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1. INTRODUÇÃO

I. 1. Marcadores moleculares como ferramentas no estudo da

diferenciação genética.

O potencial evolutivo de uma população é determinado pelo seu
grau de variação genética. Desse modo, a quantidade de variação genética de
uma população é um parâmetro fundamental nos estudos evolutivos.

O estudo da variabilidade genética é baseado no uso de vários
marcadores. Até os meados da década de 60, eram utilizados marcadores

controlados por genes associados a caracteres morfológicos, em geral
fenótipos de fácil identificação visual, tais como nanismo, cor de pétala, etc.
Marcadores fenotípicos são fáceis de serem identificados, mