- machos.
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Figura 8. Padrdo de esterases da linhagem D73C12B. 1- macho D72M, 2-
fémea A95, 3- macho B20D2, 4 a 13 - machos, 14 a 20- fémeas.

A"‘V‘Y

1 2 3 4 5 6 d unespw 13 14 15

16

17



6 15 16 17 18

Figura 9. Padrao de esterases da linhagem D73C5BM. 1- macho B20D2, 2-
fémea D72M, 3- macho D69R2, 4 a 15 - machos, 16 a 18- fémeas.
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Figura 10. Padr&o de esterases da linhagem D69R2. 1 e 2- machos A95, 3 a 5-
fémeas e 6 a 15 machos.
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Figura 11. Padrao de esterases da linhagem D69R5. 1 e 2- fémeas B50Q3, 3 a
O- fémeas e 10 a 20- machos.
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hidrolisam tanto o a-naftil acetato quanto o B-naftil acetato e apresentam uma
coloragao intermediaria entre o vermelho e o preto. Caracterizam-se por apresentar
uma variagao na coloragdo de acordo com as concentragées dos dois tipos de
naftil acetatos. Quando o -naftii acetato predomina elas apresentam uma
coloragao mais avermelhada; com o predominio do a-naftil acetato, apresentam
uma coloragdo mais proxima do preto. As af-esterases, identificadas neste
trabalho, podem ser visualizadas nas bandas 4, 5, 7, 12, 28, 30, 31 e 33, em D.
seriema, e nas bandas 2, 3, 5, 38 e 41 em D. serido. As a-esterases hidrolisam,
preferencialmente, o a-naftil acetato, coram-se de preto e representam a maior
parte das enzimas, totalizando as 28 bandas restantes.

As frequéncias de individuos portadores das bandas, em cada
linhagem, foi bastante variavel. Todas as linhagens apresentaram bandas
freqlentes, que compéem o seu padrdo caracteristico e, também, bandas que

ocorreram em somente uma ou poucas moscas. Bandas bastante frequentes em

uma linhagem nao necessariamente eram frequentes nos individuos das outras

linhagens em que elas ocorreram; como por exemplo, a banda 30 ocorreu em 5%
das moscas de D72M e em 69% em D40FM.

Algumas bandas ocorreram somente em machos. Dentre elas, oito
foram consideradas especificas de machos, por causa da sua alta frequéncia
(maior que 30%) e/ou por causa da sua ocorréncia em mais do que uma linhagem,
exclusivamente em machos. Essas bandas especificas de machos estéo listadas a
seguir, com suas respectivas frequéncias, indicadas entre parénteses:

Banda 22 - presente em D72M (18) e D63M (7)

Banda 23 - presente em D72M (2), D63M (31) e D73C12B (19)

Banda 29 - presente em D71C1BM (64), D72M (22) e D63M (52)

Banda 32 - presente em D69R2 (51) e D69R5 (23)

Banda 35 — presente em D69R2 (80) e D69R5 (23)

Banda 43 — presente em D71C1BM (91), D40FM (80), D72M (82), D72R2 (43),

D62C4BM (85), D63M (88), D73C12B (77) e D73C5BM (99)

Banda 44 — presente em D73C12B (40)
Banda 58 — presente em D71C1BM (36), D40FM (54), D72M (18), D72R2 (24),

D62C4BM (20), D63M (22), D73C5BM (41) e D69R2 (80)
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Dentre essas esterases, as bandas 24, 26, 32, 35, 43, 44, e 58 foram
especificas dos machos em todas as linhagens em que elas ocorreram. Ja as
bandas 22, 23 e 29, que haviam sido detectadas no trabalho anterior,

comportaram-se como especificas de machos em algumas linhagens e em outras,

nao. Lapenta et al. (1995) verificaram que essas bandas eram especificas de
machos nas linhagens B20D2 e B25D7 de Drosophila koepferae e nao na
linhagem Buz, de D. buzzatii. No presente trabalho elas s6 ndo foram especificas
de machos em D69R2 e D69RS.

Esterases exclusivas de fémeas nao foram detectadas neste trabalho,

mas algumas bandas ocorreram com frequéncia maior em fémeas que em
machos, como a banda 20 que, em D40FM, foi detectada em 8% dos machos e em
54% das fémeas e a banda 8 que em D73C5BM ocorreu em 3% dos machos e em
17% das fémeas. Ja a banda 16 foi detectada somente em fémeas de D73C5BM,

com frequéncia de 9%; entretanto, em outras linhagens, essa banda ocorreu em

ambos 0s sexos.

IIl.2. Complementagao de dados sobre as linhagens anteriormente analisadas

As linhagens estudadas por Lapenta et al. (1995) foram novamente
analisadas, no presente trabalho, com relagédo aos inibidores e a localizagao do
sitio de atividade das esterases em diferentes partes do corpo. Além disso,
amostras individuais foram analisadas, com o objetivo de comparagcao com as
linhagens do presente trabalho. Essa analise mais ampla permitiu verificar
algumas bandas adicionais, nao diagnosticadas antes, que apresentamos neste
trabalho para complementacao dos dados. O padrao de bandas dessas linhagens,
ja com as modificagdes, estda mostrado na figura 12. Na linhagem A95 foram
observadas sete bandas adicionais, em B20D2, seis bandas e nas demais

linhagens de duas a quatro bandas.

lll.3. Utilizagao de inibidores da atividade enzimatica
Para uma melhor caracterizagdo das esterases, estas foram
submetidas a diferentes inibidores da atividade enzimatica. Neste trabalho foram

realizados experimentos utilizando-se como inibidores malathion, sulfato de
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Figura 12. Zimograma representativo dos padrées de esterases das linhagens de Drosophila seriema (A95), D. serido
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Lapenta et al. (1995) e modificado no presente trabalho. A numeragao das bandas esta representada a esquerda
e a frequéncia dessa banda, a direita. Asteriscos indicam as bandas adicionadas neste trabalho.
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eserina, para-cloromercuriobenzoato (pCMB), fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF)
e iodoacetamida (IAC). A tabela 2 refere-se ao comportamento das esterases na

presencga desses inibidores.
O uso de malathion inibe completamente a atividade da esterase

correspondente a banda 52 e, inibe parcialmente, as f-esterases correspondentes

as bandas 24, 26, 36, 39, 40, 42, 45 e 46 e as a-esterases, bandas 48, 49, 54, 55,
56, 57, 58 e 59 (figura 13).

O tratamento dos géis com sulfato de eserina permitiu verificar a
inibicdo completa das bandas 48, 49 e 52 e uma inibigao parcial da atividade das
af-esterases observadas nas bandas 28, 30, 31, 33, 38 e 41 (figura 14).

Os tratamentos com os compostos pCMB e PMSF (figuras 15 e 16,
respectivamente) mostraram a inibicdo das af3-esterases observadas nas bandas
28, 30, 31, 33, 38 e 41. Além dessas bandas, o PMSF inibiu também as bandas a
43 e 44. O composto iodoacetamida ndo alterou a atividade enzimatica de

nenhuma esterase.

ll.4. Presenga das esterases na cabega, no térax e no abdome das moscas

Esse estudo mostrou que determinadas esterases estao presentes,
exclusiva ou predominantemente, em uma das partes do corpo. A tabela 3 e a
figura 17 referem-se a localizag@o das bandas esterasicas mais frequentes. As of3-
esterases, de migragao mais rapida, correspondentes as bandas 2, 3, 5, 7, 12 e 14,
localizaram-se predominantemente na cabega e as af}-esterases de migracao mais
lenta e que ocupam uma posigéo central no gel (bandas 28, 30, 31, 33, 38 e 41)
ocorreram na cabega, torax e abdome, seguindo um gradiente crescente de
atividade, nessa sequéncia.

As [3-esterases correspondentes as bandas 36, 40, 42, 45 e 46 est&o
presentes nas trés regides. Ja as bandas 24 e 26 foram detectadas na cabecga e no
térax, enquanto as bandas 32, 35, 50 e 51, B-esterases especificas de machos,
estiveram presentes exclusivamente no abdome.

Quanto as a-esterases, algumas bandas mantiveram uma localizag&o
morfolégica bem definida, como a esterase correspondente a banda 52, que esta
localizada na cabega e tdrax e € ausente no abdome, as bandas 9, 10, 11, 13 e 19

que ocorreram, predominantemente, na cabega, a banda 29, no térax e abdome e
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Tabela 2. Comportamento das bandas na presenga dos
inibidores (+, ++, +++ = graus de inibicdo)

INIBIDORES + +t i

MALATHION 2 24, 52
26,36,39,40,42,45,

46,48,49,54,55,56,
57,58,59

SULFATO DE 28, 30, 31, 33, 38, _ 48, 49,52
ESERINA 4
pCMB 28, 30, 31, 33, 38,
41

28, 30, 31, 33, 38,
41,43, 44

PMSF
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Figura 13. A e B. Efeito do malathion sobre as esterases. A. gel controle e B. gel
tratado. Amostras (machos): 1- A95, 2- D71C1BM, 3. D40FM, 4- D63M, 5-
D62C4BM, 6- D72M, 7- D72R2, 8- D73C5BM, 9- D73C12B, 10- A55, 11-
B25D7, 12- B50Q3, 13- B25D7, 14- D69R2, 15- DBORS5, 16- B20D2, 17-
B25D7, 18- Buz e 19- D71C1BM. Nesta e nas demais figuras com
inibidores estdo numerados apenas as bandas que mostraram efeito dos
mesmos.
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Figura 14. A e B. Efeito do sulfato de eserina sobre as esterases. A. gel controle e B.
gel tratado. Amostras (machos): 1- B31D1, 2- D72R2, 3- D63M, 4-
D62C4BM, 5- D73C12B, 6- D40FM, 7- B25D7, 8- D72M, 9- DB9R2, 10-
D69RS5, 11- A95, 12- B25D7, 13- B50Q3, 14- B20D2, 15- B25D7, 16-
B25D7, 17- Buz, 18- D63M, 19- D72M e 20- D69R2.
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Figura 15. A e B. Efeito do pCMB sobre as esterases. A. gel controle e B. gel tratado.
Amostras (machos): 1- B31D1, 2- B58Q1, 3- B50Q3, 4- B20D2, 5- D69R2,
6- DB9RS, 7- D72R2, 8- D63M, 9- D72M, 10- D62C4BM, 11- A95,12-
B20D2, 13- B25D7, 14 e15- Buz, 16- D72M, 17- B31D1, 18- D69R2, 19-
DB9R5 e 20- B20D2.
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Figura 16. A e B. Efeito do PMSF sobre as esterases. A. gel controle e B. gel tratado.
Amostras (machos): 1- A95, 2- D71C1BM, 3. D40FM, 4- D63M, 5-
D62C4BM, 6- D72M, 7- D72R2, 8- B25D7, 9- D73C12B, 10- B31D1, 11-

B25D7, 12- B50Q3, 13- B25D7, 14- D69R2, 15- D69RS, 16- B20D2, 17-
B25D7 e 18- Buz.
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Tabela 3. Presenga das bandas esterasicas na cabeca, no térax e no abdome,

analisados separadamente.
LINHAGENS CABECA TORAX ABDOME
D71C1BM 5,11,1326, 31,4252 16,26,29,31,42,52 16,29,28,31,42,43
D40FM 5,11,13,30,31,42,52 16,20,30,31,42,52  16,20,30,31,42,43,49

D72M 5,7,11,13,31,40,52 16,18,31,40,52 16,18,22,31,40,43
D72R2 4,711,1326,30,31,33,52  15,18.26,30,31,33,52  15,18,30,31,33,43
D62C4BM 7,11,13,24,30,31,52 18,20,24,30,31,52 18,20,30,31,43
D63M 11,13,15, 31,52 18,20,29, 31,52 16,18,20, 29,31,43
D73C12B 31,52 31,52 31,43
D73C5BM 11,13,28,31,36,52 28,31,36,52 28,31,36
A95 12,13,31,45,52 18,20,31,45,52 18, 20,31,43,49,45
D69R2 5,9,10,38,41,45,52 38,41,45,52 38,41,32,35,45
D69R5 2,3,16,17,38,45,52 18,20, 38,4552 18,20,32,35,38 45
B31D1 7,12,15,16,30,46,52 30,46,52 30,44,46,50,51,53
A55 4,5,7,12,15,16,30, 31,46 52 30,31,46,52 30,44 46,53
B50Q3 5,7,15,16,31,46,52 18,20, 31,46 52 18,20,31,44,46, 53
B59Q1 5,7,15,16,30,31,46,52 30,31,46,52 30,31,44,46,53,
B20D2 4,5,18,19,31,46,52 31,46,52 22,23 46,31,
B25D7 12,14,18,19,30,31,46,52 16,30,31,46,52 16,22,23,30,31,46
BUZ 2,3,10,13,33,45,52 33,4552 33,45

¢ a-esterase, ¢ of-esterase e ¢ p-esterase
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Figura 17. A e B. Esterases em diferentes partes do corpo das linhagens. A. 1 a 8-
machos B20D2, 9 a 16- machos A95 e 17 a 20- machos B50Q3. B. 1 a 4-
D62, 5 a 8- machos D72R2, 9 a 12- machos Buz e 13 a 16- machos
B31D1. M = mosca inteira, C = cabecga, T = térax e A = abdome.
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as bandas 22, 23, 43, 44, 49 e 53, exclusivas do abdome. Entretanto, a localizagédo
morfologica, de algumas bandas, diferiu entre as linhagens, como a banda 15 que
em B31D1, B50Q3 e B59Q1 esta localizada na cabega e em D72R2 esta presente
no térax e abdome, a banda 16 em D69R5 esta localizada na cabega e nas
linhagens D71C1BM, D40FM, D72M, B20D2 e B25D7 ocorre no térax e abdome e
a banda 18 que em B20D2, B25D7 esta localizada na cabega e em D72M, D72R2,
D62C4BM, D63M, AS5, D69RS ocorre no torax e abdome.

lI.5. Aspectos genéticos das bandas esterasicas

Essa abordagem foi realizada de duas maneiras: (1) pela soma das
caracteristicas de posi¢cdo no gel, especificidade ao substrato, inibicdo, presenca
em machos e fémeas e localizagdo no corpo do inseto e (2) por cruzamentos e

analise dos descendentes e linhagens parentais.
A tabela 4 mostra os padrées de comportamento obtidos,

considerando o conjunto de caracteristicas das esterases, abrangendo o grau de

inibicdo quanto aos quatro inibidores utilizados, quanto a preferéncia aos
substratos o e B-naftil acetatos, quanto a localizagdo nas trés partes do corpo
(cabega, torax e abdome) e presengca nos sexos. Ao todo, foram obtidos 20
padrées de comportamento. Estaremos admitindo que cada padréo corresponde a

um tipo de esterase.

Na tabela 5, estdo relacionadas as bandas esterasicas de cada
linhagem que podem ser incluidas em cada padrao de comportamento, isto &,
incluidas em cada uma das 20 esterases diferenciadas. A jungcdo desses dados
com os resultados dos cruzamentos que serdao apresentados mais adiante,
permitiu estabelecer, tentativamente, 19 locos génicos que seriam responsaveis
pela sintese das esterases e mais duas situagdes em que nao foi possivel chegar-
se a uma definigdo quanto a relagao esterase-loco génico.

Uma dificuldade encontrada no estabelecimento desses locos foi o
fato de que, algumas bandas de diferentes linhagens, com a mesma velocidade de
migragao e mesma afinidade ao substrato e que receberam, consequentemente, a
mesma numeragao na sequéncia de bandas, manifestaram diferencas quanto a

outra caracteristica analisada, sugerindo tratar-se de diferentes esterases. Essa é
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Tabela 4. Padroes de comportamento obtidos considerando o conjunto de caracteristicas das esterases.

ESTERASES PREFERENCIA AO PRESENCA PRESENCA

SUBSTRATO NAS PARTES  NOS SEXOS
INIBIDORES DO CORPO

MALATHION ESERINA PCMB PMSF

n. d. n. d. n. d. n. d.
++ n. d. n. d.

++ n. d.
++

n. d.

o
a
a
c
[0
a
B
a
a
B
a
B
af
a
B
o
a
a
a
of

n. d. = ndo determinado; +, ++, +++ = graus de inibigdo em ordem crescente; -- = auséncia de inibi¢éo; o= a-
naftil acetato; p= B-naftil acetato; C= cabega; T= térax; A = abdome; M= macho; F= fémea,
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Tabela 5. Agrupamento das bandas esterasicas das linhagens, para efeito de andlise genética, com base nas caracteristicas
referidas na tabela 4.

EST

Loco

D71

D40

D72A

D72B

D62

D63

D73A

D73B A95 D69A

D69B

B31 ASS B50

B39 B20 B15 BUZ

20
19
18
17
16
15

Est-20
Est-19
Est-18
Est-17
Est-16
Est-15
Est-14B
Est-14A
Est-13
Est-12
Est-11
Est-10
Est-9
Est-8
Est-7
Est-6

59
58
55,56

58
55.56
57

59:61
58
35,56

30; 31

29
24

16;18
11;13

57

59:61
58
55,56

30:31;
33

26

15; 18;
20

4, 7,12

58
55

30:31

16, 18;
20
11;13

4,57

16; 18;
20
1511
13
4,5,7

16,18

59 59 59:61
58 58
57

3235
38,41

22,23
25,27
16; 18; 16; 18; 20
20 20
11;13 13 9, 10;13

7 12,5 2:3;5

59

32,35
38

16; 17

2.3

59 59,61
58

57

44
46

34
32 32
30;31  30;31

18,20
15,16 15,16 15,16

4357 457, 57
12 12

5961 3961 59:61 e
58 58
55,56
57, 54

30; 31

18;20
15; 16

5:7
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a explicagdo para a presenga de bandas com o mesmo numero fazendo parte de

esterases diferentes na tabela 5.
As duas situagdes, referidas anteriormente, em que houve maior

dificuldade para definir a relagéo esterase-loco génico séo as das esterases 1 e 2.

A EST-1 compde-se das bandas aff de migragéo mais rapida (2, 3, 4,
5, 7, 12 e 14). Esta presente em todas as linhagens, exceto em D73C12B. Essa
enzima n&o foi inibida por nenhum dos compostos utilizados e foi predominante na
cabega. As bandas 2 e 3 caracterizam-se por ocorrerem sempre juntas em um
mesmo individuo, de modo que em D69R2, 32% de individuos apresentaram as
banda 2 e 3, e em D69R5, 95%. Nesta ultima linhagem, 2% das moscas
apresentaram unicamente a banda 2 e 3% nenhuma das duas. Em D69R2,
nenhuma das bandas ocorreu isolada.

A EST-2 é representada pelas bandas o 11, 13 e 15 (esta ultima
somente em D63M), nas linhagens de D. seriema, 9, 10, 13, 15, 16 e 17 em D.
serido, 18 e 19 em D. koepferae e 10 e 13 em D. buzzatii. Essa enzima nao foi
observada em D73C12B e em D72R2 e caracterizou-se por ndo ser inibida por
nenhum dos compostos quimicos utilizados e ser predominante na cabecga. Essas
bandas ocorreram com frequéncias bastante altas na maioria das linhagens. Essas
frequéncias elevadas indicam que essas bandas dificimente podem ser
consideradas produtos de alelos de um mesmo loco.

A EST-3 difere da esterase-2 somente pela localizagdo, no térax e
abdome. Corresponde as bandas a 15, 16, 18 € 20 em D. seriema, 18 e 20 em D.
serido, 16 e 20 em D. koepferae e 6, 16 e 19 em D. buzzatii, e que estdo sendo
consideradas produtos de alelos. Esse loco foi comum a todas as linhagens,
diferindo apenas na frequéncia dos alelos.

A EST-4 corresponde as bandas o 21, 22, 23, 25 e 27, que
ocorreram nas linhagens D69R2, D6SRS, B25D7 e Buz. Essas bandas
apresentaram, predominantemente, uma coloragao ténue. Elas ndo foram testadas
quantos aos inibidores e nao foi identificado seu local de atividade.

A EST-5 corresponde as bandas 22 e 23 que ocorreram nas
linhagens D72M, D63M, D73C12B (apenas a 23), A95, B20D2 e B25D7. Essa

enzima é uma a-esterase que difere da EST-4 por ser especifica de machos.
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Nenhum dos compostos utilizados alterou a intensidade de coloragdo dessa

enzima e o seu local de atividade esta localizado no abdome.

A EST-6 refere-se a uma [B-esterase correspondente as bandas 24
em D72M, D62C4BM e 26 em D71C1BM, D72R2, D63M e D69R2. Essas bandas
apresentam um aspecto difuso e uma baixa frequéncia (3% a 16%). Essa enzima
foi inibida pelo malathion e seu local de atividade encontra-se na cabega e no
torax.

A EST-7 é uma a-esterase que corresponde a banda 29, sendo a
unica forma alélica, presente em D71C1BM, D72M, D63M e B31D1. Caracterizou-
se por ndo ser inibida por nenhum dos compostos utilizados, ser especifica de
machos e ter seu local de atividade no abdome.

A EST-8 refere-se as ap-esterases de migragao central no gel,
bandas 28, 30, 31, 33, 38 e 41, que devem corresponder a seis alelos. Essa
esterase esteve presente em todas as linhagens, com frequéncia bastante elevada.
Essa enzima s6 n&o foi inibida pelo malathion e sua atividade foi detectada em
todas as partes do corpo, decrescendo em intensidade de coloragdo na ordem
abdome > térax > cabega.

A EST-9 apresenta duas bandas, 32 e 35, que devem corresponder a
dois alelos. Essas bandas apresentaram um aspecto difuso, assim como a EST-6,
e também uma sobreposi¢do de bandas, dificultando sua detecgdo. E uma B-
esterase, especifica de macho, néo inibida por nenhum dos inibidores utilizados e
detectada somente no abdome, diferindo nesses dois aspectos da EST-6.

A EST-10 refere-se as bandas o 34 em A55, B50Q3, B20D2 e B25D7
e 37 em A95, ndo detectadas no presente trabalho, mas por Lapenta et al. (1995).
Essas bandas tém em comum, além da proximidade no gel, uma coloragéo ténue.
A banda 34, em B20D2, apresentou uma frequéncia de 53%; nas demais
linhagens, a frequéncia dessas bandas foi inferior a 15%. Esse fato, somado a
fraca coloragao, dificultou sua caracterizagdo bioquimica e localizagdo da parte do
corpo onde essa enzima esta presente.

A EST-11 refere-se a uma p-esterase, ndo detectada em D72R2,
D62C4BM e D63M, correspondendo a seis alelos (bandas 36, 39, 40, 42, 45 e 46),
da mesma forma que as esterases 8 e 3. As quatro espécies estudadas

apresentaram essa esterase em frequéncia elevada na maioria das linhagens.
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Essa enzima foi inibida somente pelo malathion, estando presente nas trés partes

do corpo da mosca.
A EST-12 refere-se a uma a-esterase, presente unicamente em

machos, correspondente as bandas 43 e 44. A banda 43 ocorreu em todas as
linhagens de D. seriema e a banda 44 nas linhagens de D. serido, exceto D69R2 e
D69SRS, e em D. seriema, na linhagem D73C12B, unica com as duas bandas.

Drosophila koepferae e D. buzzatii ndo apresentaram essa esterase. O local de
atividade dessa enzima esta no abdome. Essa enzima foi inibida unicamente pelo
PMSF.

A EST-13 apresenta as bandas 48 e 49, correspondendo a duas
formas alélicas. O alelo 48 ocorreu em todas as linhagens de D. seriema, exceto
em A95 e o alelo 49 ocorreu em D40FM (unica linhagem com os dois alelos), A95,
D69R2 e DE9RS. Essa esterase caracteriza-se por apresentar uma coloragéo
ténue e ser inibida pelo malathion e pela eserina.

A EST-14 corresponde as bandas 50 e 51, em B31D1, e 50, em
B59Q1, e refere-se a uma B-esterase macho-especifica, cujo local de atividade
encontra-se no abdome. Essas bandas também foram detectadas apenas nas
linhagens estudadas por Lapenta et al. (1995). Esses autores sugeriram que dois
locos génicos distintos seriam responsaveis por essas bandas, uma vez que
hibridos entre B31D1 e B20D2 (linhagem na qual essa enzima esta ausente)
apresentaram as duas bandas. Esses dois locos foram denominados por Est-14A e
Est-14B, no presente trabalho.

A EST-15 corresponde a banda 52 e esteve presente em 100% das
moscas analisadas, em todas as linhagens. Um Unico loco monomérfico, Est-15,
parece determinar essa esterase. Essa enzima é uma a-esterase, inibida pela
eserina e pelo malathion. Os principais sitios de atividade encontram-se no térax e,
mais intensamente, na cabeca.

A EST-16 refere-se a uma «-esterase especifica de macho,
correspondente a banda 53. Essa banda foi detectada por Lapenta et al. (1995),
nas linhagens B31D1, A55, B50Q3 e B59Q1. A atividade dessa enzima foi
detectada no abdome e néo foi inibida por nenhum dos compostos utilizados.

A EST-17 refere-se as bandas 54 e 57 que se apresentam no gel de

modo caracteristico, sendo bastante delgadas, assemelhando-se a um trago. Essa
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a-esterase so6 foi inibida pelo malathion. Essas duas bandas correspondem a dois
alelos de um mesmo loco. O alelo 54 esteve presente em B31D1, B20D2 e B25D7
e o alelo 57 em D40FM, D72R2, D62C4BM, D63M, D73C12B, D73C5BM, A95,
D69R2, B31D1, B50Q3, B20D2.

A EST-18, correspondente as bandas 55 e 56, foi detectada nas
linhagens de D. seriema (exceto em D73C12B e D73C5BM), em B31D1 de D.
serido, nas duas linhagens de D. koepferae e em Buz, de D. buzzatii. Essa enzima
é a uma a-esterase que apresenta uma coloragdo muito clara, o que dificultou sua
detecgdo anterior. Com relagao aos inibidores, sé nao foi inibida pelo malathion e
nao foi testada com o PCMB.

A EST-19 refere-se a uma a-esterase especifica de machos,
determinada por um unico alelo, correspondente & banda 58. Essa esterase esta
presente em D. seriema (exceto em D63M), em D. serido, nas linhagens B50Q3 e
B59Q1, nas duas linhagens de D. koepferae e na linhagem Buz de D. buzzatii.

Essa banda apresentou pouca coloragdo, o que dificultou sua detecgdo. Com

relagcdo aos inibidores, ela foi testada com o malathion e o PMSF, sendo inibida

pelo malathion.

A EST-20 refere-se as bandas o de menor migragdo no gel que séo
as bandas 59 e 61, que devem corresponder a alelos de um mesmo loco. Essa
esterase ocorreu em D. seriema (exceto em D40FM, D62C4BM e D73C12B), em
todas as linhagens de D. serido e em D. koepferae. Difere da EST-19 pelo fato de
ocorrer em machos e fémeas, mas, em comum, também apresenta uma fraca

coloragao.

lll.6. Padroes esterasicos dos hibridos

No presente trabalho foram analisados hibridos, obtidos em
cruzamentos em massa, envolvendo as linhagens A95 e D72M, ambas
classificadas como D. seriema, B20D2, classificada como D. koepferae, e B31D1,
classificada como D. serido. Foram obtidos descendentes nos seguintes
cruzamentos: fémeas B20D2 X machos D72M (figura 18), fémeas D72M X machos
A9S (figura 19), fémeas A95 X machos D72M (figura 19), fémeas A95 X machos
B31D1 (figura 20) e fémeas B31D1 X machos A95 (figura 20). Na figura 21 s&o
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Figura 18. Esterases em hibridos obtidos em cruzamentos entre fémeas B20D2 e
machos D72M. 1 e 2- machos B20D2, 3 e 4- machos D72M, 5 a 15-
machos hibridos e de 16 a 20- fémeas hibridas.
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Figura 19. A e B. Esterases em hibridos obtidos em cruzamentos entre AS5 e D72M.
A. hibridos fémeas D72M com machos A95. 1- macho D72M, 2- fémea A95,
3 a 10- machos hibridos e de 11 a 19 fémeas hibridas. B. hibridos fémeas
A95 com machos D72M. 1- macho D72M, 2- fémea A95, 3 a 10- machos
hibridos e de 11 a 18- fémeas hibridas.
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Figura 20. Esterases em hibridos obtidos em cruzamentos entre B31D1 e A95. 1-
fémea A95, 2- fémea B31D1, 3 a 7- machos e de 8 a 12- fémeas, hibridos
de fémeas A95 com machos B31D1, e de 13 a 19- machos hibridos de

fémeas B31 com machos A95.
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FIGURA 21. Zimograma representativo dos padrées de esterases dos hibridos e das linhagens parentais. O niumero abaixo
dos padrdes indicam os numeros de moscas analisadas.
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mostrados os padrées obtidos para esses hibridos em comparagdo com as

espécies parentais.
Em linhas gerais, os hibridos apresentaram um padréo de esterases

que é uma soma dos padrées encontrados nos adultos das duas espécies

parentais. A auséncia de algumas bandas nos hibridos pode ser explicada pela sua
baixa frequéncia nas linhagens parentais, como por exemplo as bandas 59 e 61
(EST-20) nos hibridos entre A95 e D72M. Em D72M, as bandas 59 e 61
apresentaram frequéncias de 39 e 26%, respectivamente e, em A95, a banda 59
apresentou frequéncia de 11%. A EST-6, presente em 3% das moscas em D72M,
pode ser considerada outro exemplo, uma vez que ela ndo foi detectada nos
hibridos envolvendo essa linhagem.

Foram também observadas, nos hibridos, as auséncias de algumas
bandas frequentes nas linhagens parentais. A EST-12 (bandas 43 e 44), uma
enzima frequente, especifica de macho, néo foi observada nos hibridos de fémea
B20D2 X macho D72M, sendo que a linhagem parental D72M apresentou o alelo
correspondente a banda 43 com frequéncia de 82%. As EST-14A e EST-14B,
especificas de machos, representadas pelas bandas 50 e 51, respectivamente,
presentes em B31D1, ambas com frequéncia de 36%, n&o foram detectadas nos

hibridos envolvendo essa linhagem.

lIl.7. Analise da isoenzima EST-11

EST-11 foi analisada mais detalhadamente, quanto ao seu
comportamento, por cruzamentos intra e interespecificos, entre as linhagens
portadoras de diferentes alelos desse loco. As linhagens utilizadas para esses
cruzamentos foram as seguintes: A95 (portadora da banda 45), D72M (portadora
das bandas 40 e 42), B20D2 (portadora da banda 46), B31D1 (portadora da banda
46). A tabela 6 apresenta os cruzamentos realizados com 0s genétipos parentais e
0s genotipos esperados para os hibridos.

Nas duas dire¢ées de cruzamentos envolvendo as linhagens de D.
seriema A95 e D72M (cruzamento intraespecifico), os hibridos apresentaram as
bandas parentais 45 e 40 ou 45 e 42, conforme esperado, sem dominancia (figura

19).
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Tabela 6. Cruzamentos realizados para analise da EST-11, com os fenétipos

esperados e observados. Entre paréntesis, na coluna de

cruzamentos, estdo os alelos presentes nas linhagens parentais. F=

fémea e M= macho.

Cruzamentos Fendtipos

F

M

Esperados

Observados

AQ5 (45)
D72M (40,42)
B20D2 (46)
A95 (45)
B31D1(46)

D72M (40,42)
A95 (45)
D72M (40,42)
B31D1(46)
A95 (45)

45/40; 45/42

40/45; 42/45

46/40; 46/42
45/46
45/46

45/40; 45/42

40/45; 42/45

46/40; 46/42
45/46
45/46

6 ) unespmll 12 13 14 15 16 17 18
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Nos cruzamentos entre as linhagens B20D2 e D72M, os hibridos
interespecificos apresentaram um padréo de trés bandas: as parentais 46 e 40 ou
46 e 42, e uma banda intermediaria entre elas, indicando tratar-se de uma enzima
dimérica (figura 18).

Nas duas diregées dos cruzamentos interespecificos, entre as
linhagens A95 e B31D1, os hibridos, em F1, apresentaram as bandas parentais 45
e 46, indicando néo haver dominancia entre os alelos (figura 20).

Uma observagdo preliminar dos hibridos entre as linhagens A9S e
B20D2 foi realizada por Lapenta (1992). Segundo essa autora, os hibridos do
cruzamento fémeas A95 com machos B20D2 apresentaram as duas bandas
parentais 45 e 46, respectivamente; e os hibridos da diregdo reciproca pareciam
apresentar somente a banda 46, proveniente da fémea parental B20D2 (figura 22).
No presente trabalho, com o objetivo de confirmar a supressdo dessa banda, foi
realizado um estudo mais amplo, envolvendo duas séries de retrocruzamentos de
hibridos F1, uma série para cada dire¢do (figuras 23 e 24). Em uma primeira etapa,
esses hibridos F1 (FAMB e FBMA) foram retrocruzados, em massa, com as duas
linhagens parentais, separadamente, e, em uma segunda etapa, os descendentes
F2 desses retrocruzamentos, foram retrocruzados novamente com as linhagens
parentais, em massa e por casal.

Os resultados desses retrocruzamentos constam nas tabelas 7 e 8.
Os hibridos, nas duas diregdes de cruzamentos (FAMB e FBMA), quando

retrocruzados com a linhagem .parental A95 apresentaram, além dos fendtipos

esperados (somente a banda 45 e com as bandas 45 e 46), o'fenétipo com
somente a banda 46 (figura 25). Quando esses descendentes foram retrocruzados

novamente com a linhagem parental A5, tanto por cruzamentos em massa (figura
25) quanto por casal (figura 26), o fendtipo 46 também foi observado, além dos
fendtipos esperados. Ja, quando esses descendentes foram retrocruzados com
B20D2, nos cruzamentos em massa e por casal, os fenétipos 45/46 e 46 foram
verificados, de acordo com o esperado.

Os retrocruzamentos dos hibridos (FAMB e FBMA) com a linhagem
B20D2 apresentaram os fendtipos 45/46 e 46, como esperado (figura 27).
Entretanto, quando os descendentes desses retrocruzamentos foram retrocruzados

com a linhagem A95, tanto por cruzamentos em massa, quanto por cruzamentos
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Figura 22. A. Esterases em hibridos obtidos em cruzamentos entre fémeas A95 e
machos B20D2. 1 e 2- machos B20D2, 3 e 4- fémeas A95, 5 a 9- machos
hibridos e 10 a 14 fémeas hibridas. B. Esterases em hibridos obtidos em
cruzamentos entre fémeas B20D2 e machos A95. 1- macho B20D2, 2-
fémea B20D2, 3- macho A95, 4- fémea A95, 5 a 9- machos hibridos e 10 a
13 fémeas hibridas. Figura extraida de Lapenta (1992).
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Cruzamentos |.

QA (A95)
45/45

Retrocruzamentos 1.

P. 2FAMBx dA
G.  945/46,045/45

Fo. ?FAMBJA
G. 45/45 e 46145

Retrocruzamentos 2.

P. 29FAMBJA X dB

945/45 ou 46/45, ¢
46/46

P. 29FAMBJA x A
G. 945/45 ou 46/45, & 45/45 G.

F3. 9FAMBFA dA Fa. $f9FAMBJACB
G. 45/450u 45/45 e 46/45 G. 45/46 ou 45/46 e 46/46

d'B (B20D2)
46/46

2FAMB x dB
¢ 45/46,746/46

?FAMBJB
45/46 e 46/46

P. ¢ 9FAMBJB x A
G.  945/46 ou 46/46, = 45/45

Fa. ? ¢FAMBJBJA Fa.
G. 45/45 ou 46/45 e 46/45 G.

¢ ?FAMBJB x 9B
945/46 ou 46/46, - 46/46

? QFAMBJBJB
45/46 ou 46/46 e 46/46

Figura 23. Esquema dos cruzamentos entre fémeas A95 e machos B20D2 e retrocruzamentos envolvendo esses hibridos, com os
respectivos genétipos esperados. A= A95, B= B20D2, F= fémea e M= macho.




Cruzamentos II.

¢B (B20D2)
46146

Retrocruzamentos 1.

P. 2FBMA x dA
G. 946/45,745/45

F2.  9FBMACA
G. 46/45e 45/45

Retrocruzamentos 2.

P. 29FBMAJA x A P. 29FBMAJA x o'B
G. 946/45 ou 45/45, & 45/45 G. ¢46/45 ou 45/45, 546/46

Fa. ?9FBMAJAGA Fa. ¢ °FBMAJAJB
G. 46/45 e 45/45 ou 45/45 G. 46/46 e 45/46 ou 46/46

Figura 24. Esquema dos cruzamentos entre fémeas B20D2 e machos A95 e retrocruzamentos envolvendo esses hibridos, com os
respectivos genétipos esperados. A= A95, B= B20D2, F= fémea e M= macho.

FA (A95)
45/45

FBMA x B
946/45,546/46

?FBMAJB
46/46 e 45/46

P.  Q29FBMAJB X JdA P.
G.  946/46 ou 45/46, ¢ 45/45 G.

Fa. ? 2FBMACBJA Fa.

G. 46/45 ou 45/45 e 46/45 G.
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¥46/46 ou 45/46, - 46/46

? 9FBMAJBJB
46/46 ou 45/46 e 46/46
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Tabela 7. Numero de descendentes analisados, genétipos esperados e fenétipos observados nos retrocruzamentos dos hibridos
provenientes dos cruzamentos entre fémeas A95 e machos B20D2. c= casal, m= massa, -- = auséncia das bandas e
demais abreviagdes conforme as figuras 23 e 24.

Retrocruzamentos Tipo N°de Fendtipos

casais dafémea

Genotipos
esperados

Fenoétipos observados

YFAMB x gA
22FAMBCJA X A

?2FAMBJA x 7B

?FAMB x 7B
292FAMBSB x cA

?2FAMBJB x B

45/46
45, 46/45
ou 46
45
46
45, 46/45
ou 46
45/46
45/46
45/46 ou 46
45/46

46
45/46 ou 46

45/46

46

45/45 e
46/45
45/45 e
46/45
45/45
45/45 e
46/45
45/46 e
46/46
45/46 e
46/46

45/46 e
46/46
45/45 e
46/45
45/45 e
46/45
46/45
45/46 e
46/46
45/46 e
46/46
46/46
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Tabela 8. NUmero de descendentes analisados, genétipos esperados e fenotipos observados nos retrocruzamentos dos
hibridos provenientes dos cruzamentos entre fémeas B20D2 e machos A95. c= casal, m= massa, -- = auséncia
das bandas e demais abreviagdes conforme as figuras 23 e 24.

Retrocruzamentos Tipo N°de Fendtipos Genétipos Fendtipos observados
casais dafémea esperados

46

Jd
?FBMA x dA 46 ou 45/45 e 9
45/46 46/45
?2FBMACA X A 45, 46/45 45/45 e 12
ou 46 46/45
45 45/45
45/46 45/45 e
46/45
46 45/45 e
46/45
?9FBMAJA X 0B 45, 46/45 45/46 e
ou 46 46/46
45/46 45/46 e
46/46

?FBMA x oB 46 ou 45/46 e
45/46 46/46

2 2FBMAJB x A 45/46 ou 45/45 e
46 46/45
46 46/45

22FBMAJSB x 0B 45/46 ou 45/46 e
46 46/46

45/46 45/46 e
46/46
46 46/46
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17 18 19 20

Figura 25. A e B. Esterases em hibridos obtidos em retrocruzamentos. A. 1- macho
A95, 2- fémea B20D2, 3 e 4- machos 2FAMBJA, 5 e 6- fémeas

FAMBJA, 7 a 12- machos 22FAMBJAGA, 13 a 20- fémeas
22FAMBJAJGA. B. 1- macho A95, 2- macho B20D2, 3 e 4- machos

2FBMAGA, 5 e 7- fémeas ¢FBMAGA , 8 a 12- machos 2 $FBMAGAJA, 13
a 20- fémeas 2 $FBMAJACA.
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Figura 26. A e B. Esterases em hibridos obtidos em retrocruzamentos. A. 1- macho
parental A95, 2- fémea parental $FAMBGJA (fenétipo 46), 3 a 11- machos
descendentes do casal, 12 a 19- fémeas descendentes do casal. B. 1-
macho A95, 2- macho B20D2, 3- macho parental A95 e 4- fémea parental
2FBMAGA (fenétipo 46/45), 5 a 11- machos descendentes do casal, 12 a
19- fémeas descendentes do casal.
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Figura 27. A e B. Esterases em hibridos obtidos em retrocruzamentos. A. 1- macho
A95, 2- fémea B20D2, 3 a 6- machos 2FAMBJB. B. 1- macho A95, 2-
fémea B20D2, 3 a 6- machos $FBMAJB, 7- fémea 2 FBMAJB.
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Figura 28. A e B. Esterases em hibridos obtidos em retrocruzamentos entre A95 e
B20D2. A. 1- macho parental A95, 2- fémea parental 2FAMBJB (fendtipo
46), 3- macho descendentes do casal, 4 a 7- fémeas descendentes do
casal e 8 macho B20D2. B. 1- macho parental A95 e 2- fémea parental
2FBMAB (fendtipo 46) e 3 a 20- machos descendentes do casal.
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em casal (figura 28), o fenétipo 46 foi observado, além dos fenotipos esperados (45
e 45/46). Nesses cruzamentos, quando o fenotipo da fémea era 46, foram
observados somente descendentes com a banda 46. Ja os descendentes dos
retrocruzamentos quando retrocruzados novamente com B20D2 apresentaram, no
cruzamento em massa, os fendtipos 45/46 e 46. Nos cruzamentos por casal,

quando a fémea era 45/46, os descendentes analisados foram 45/46 e 46, e nos

cruzamentos %2 32FAMBJB x J'B, somente nove moscas foram analisadas e

apresentaram o fenétipo 45/46.

1ll.8. Analise de similaridade interlinhagens

Para determinar a proximidade entre as linhagens, foram utilizados o
indice de Similaridade (IS) e a Analise de Dependéncia (ANADEP) e a andlise de
“cluster” (aglomerados). Nessas analises foram consideradas as diferencas
detectadas, para uma mesma banda, entre as diferentes linhagens, quanto as
caracteristicas analisadas no presente trabalho. Desta forma, o numero de bandas
aumentou para 69. O IS calculado, considerando todas as bandas, esta mostrado
na tabela 9. O menor IS (0,06) ocorreu entre as linhagens D73C5BM e A55 com
Buz e o maior (0,67) entre D4OFM e D62C4BM. De um modo geral, como
esperado, os maiores ISs foram obtidos entre linhagens de mesma espécie (ISs
maiores que 0,50). Entretanto, ISs baixos (0,07 a 0,24) foram observados entre as
linhagens D69R2 ou D69RS (ambas classificadas como D. serido), e as demais
linhagens dessa espécie. A tabela 10 apresenta o IS calculado considerando
apenas as bandas esterasicas cuja frequéncia foi igual ou superior a 30%.
Observa-se que ndo ha alteragao nas relagdes de similaridade entre as linhagens,
havendo apenas alteragdo proporcional nos valores obtidos. Uma observacéo
digna de nota refere-se aos ISs entre A95 ou D63M (ambas D. seriema) e B20D2
(D. koepferae), os quais, considerando todas as bandas sdo de 0,45 e 0,44;
respectivamente, e considerando somente as bandas com frequéncia igual ou
superior a 30% caem para 0,12 e 0,21; respectivamente, mostrando que a
similaridade alta na primeira situagdo é devida a presenga de bandas com baixas
frequéncias e ndo ao conjunto de bandas caracteristico dessas linhagens.

A anadlise de dependéncia foi realizada e € apresentada através de

graficos em que sdo consideradas as intersecgdes dos fatores de dependéncia
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Tabela 9. indice de similaridade entre as linhagens, considerando todas as bandas. Os ISs maiores ou iguais a 0,40
estdo indicados em vermelho.

ESPECIES

E

LINHAGENS

O
-q

>

D. seriema

D. koepferae

D. buzzatii

A95
D72B
D73A
D72A
D71
D62
D63
D40
D73B
B31
AS55
B50
B59
D69A
D69B
B20
B25
Buz

0,46 0,33
0,37 0,37
0,33 0,23

0,54
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Tabela 10. indice de similaridade entre as linhagens, considerando as bandas que ocorreram com freqiéncia igual o
superior a 30%. Os ISs maiores ou iguais a 0,40 estdo indicados em vermelho.

ESPECIES
£
LINHAGENS

D. seiema  A95 0,23 0,18 0,26 0,31
D72B 0,45 0,25 0,27 0,54
D73A 0,36 0,27 0,31
D72A 0,47 0,46
D71 0,33
D62
D63
D40
D73B

D. serido B31
A55
B50
B59
D69A
D69B

D. koepferae B20

B25
D. buzzatii Buz
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(FTs). Os fatores representam cortes no espago multidimensional, sendo que os
quatro primeiros fatores explicam 70,4% da dependéncia total. O FT1, que é o fator
de maior peso, explicando 24,3% da dependéncia total, € o chamado fator de
dispersdo global. Este fator de dispersdo € o de maior peso devido as linhagens
apresentarem padrées de bandas exclusivos, com auséncia e presenca de bandas
especificas. Ja FT2, FT3 e FT4 (que explicam 19,4; 16,6 e 10,1 da dependéncia
total, respectivamente) sdo chamados fatores de associa¢do, pois sdo cortes no

espaco multidimensional que captam a formagao dos grupos. A figura 29 mostra a

relacdo espacial das linhagens em um plano, considerando FT1 e FT3. Ja a figura

30 mostra a relagdo espacial das linhagens, em uma visdo tridimensional,
considerando FT1, FT2 e FT4. Em qualquer dos graficos que representam essa
relacdo, observa-se a formagdo de quatro grupos: um deles composto das
linhagens B31D1, AS5, B59Q1 e B50Q3, que sado classificadas como D. serido;
outro formado por B20D2 e B25D7, classificadas como D. koepferae; outro
composto pelas duas linhagens D69, classificadas como D. serido, mas que
mostram relagé@o estreita com D. buzzatii (Buz); o quarto grupo composto pelas
linhagens D71C1BM, D40FM, D72M, D72R2, D62C4BM, D63M, D73C12B e
D73C5BM, classificadas como D. seriema. A linhagem A95, embora relativamente
distante, guarda uma relagdo maior com o grupo das D. seriema do que com
qualquer outro grupo.

A analise de “cluster” considerando os quatro primeiros fatores de
dependéncia € apresentado na figura 31. O diagrama mostra os mesmos grupos

de linhagens apresentados nos graficos.
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Fator 3 (16,6%)

D40
D71

0728
0738,1, 072% w dfoes
*s D72A

T
-0,05 0,00
Fator 1 (24,3%)

Figura 29. Grafico da ANADEP, mostrando a distribuicdo das linhagens
estudadas, no plano fatorial (FT1 x FT3), que explica 40,9% da

dependéncia total.

A
AVAVEY

| 7
l 4 5 6 7unesp 11 12 13 14 15 16 17 18



0,21

017 A5
+H

Fator 4 (10,1%) D7 PO AT
b738g m@&

0,01

-0,11

-01

00 -0,05
Fator 2 (19,4%) ' y Fator 1 (24,3%)

Figura 30. Grafico da ANADEP, mostrando a distribuicdo das linhagens
estudadas, considerando os FT1, FT2 e FT4, que juntos explicam
53,8% da dependéncia total.
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Similaridade

41,66 —

T

I |
A95 D71D73B D62 D40 D72AD63 D72BD73A D6SADE9B buz B20 B25 B31 AS55 BSO BSS

Linhagens

Figura 31. Analise de Cluster das linhagens estudadas no presente trabalho, segundo
as bandas esterasicas, considerando os quatro primeiros fatores de
dependéncia.
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IV. DISCUSSAO

As dez novas linhagens analisadas neste trabalho, das quais oito s&o

presentemente classificadas como Drosophila seriema e duas como D. serido,

permitem reafirmar o processo de intensa diferenciagdo que caracteriza o “cluster”
D. buzzatii. Essa condigao do “cluster’, com base nos padrées de esterases, ja
havia sido verificada em trabalho anterior, no qual oito linhagens foram estudadas
(Lapenta, 1992; Lapenta et al., 1995). O padréo de esterases de cada linhagem,
analisando os individuos isoladamente, mostra que as esterases constituem uma
forma extremamente adequada de abordagem para o estudo da diferenciagdo das
linhagens do “cluster”. Pode-se dizer que cada linhagem € unica no seu conjunto
de esterases, embora apresentem esterases comuns em alta frequéncia. Estas
esterases comuns estdo, provavelmente, entre as proteinas “housekeeping”. A
caracterizag&o especifica das linhagens € demonstrada através da observagdo dos
zimogramas e dos resultados do indice de Similaridade (IS) em que predominam
valores relativamente baixos, pelos resultados da ANADEP (que mostram a
distribuic&do das linhagens no espago multidimensional) e pela anélise de “cluster”.
Numa analise mais detalhada desses resultados, observa-se pelo IS,
como pela ANADEP que, nos grupos das seis linhagens classificadas como D.
serido, quatro sdo proximas entre si (B31D1, A55, B50Q3 e B59Q1) e duas
(D69R2 e DB9RS) sado distantes das quatro primeiras e proximas entre si. A
proximidade entre essas quatro primeiras linhagens j& havia sido detectada quanto
aos padrbes de esterases (Lapenta, 1992; Lapenta et al, 1995). Analises
referentes ao isolamento reprodutivo, fertilidade e grau de sinapse (Madi-Ravazzi
et al., 1997) indicaram, também, uma alta similaridade entre essas linhagens.
Entretanto, os proprios resultados de andlise de esterases, bem como de outros
parametros como a morfologia do edeago (Silva & Sene, 1991; Monteiro, 1997) e
tipo de cariétipo (Baimai et al., 1983) indicavam uma diferenciagéo de B31D1 em
relagcdo a esse grupo. Segundo a classificagcdo de Tidon-Sklorz (1992) e Monteiro
(1997), B31D1 estaria incluida no grupo de D. serido do tipo D e as trés linhagens
restantes, no grupo de D. serido B. Embora os tipos D. serido B e D. serido D
sejam encontrados na regido centro-sul do Brasil, ndo existe simpatria entre

ambos, pois o tipo B foi sempre encontrado no topo de morros, associgde aQ cacto
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Pilosocereus machrisii, enquanto o tipo D ocorre no vale dos rios, associado ao

cacto Cereus hildemannianus (Monteiro, 1997).
Segundo Tidon-Sklorz (1992) as linhagens D69, quanto a morfologia

do edeago, seriam do tipo B. Entretanto, essa autora discute se ha equivaléncia

desse grupo B com o grupo B estudado por Silva & Sene (1991). Por outro lado, as
varias populagdes de D. serido do tipo B podem ser distinguidas umas das outras,
quanto a detalhes da morfologia do edeago, possivelmente por essas populagdes
serem encontradas em morros, formando verdadeiros isolados, dificultando o fluxo
génico entre elas (Monteiro, 1997). _

As diferengas encontradas, no presente trabalho, quanto as
esterases, entre D69R2 ou D69R5 e as demais linhagens de D. serido B séao
acentuadas. D69R2 e D69RS5, pelo IS e pela ANADEP, s&o téo distantes de D.
serido B quanto das linhagens das outras espécies.

No grupo das nove linhagens classificadas como D. seriema, 0s
valores de IS mostram que D71C1BM, D40FM, D72M, D62C4BM, D63M e
D73C5BM sao mais préximas entre si do que das trés demais linhagens, D72R2,
D73C12B e A95 que também nédo sdo tdo proximas entre si quanto as seis
anteriores (0,23 e 0,36 contra valores acima de 0,50 para as demais). Retrata esta
situagao, a distribuicdo da analise de “cluster” que considera os quatro primeiros
fatores de dependéncia. Ja as linhagens de D. koepferae, B20D2 e B25D7, estao
sempre proximas entre si, em qualquer das analises realizadas.

As linhagens de D. seriema, estudadas neste trabalho, compartilham
0 mesmo tipo C de edeago (Tidon-Sklorz, 1992). As linhagens D72R2, D62C4B,
D71C1BM, D73C5BM e D73C12B foram analisadas quanto aos cariotipos e,
exceto D62C4B e D73C12B, foram também estudadas quanto as inversées em
cromossomos politénicos (Kuhn et al, 1996). Os autores encontraram uma
variabilidade interinhagem muito pequena quanto a essas caracteristicas;
entretanto, no seu conjunto, essas linhagens apresentaram inversdes
cromossdmicas e caridtipos caracteristicos que as diferem dos demais grupos. De
acordo com os autores, esses marcadores sugerem que 0 conjunto de populagdes
que compdem D. seriema, seja praticamente monomorfico. Ja Manfrin (1997)
encontrou divergéncia, quanto ao estudo do DNA mitoncondrial, entre diferentes

populacdes dessa espécie. A autora mencionada sugeriu, entre outros fendmenos,
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que essa divergéncia possa ser explicada pela dinamica de populagdes, como a

auséncia de fluxo génico.
No presente trabalho, considerando a Analise de “cluster”, observa-se

que, as quatro linhagens anteriormente mencionadas, B31D1, A55, B50Q3 e

.B59Q1, classificadas como D. serido, s&o o grupo mais diferenciado, seguido em

ordem decrescente, em grau de diferenciagdo, pelas linhagens de D. koepferae.
Em um patamar mais baixo, encontram-se as outras duas linhagens de D. serido
(D69R2 e D69RS5) junto com D. buzzatii que € a espécie com a qual se
assemelham. O nivel seguinte, considerando a similaridade crescente, reune as
demais linhagens classificadas como D. seriema. Observa-se, porém, que ha
diferentes graus de similaridade entre elas, A95, mantendo-se mais diferenciada,
em relacao a todas as demais.

Em uma analise comparativa, utilizando o cladograma elaborado por
Tidon-Sklorz & Sene (1992 e 1995b) e alterado por Ruiz et al. (1996), com base
principalmente na morfologia do edeago (Silva & Sene, 1991; Tidon-Sklorz, 1992),
na presenga de inversées cromossdomicas (Tosi & Sene, 1989) e nos diferentes
caridtipos (Baimai et al., 1983) podemos observar, além das diferengas quanto a
formagéo dos grupos, ja descritas, outras diferengas na proximidade entre as
espécies estudadas. Conforme o padrdo de esterases, D. buzzatii estda mais
proxima de D. seriema que de D. serido (B31D1, A55, B50Q3 e B59Q1) e D.
koepferae. Uma maior similaridade entre A95 e Buz ja havia sido relatada por
Lapenta (1992) e Lapenta et al. (1995).

Com base nesse quadro, pode-se admitir, em termos de reavaliagédo
da sistematica do complexo, que as linhagens D69R2 e D69RS, hoje classificadas
como D. serido, na verdade possam constituir uma nova espécie. Dados do nosso
laboratério, ndo publicados, referentes a isolamento reprodutivo e pareamento
cromossomico (Machado, L. P., comunicagdo pessoal) reforcam essa idéia. Pode-
se destacar a proximidade, quanto ao padrédo de esterases, entre as duas
linhagens codificadas como D69 e D. buzzatii. Contudo, ambas as linhagens D69
diferem de D. buzzatii em outros aspectos importantes, como morfologia do
edeago e inversdes . _

As 48 bandas esterasicas detectadas no estudo das 10 novas

linhagens foram classificadas, de acordo com a preferéncia em relagdo ao
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77

substrato (o e B-naftil acetatos), em a-esterases (26 bandas), B-esterases (10
bandas) e af3-esterases (12 bandas).

As frequéncias de cada banda, nas diferentes linhagens de mesma
espécie, foram variaveis. Uma delas ocorreu em todas as linhagens e em 100%
dos individuos de todas as espécies (banda 52). Bandas que em uma ou algumas
linhagens eram bastantes frequentes, em outras apresentaram frequéncias baixas

ou mesmo auséncia. Essa variagdo de frequéncia das bandas é também um

aspecto importante da diferenciagdo entre as linhagens. E possivel, com base

nessa diferenga de frequéncias, reconhecer a linhagem pelo seu padréo de
esterases. Esse aspecto foi anteriormente mencionado por Lapenta (1992) e
Lapenta et al. (1995).

As 10 linhagens analisadas no presente trabalho, somadas as oito
anteriormente analisadas (Lapenta et al., 1995) compdéem as 18 linhagens do
“cluster” buzzatii, presentemente conhecidas quanto ao padréo de esterases. Um
total de 62 bandas foram observadas nessas 18 linhagens.

Com base nos dados de velocidade de migragéo no gel, afinidade aos
substratos, classificagdo bioquimica dada pelo padréao de inibigdo, expressao nos
sexos e localizagdo no corpo das moscas, foi possivel reconhecer 20 esterases.
Cruzamentos intra e interespecificos forneceram informagdes que, adicionadas a
esses dados levaram a conclusao de que 19 locos podem ser responséaveis por 18
dessas esterases. Uma das esterases, EST-14, parece ser o produto da atividade
de dois locos, conforme resultados dos cruzamentos de B20D2 com B31D1
(Lapenta, 1992). Dessas 20 esterases, nove foram compartilhnadas por todas as
espécies. Essas esterases sdo EST-1, EST-2, EST-3, EST-8, EST-11, EST-15,
EST-18, EST-19 e EST-20, sendo que, dentre estas, EST-3, EST-8 e EST-15
estiveram presentes em todas as linhagens.

Diferentemente do que acontece com outros sistemas enzimaticos, a
presenca de um numero relativamente alto de esterases, em insetos, tem sido
registrada com frequéncia. Por exemplo, em Megaselia scalaris, foram detectadas,
em quatro linhagens, 45 bandas esterasicas determinadas por 20 locos génicos
(Rits, 1997). Healy et al. (1991), utilizando técnicas de eletroforese em gel de
poliacrilamida e de focalizag&o isoelétrica, descreveram 23 esterases, as quais

foram correlacionadas a 19 locos génicos. Em D. dunni, Carrasco et al. (1984)

AVA
AVAYAY

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



detectaram seis bandas esterasicas que foram atribuidas a cinco locos génicos.
Nas espécies D. mulleri e D. arizonae foram detectadas 20 bandas que foram
atribuidas a presenga de 12 locos (Ceron, 1988). Em D. buzzatii, East (1982),

utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida, verificou a presenca de 20 bandas
esterasicas em adultos, sendo que uma enzima adicional, na fase larval, foi
observada, mas o autor ndo estabeleceu o nimero de locos correspondentes.

Neste trabalho, as esterases foram submetidas a trés classes de
inibidores, objetivando a classificagdo pelos critérios de Holmes & Masters (1967)
apud Oakeshott et al. (1993). Como organofosforado, foi utilizado o malathion que
inibe caracteristicamente colinesterases e carboxilesterases; como carbamato, o
sulfato de eserina que inibe caracteristicamente colinesterases, e como reagente
sulfidrilico, o pCMB que inibe arilesterases. Reconheceu-se, com os inibidores, a
presenca de trés carboxilesterases (EST-11, EST-17 e EST-19), de duas
colinesterases (EST-13 e EST-15) e de oito acetilesterases (EST-1, EST-2, EST-3,
EST-5, EST-7, EST-9, EST-12 e EST-16). Permaneceu incerta a classificagéo de
uma esterase (EST-8) que fugiu dos padrdes de inibi¢do reconhecidos por aqueles
critérios. As demais esterases ndo foram caracterizadas.

Nenhuma arilesterase foi observada neste trabalho e conforme
encontrado na literatura, Drosophila nao apresenta esse tipo de enzima.
Entretanto, a realidade dessa auséncia €& discutivel, uma vez que, devido as
caracteristicas dessa enzima, ela dificimente seria detectada nas condigbes
experimentais utilizadas (Oakeshott et al., 1993). As arilestererases de mamiferos
apresentam uma alta mobilidade eletroforética e sao sensiveis a altas
temperaturas e tratamentos com uréia (Holmes & Masters, 1967 apud Oakeshott et
al., 1993).

Além das classes de inibidores citadas anteriormente, foram testados,
como inibidores, os compostos iodoacetamida e PMSF. A nao inibicdo das
esterases pela iodoacetamida indica que nenhuma dessas enzimas apresenta um
residuo essencial de cisteina em seu centro ativo. J& EST-8 e EST-12 foram
inibidas pelo PMSF. Este composto € um inibidor diagndstico de serino-proteases e
de outras enzimas contendo serina no centro ativo. Portanto, podemos postular

que essas enzimas sejam serino-esterases.
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A presenga das esterases foi analisada no corpo das moscas,
separado em cabeca, toérax e abdome. Algumas esterases apresentaram igual

atividade nas trés partes (como exemplo a EST-11). Outras esterases, porém,

apresentaram-se predominantemente em uma ou outra parte (como exemplo a

EST-8 que predomina no abdome) e outras, ainda, apresentaram um local
exclusivo de atividade (como exemplo a EST-12, no abdome).

Duas colinesterases foram verificadas no presente estudo, EST-13 e
EST-15. Esta ultima é representada pela banda 52. Sua atividade foi detectada no
térax e na cabega e esteve presente nos géis de todos os individuos analisados,
de todas as linhagens. Portanto, deve tratar-se de uma enzima essencial. E
possivel que essa enzima deva corresponder a acetilcolinesterase (AchE) que
ocorre no sistema nervoso central. Em Drosophila, varias mutagbes causam a
inativagdo dessa enzima e sao letais em homozigose (Pralavorio & Fournier, 1992).
Como ja mencionado, essa enzima atua nos terminais do impulso nervoso,
catalisando a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina e esta relacionada com a
resisténcia a inseticidas (Pralavorio & Fournier, 1992). No presente estudo a EST-
13 foi detectada somente em linhagens de D. seriema e em D69R2 e D69RS de D.
serido (constituindo um dos elementos partilhados entre elas) e a identificacéo da
parte do corpo onde ela é ativa ndo foi obtida. Qutras colinesterases, além dessa
AchE descrita acima, também foram identificadas em Drosophila, como as EST-4 e
EST-9 de D. melanogaster (Healy et al. 1991). EST-4 é ativa em varios tecidos de
larvas e adultos e EST-9 € predominante em tecidos digestivos também das duas
fases do desenvolvimento.

No presente trabalho, sete esterases foram consideradas especificas
de machos, pela sua alta frequéncia (maior que 30%) e/ou por sua ocorréncia em
mais de uma linhagem, exclusivamente neste sexo. Dentre essas enzimas, duas
sdo B-esterases (EST-9 e 14) e cinco, a-esterases (EST-5, EST-7, EST-12, EST-
16 e EST-19). E digno de nota, esse elevado nimero de esterases especificas de
machos e o fato de que apenas no complexo buzzatii e no complexo mulleri foram
encontradas a-esterases especificas de machos.

A EST-9, uma das p-esterases especificas de macho, é uma
acetilesterase presente no abdome de algumas linhagens de D. serido e D.
buzzatii. E interessante ressaltar que, nas linhagens Buz, A55 e B50Q3, esta
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esterase era ocultada pela sobreposicdo com EST-8, uma af-esterase, por isso
nao foi detectada no trabalho anterior. Sua presenc¢a nessas linhagens tornou-se
evidente pelo uso de inibidores que eliminaram EST-8, no presente trabalho.

A outra B-esterase especifica de machos, EST-14, pode ser estudada
anteriormente, tendo sido verificada em B31D1 e B59Q1, portanto, em D. serido, e
parece ser determinada por dois locos génicos. Essa enzima nao foi classificada
quanto aos critérios de inibicdo, mas seu local de atividade, assim como da EST-9,
foi determinado no abdome, no presente trabalho.

B-esterases especificas de machos ja haviam sido identificadas em
outras espécies de Drosophila, como a EST-F em D. duni (Carrasco et al. 1984), a
EST-S em D. virilis (Korochkin et al., 1976 apud Sergeev et al. 1993), a EST-9 em
D. arizonae (Ceron, 1988) e a EST-F em D. aldrichi (Kambysellis et al., 1968). Em
D. aldrichi a B-esterase especifica de macho foi localizada predominantemente no
bulbo ejaculatério e ocasionalmente essa enzima estava presente em fémeas
recém-acasaladas (Kambysellis et al., 1968). A EST-S de D. virilis € a B-esterase
especifica de macho melhor conhecida. Essa enzima € uma carboxilesterase, que
inicialmente esta presente na mosca trés dias apés a emergéncia e se expressa
exclusivamente no epitélio do bulbo ejaculatério. EST-S é transferida para a fémea
durante a copula, e diferentemente de EST-6 de D. melanogaster, fica restrita ao
aparelho reprodutivo das fémeas. Foi sugerido que o gene Est-S, tenha surgido por

duplicagdo e constitua um terceiro gene, além de Est-2 e Est-P (nenhuma destas é

especifica de machos), no “cluster” das B-esterases, nessa espécie (Korochkin et

al. 1990 apud Sergeev ef al. 1993).
East ef al. (1990), usando uma sonda feita a partir de Est-6 de D.

melanogaster, isolaram um fragmento de 16 kb em D. buzzatii, o qual contem
quatro genes bastante semelhantes entre si. Os dois Ultimos genes guardam
grande semelhanga com os genes Est-6 (B-esterase principal, que ocorre em todo
o ciclo) e Est-P (B-esterase larval) de D. melanogaster e devem ser responsaveis
por EST-1(B-esterase principal) e EST-J P (B-esterase larval), respectivamente, em
D. buzzatii. Os dois outros genes, denominados por esse autores de Est-A e Est-
B, mostram bastante semelhanga com Est-1 e Est-J, sendo que Est-B, o gene
melhor caracterizado, apresenta um suposto intron na mesma posigdo do intron
existente em Est-6 e Est-P de D. melanogaster. Foram localizadas também em
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Est-A e Est-B, regides nas quais estariam codificados seis residuos de cisteinas

responsaveis pela estrutura tridimensional da enzima correspondente. Segundo

esses autores, esses seriam pseudogenes ou entdo, genes ativos, cujos produtos
ndo teriam sido ainda detectados. Assim, baseados nesse contexto, podemos
supor que EST-9, encontrada em D. buzzatii, descrita no presente trabalho, possa
ser o produto de um desses genes. Corroborando com essa hipotese, foram
verificados, alguns aspectos semelhantes entre Est-A e Est-B (os genes “sem
produtos”) com Est-S de D. virilis (Oakeshott et al., 1995), que é também
responsavel por uma B-esterase especifica de macho, assim como a EST-9.

A EST-9 é uma acetilesterase, diferentemente da EST-S de D. virilis
que é uma carboxilesterase. A B-esterase caracteristica da fase larval em varias
espécies do complexo mulleri também €& uma acetilesterase (Mateus, 1997). Os
genes para essas [B-esterases caracteristicas da fase larval, como Est-J em D.
buzzatii e Est-P em D. virilis e em D. melanogaster, provavelmente surgiram por
duplicacdo de um gene para uma [-esterase principal (Brady et al., 1990;
Oakeshott ef al.,, 1995). Dessa forma, parece que, nas espécies do grupo repleta,
esses genes duplicados se diferenciaram, dando origem a enzimas diferentes que
possivelmente apresentam fungdes diferentes. Deve-se destacar que [-esterases
classificadas bioquimicamente como acetilestarases s6 foram encontradas no
complexo mulleri (Mateus, 1997) e, no presente trabalho, no complexo buzzatii.

Uma possibilidade a ser considerada € que os dois locos adicionais
no “cluster” das B-esterases em D. buzzatii (Est-A e Est-B), estejam também
presentes em D. serido, e sejam correspondentes a EST-14A e EST-14B, as duas
B-esterases especificas de machos, ja mencionadas. Entretanto, EST-14 e EST-9
foram consideradas esterases diferentes, devido a distancia de migragdo. Uma
analise mais direcionada, utilizando técnicas moleculares podera esclarecer a
genética dessas B-esterases especificas de machos.

Dentre as cinco a-esterases admitidas no presente trabalho,
especificas de machos, quatro foram caracterizadas como acetilesterases, que sao
as EST-5, EST-7, EST-12 e EST-16. A esterase-19 nado pode ser classificada pelo
critério inibitério utilizado; entretanto, ela foi inibida pelo malathion o que exclui a
possibilidade dela ser uma acetilesterase ou arilesterase. Somente a EST-7
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apresentou atividade no térax e abdome; as demais esterases tiveram como local
de atividade, o abdome.

Lapenta et al. (1995) verificaram que essas a-esterases especificas
de machos ndo possuem a capacidade de hidrolisar o B-naftil acetato, na auséncia
do a-naftil acetato, diferentemente das demais a-esterases detectadas naquele
trabalho.

Como mencionamos, a presenga de o-esterases especificas de
machos foi anteriormente verificada no complexo mulleri em D. mulleri e D.

arizonae, sendo que, nessas especies, essa enzima, EST-12, comega a se

expressar em machos adultos de sete e quatro dias, respectivamente (Ceron,

1988). Como nao ha registro de a-esterases especificas de machos, além dessas
ja relatadas, Lapenta et al. (1995) sugeriram que esse tipo de enzima seja

especifica do grupo repleta.
A transferéncia de esterases de machos para fémeas durante a

copula é bem conhecida para EST-6 de D. melanogaster (Richmond & Senior,
1981) e para EST-S de D. virilis (Korochkin et al. 1990 apud Sergeev et al. 1993). E
interessante ressaltar, porém, que no presente trabalho as fémeas analisadas
eram virgens, fato que exclui a possibilidade de analisar esterases de machos em
fémeas. Nos cruzamentos por casal, para analise genética, em que a fémea mée
era analisada, algumas esterases especificas de machos foram observadas e

deverao ser melhor analisadas futuramente.
Em D. serido foram detectadas seis das sete esterases especificas de

machos, sendo duas B e quatro a-esterases; em D. seriema, quatro, todas -
esterases; em D. koepferae, duas, a-esterases, e em D. buzzatii, duas, uma B e
uma a-esterase . Ndo havia, anteriormente a este trabalho, registro de esterases
especificas de machos, em D. buzzatii .

Dentre as esterases, as B-esterases tém sido o alvo de maior atengdo
dos pesquisadores, por ser um grupo de esterases que tem se diferenciado entre
as espécies de Drosophila (East et al., 1990; Oakeshott ef al., 1993). Todas as
espécies analisadas até o momento apresentam pelo menos uma B-esterase.
Diversos trabalhos tém mostrado que as (-esterases diferem em varios niveis,

desde a sequéncia de aminoacidos até a conformagéo da proteina, sendo que
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quanto mais distantes filogeneticamente sdo as espécies, menos semelhantes séo

essas enzimas.
As B-esterases foram estudadas em varias linhagens de espécies do

grupo repleta. Intercruzamentos mostram a presenga de pelo menos dois genes

para esta enzima, localizados no cromossomo |l, sendo que um desses genes

codifica uma esterase larval e o outro uma esterase presente em todas as fases do
desenvolvimento; € o caso das EST-4 (larval) e EST-5 de D. mojavensis e D.
arizonae (Zouros et al.,1982; Zouros & Delden, 1982). EST-4 e EST-5 equivalem
as EST-L e EST-8 de D. mulleri e D. arizonae, segundo Ceron (1988). Mateus
(1997) identificou a esterase larval (EST-L) e a esterase principal do adulto em seis
espécies do complexo mulleri do grupo repleta (D. arizonae, D.mulleri, D. wheeleri,
D. navojoa, D. mojavensis e D. aldrichi). Drosophila buzzatii também apresenta
pelo menos duas p-esterases, EST-1 e EST-J (larval) (East, 1982). Como ja
mencionado, esses genes de D. buzzatii foram clonados e sequenciados por East

et al. (1990).

A EST-11 do presente trabalho deve corresponder a essas f-
esterases EST-5, EST-8 e EST-1. Pelos critérios de inibigcdo, ela mostrou ser uma
carboxilesterase, assim como as B-esterases de outras espécies, e esta presente
em todas as partes do corpo da mosca.

Segundo Healy et al. (1996), os principais sitios de sintese dessas
enzimas em Drosophila sao a hemolinfa e o aparelho reprodutivo. No grupo
repleta, varias espécies foram estudadas quanto a sua expressdo tecidual. D.
aldrichi apresenta a expressao de EST-D, sua B-esterase principal, na hemolinfa e,
em menor escala no olho, probdscide e antenas (Kambysellis ef al., 1968;
Johnson & Bealle, 1968). Em D. mulleri, a B-esterase principal, a EST-D (EST-8,
segundo Ceron, 1988), esta presente em igual quantidade nos dois sexos,
somente na hemolinfa (Kambysellis et al., 1968; Johnson & Bealle, 1968). Em D.
buzzatii, D. mojavensis e D. arizonae, essa enzima € encontrada na hemolinfa e
tecido gorduroso de larvas e adultos (East, 1982; Kambysellis et al., 1968; Johnson
& Bealle, 1968).

A EST-11 apresentou seis formas alélicas diferentes,

correspondentes as bandas 36, 39, 40, 42, 45 e 46. Os cinco primeiros alelos
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estiveram presentes em D. seriema. Drosophila serido apresentou dois alelos,
correspondentes as bandas 45 e 46. Ja D. koepferae apresentou somente o alelo
46 e D. buzzatii, o alelo 45.

O loco para essa B-esterase tem se mostrado um dos portadores de
maior numero de alelos. Keith (1983) encontrou 12 formas alélicas para o loco Est-
S5 de D. pseudoobscura e quando utilizou mais quatro tipos de condigdes
eletroforéticas, variando a concentragdo do gel e os tampdes, o numero de alelos
subiu para 41. Cerca de 22 variantes alélicas para Est-6 de D. melanogaster foram
identificadas. A diferenciagdo desse grande numero de formas alélicas € obtida por
meio de combinagdes de técnicas de eletroforese e também por outros critérios
como a termoestabilidade e caracteristicas bioquimicas adicionais.

No presente trabalho, foram realizados cruzamentos inter e

intraespecificos entre linhagens com diferentes alelos do loco Est-11. O

cruzamento interespecifico entre fémeas B20D2, portadoras do alelo 46, e machos
D72M, portadores dos alelos 40 e 42, mostrou a expressdo dos dois alelos
parentais nos hibridos e, devido a distancia entre essas duas bandas, foi possivel

verificar a presenga de uma banda intermediaria, indicando tratar-se de uma
enzima dimérica.

As esterases isoladas das espécies do subgénero Drosophila séo
diméricas com peso molecular variando entre 100 e 120 kDa (Sasaki & Narise,
1978). Apenas espécies pertencentes ao subgénero Sophophora como D.
melanogaster e suas espécies cripticas D. simulans e D. mauritiana apresentam
uma enzima monomérica de 50 a 60 kDa (Morton & Singh, 1985).

A andlise de isoenzimas em hibridos interespecificos tem sido
importante para obter informagdes a respeito da regulagdo da expressdo génica.
Segundo Dickinson (1980), quando duas espécies que apresentam diferentes
alelos para um determinado loco enzimatico com diferentes padroes de expresséo
se cruzam, duas situagées podem ocorrer nos seus hibridos: se sitios reguladores
de agéo cis controlam os diferentes padrées de expressao dos dois alelos, entdo é
esperada a expressdao de ambos ou se sitios reguladores de agdo frans sao
responsaveis por esse padrdes, entdo € esperada a dominancia de um padréo

parental.
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No presente trabalho, nos cruzamentos intraespecificos envolvendo
A95 e D72M e nos cruzamentos interespecificos entre B31D1 e A95 e entre
B20D2 e D72M, pode-se observar a expressdo dos dois alelos parentais do loco

Est-11 nos respectivos hibridos, sugerindo que os genes para esse loco estejam

sob controle de agéo cis, nas linhagens intercruzadas.

A utilizagdo de técnicas de transferéncia génica, evidenciou que 0
padrdo de expressdo tecidual do gene Est-5B de D. pseudoobscura esta sob
controle de agéo cis (Brady et al., 1990). Ja as diferengas quantitativas observadas

quanto a expressdo de Est-6, nas espécies cripticas de D. melanogaster, D.

simulans e D. mauritiana, séo controladas por fatores de agéo cis e fatores de agéo
trans. Healy et al. (1996) localizaram as diferentes sequéncias proximas ao gene
Est-6 que regulam sua expressao em diferentes tecidos.

Uma complexidade genética maior foi verificada por Lapenta (1992),
quanto a B-esterase, denominada EST-11. Através dos cruzamentos entre B20D2
e A95, ficou evidenciado que o alelo 45 de AS5 nédo se expressava em hibridos
(fendtipo 46 para gendtipo 45/46) quando proveniente do macho. Ja, quando o
alelo 45 era proveniente da fémea, ele se expressava normalmente nos hibridos
45/486.

No presente trabalho, cruzamentos e retrocruzamentos envolvendo
as linhagens B20D2 e A95, que sao classificadas, respectivamente, como D.
koepferae e D. seriema, foram realizados, objetivando analisar, mais
profundamente, essa supressdo. Essas duas linhagens intercruzam-se nas duas
direcdes produzindo fémeas férteis e machos estéreis.

Os retrocruzamentos realizados mostraram que quando as fémeas
hibridas das duas diregées de cruzamentos (FAMB e FBMA) foram retrocruzadas
com machos A95, produziram hibridos genotipicamente 45/46 com o fendtipo 46
(6% na diregcdo FAMB e 22% né direcdo FBMA). Este fendtipo ndo era esperado
uma vez que o genotipo 46/46, ndo era possivel devido aos gendtipos parentais.

As moscas descendentes desses retrocruzamentos apresentavam
uma predominancia do material genético de AS5 devido aos sucessivos
cruzamentos com essa linhagem. Dessa forma poderiamos esperar que
apresentassem o fenétipo correspondente ao heterozigoto 46/45 normalmente, isto
€, sem a supressao da banda 45, se houvesse envolvimento citoplasmatico ou se
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dependesse do aumento do numero de genes dessa espécie. Entretanto, quando

essas fémeas foram novamente retrocruzadas com machos A95, em cruzamentos
em massa, a supressdo do alelo 45 paterno foi observada em 37 de 63
descendentes 46/45 da diregdo FAMB e em 21 de 25 descendentes 46/45 da
diregdo FBMA. Os cruzamentos entre essas fémeas F2 com machos AS5 foram
também realizados por casal, sendo possivel dessa forma conhecer o fenétipo
materno. Nas duas diregées, quando a fémea portadora do fendtipo 46, mas
gendtipo 45/46, foi retrocruzada com machos A95, nenhum descendente
apresentou o fenétipo 45/46, e 68% e 50% dos descendentes, respectivamente,
nas diregées FAMB e FBMA, apresentaram o fendtipo 46.

Assim, com esses cruzamentos, pode-se verificar que 0 gene
45 de A95, quando proveniente do macho, ndo se expressa em moscas
heterozigotas entre B20D2 e A95, mesmo com o aumento do material genético de
A95 resultante de retrocruzamentos sucessivos com essa linhagem. E interessante
ressaltar que as moscas descendentes desses cruzamentos, que apresentam o
fendtipo 45 e que provavelmente sdo genotipicamente 45/45, podem também néo
estar expressando o alelo paterno, mas a detecgdo dessa supressdo foge ao
alcance da técnica empregada.

A outra série de cruzamentos envolveu fémeas hibridas das duas
dire¢bes de cruzamentos iniciais das mesmas linhagens, separadamente, com
machos B20D2. Nos dois cruzamentos foram observados somente descendentes
com os fendtipos esperados, 45/46 e 46. Nos cruzamentos entre fémeas FBMA
com machos B20D2, 42% dos individuos apresentaram o fenétipo 45/46, indicando
que o gene 45 proveniente da mae, na qual ele ndo se expressa, volta a se
expressar na sua descendéncia. Essa ndo supressao do gene 45 materno na nova
geragdo, € evidenciada nos cruzamentos por casal, envolvendo fémeas F2
descendentes desses cruzamentos que apresentavam o fenétipo 46, com machos
A95. Nenhum descendente apresentou o fendtipo 45, indicando que as fémeas
parentais, provavelmente, eram genotipicamente 46/46.

Cinco cruzamentos por casal de fémeas descendentes do
retrocruzamentos $FBMAG' B (portanto com o predominio do material genético de
B20D2), portadoras do fenétipo 46 e machos A95 foram realizados. No total foram
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analisados 137 descendentes, todos apresentando o fendtipo 46. Portanto,
novamente ocorreu a supressao do alelo paterno 45.

Podemos apresentar como hipétese, sujeita a confirmagéo por outras
analises, a idéia de que a dominancia do alelo 46 sobre o0 45 resulta da interagdo
entre os proprios genes e ndo envolve outros genes ou elementos citoplasmaticos.
Podemos supor ainda que a caracteristica do alelo 45 de tornar-se recessivo
perante o alelo 46 resulta de uma agao tipo “impriting”, ocorrida nos machos A95.
Essas agdo € neutralizada na formagdo dos gametas heterozigotos que
manifestam a supressdo de modo que em novo cruzamento com machos 46, os
gametas 45 oriundos da fémea formardo individuos genotipicamente e
fenotipicamente heterozigotos. Tratando-se de cruzamentos interespecificos (D.
koepferae e D. serido) a dominancia génica ndo é novidade. Nos hibridos das
espécies D. mulleri e D. arizonae (grupo repleta) ocorre supresséo do organizador
nucleolar da primeira espécie (Bicudo & Richardson, 1977; Leoncini et al.,1996).
Contudo, no presente caso de D. koepferae e D. serido, o problema vem acrescido
de outras complexidades ndo estudadas em hibridos entre D. mulleri e D.
arizonae, por causa da esterilidade de seus cruzamentos reciprocos.

A interagdo observada entre os alelos 45 e 46 da EST-11 de D.
seriema (A95) e D. koepferae (B20D2) néo foi observada considerando o mesmo
alelo 45 de D. seriema (A95) e o alelo 46 das linhagens B31D1 ou de B59Q1 de D.
serido. Nesses dois cruzamentos, entre A95 e B31D1 (realizados no presente
trabalho) e entre AS95 e B59Q1 (realizado por Lapenta, 1992), os hibridos F1
apresentaram as duas bandas, 45 e 46, nas duas diregbes de cruzamento.

Também no complexo mulleri do grupo repleta, a dominancia do organizador

nucleolar ndo se manifesta quando D. mulleri ou D. arizonae sé@o cruzadas com
outras espécies do mesmo complexo (Bicudo & Richardson, 1977). No presente
trabalho o alelo 46 de D. serido e de D. koepferae devem divergir quanto aos seus
elementos reguladores, apesar de haver indicagdo de semelhanga no gene
estrutural, pelas caracteristicas de migragdo, inibigéo e localizagéo, analisadas.
Tamarina et al. (1997) mostraram que ha pouca similaridade entre as
regides reguladoras dos genes homélogos Est-s e Est-5B de D. melanogaster e D.

pseudoobscura, respectivamente. Esses autores sugeriram que a conservacdo do
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padrao de expressdo de genes que evoluiram a partir de um ancestral comum

pode n&o ser acompanhada pela preservagdo de seus elementos reguladores.
Entendemos que essa situagdo de dominancia e a diferenga de
comportamento do alelo 45, entre linhagens, merece um estudo mais aprofundado,

com abordagem molecular que pretendemos realizar futuramente.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho € uma contribuicdo ao conhecimento dos

padrées de esterases de quatro espécies do “cluster’ buzzatii (D. koepferae, D.
seriema, D. serido e D. buzzatii), procurando caracteriza-los bioquimicamente,

geneticamente e estabelecer, com base nos padrées de bandas, a proximidade

filogenética entre as linhagens e espécies utilizadas.

Empregando a eletroforese em gel de poliacrilamida, foram
detectadas 62 bandas esterasicas de acordo com a velocidade de migragao e
afinidade ao substrato. Pelo uso de outras formas de caracterizagdo como testes
com inibidores, presenga das bandas em fémeas e machos ou s6 nos machos e
presenga em partes do corpo (cabega, térax ou abdome) esse numero elevou-se
para 69 bandas. Essas bandas foram utilizadas para comparagédo das linhagens
analisadas por meio de indices de similaridade (IS), analise de dependéncia
(ANADEP) e analise de “cluster’. Destaca-se, entre os resultados dessas
comparagoes, a confirmagdo da proximidade das linhagens de D. seriema entre si
e D. koepferae entre si. Ja entre as linhagens de D. serido, duas tiveram
comportamento diferenciado das demais e semelhante entre si. Essas linhagens
(DB9R2 e DB69R5) mostraram-se, ainda, mais proximas de D. buzzatii que das
préprias linhagens de D. serido.

A associagéo de todas as caracteristicas analisadas mais os testes
de cruzamentos levaram ao reconhecimento de 20 tipos esterasicos,
provavelmente determinados por 19 locos.

No que se refere a caracterizag@o bioquimica, pelo uso dos inibidores
malathion, sulfato de eserina, pPCMB, PMSF e iodoacetamida, foram reconhecidas
entre 13 das 20 esterases, oito acetilesterases, trés carboxilesterases e duas
colinesterases. A auséncia de arilesterases confirmou dados da literatura
referentes a outras espécies de Drosophila.

Um numero elevado de esterases especificas de machos, sete ao
todo, foi observado, das quais duas eram B-esterases e cinco a-esterases. Dentre
estas, cinco foram classificadas como acetilesterases. Até agora, somente
espécies no “cluster” buzzati e no complexo D. mulleri mostraram esterases
especificas de machos classificadas como acetilesterases.
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Um dos 19 locos, Est-11, apresentou um alto grau de complexidade
sendo composto de seis alelos, distribuidos diferentemente nas espécies
analisadas (cinco em D. seriema, dois em D. serido, um em D. koepferae e um em
D. buzzatii). Retrocruzamentos realizados envolvendo espécies portadoras de dois
dos alelos desse loco (alelos 45 e 46) confirmaram a supressdo que se manifesta
nos hibridos de fémeas de D. koepferae com machos de D. seriema. A maior parte
dos hibridos heterozigotos (cerca de 80%) manifestam apenas o alelo materno,
quando o alelo paterno € proveniente de D. seriema. Esses retrocruzamentos,
envolvendo D. koepferae e D. seriema, permitiram aventar a hipdtese de uma

dominancia do alelo 46 sobre o 45, decorrente de uma interagdo entre os proprios

genes. Aparentemente, ndo estdo envolvidos elementos citoplasmaticos nem o

“background” genético. Os resultados obtidos permitiram supor, ainda, a ocorréncia
de um fendmeno tipo “imprinting” no alelo paterno de D. seriema (A95) que o
impede de ser transcrito nos hibridos com D. koepferae.

Essa interagéo alélica nao foi observada em hibridos de D. seriema
(A95) com as linhagens B31D1 e B59Q1 de D. serido, também portadoras do alelo
46. Este fato leva a suposi¢cao de que os alelos 46 de D. koepferae e D. serido
(B31D1 e B59Q1) sejam diferentes, isto €, tenham divergido no processo evolutivo,
uma vez que a relagdo de dominancia com o mesmo gene 45 de D. seriema ndo
se manifesta igualmente nos dois casos.

Embora permanegam muitos pontos para serem esclarecidos, o
presente trabalho levanta uma série de questdes importantes que suscitam a
continuidade dos estudos das esterases, e da interagdo genética observada e da
posigao sistematica das linhagens que constituem hoje as diferentes espécies do

“cluster’D. buzzatii.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Ten strains of two species in the buzzatii cluster (D. serido and D.
seriema) were examined as to their esterase patterns. These patterns were studied
by polyacrylamide gel electrophoresis where the migration rate of esterases and
their substrate specificity to alpha and beta naphtyl acetates were analyzed.
Besides, esterase features such as inhibition behavior, presence in males and

females and location in the head, thorax or abdomen of flies were examined.

Joining the present data and the data obtained by Lapenta ef al.
(19995) in eight strains of D. koepferae, D. serido, D. seriema and D. buzzatii, a total
of 69 bands of the 18 strains was detected. This total number was used for
comparison of strains and species through the similarity index, the analysis of
dependence and the cluster analysis. An important result of these comparisons
was the confirmation of the existence of a high similarity among D. seriema strains
and among D. koepferae strains. However, they also indicated a differentiation
among the D. serido strains examined. Two D. serido strains (D69R2 and D69RS5)
differed from the remaining strains in the same species and showed to be closer to

D. buzzatii.

The esterase band features already mentioned, associated with
results of intercross tests between strains, lead to the recognition of 20 esterase
types, probably due to 19 genetic loci. Inhibition tests, using malathion, eserine,
pCMB, PMSF and iodineacetamide showed , among these types, the presence of
eight acetylesterases, three carboxylesterases and two cholinesterases. The
remaining seven esterase types were not studied in this respect. Arylesterases
were absent in these species as well as in every Drosophila species examined till

now.

Seven esterases were male-specific, a number that may be

considered high. Among them, two were pB-esterases and five were alpha-

esterases. Five of the seven were acetylesterases. Until now, only species in the

A
AVAVAY

T
1 2 3 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 1e 17 18



D. buzzatii cluster and in the mulleri complex showed male-specific esterases

classified as acetylesterases.

One of the 19 loci, the Est-11 locus, showed to be very complex, with
five alleles distributed differently among the species analyzed: five were present in
D. seriema, two in D. serido, one in D. koepferae and one in D. buzzatii. Crosses
involving species bearing two of the alleles at this locus (alleles 45 and 46)
confirmed the suppression of allele 45 in hybrids between D. koepferae females
(strain B20D2) and D. seriema males (strain A95), previously observed by Lapenta
(1992).

A more extensive study of this suppression, made now through a
series of backcrosses, showed that suppression occurs in about 80% of hybrids
bearing 45/46 genotypes whose allele 45 comes from A95 males and whose allele
46 comes from B20D2 females. These results lead to the hypothesis of an

interspecific dominance of allele 46 over 45 due to interaction between the two

genes. Apparently, other genes and cytoplasmic factors are not involved. The

results lead also to the hypothesis that a phenomenon similar to imprinting might

be operating on allele 45, in A95 males.

Suppression described did not occur when the same D. seriema
strain (A95) was intercrossed with B31D1 or B59Q1, both D.serido strains that
also have allele 46, suggesting that alleles 46 from D. koepferae and D. serido

diverged during the evolutionary process.
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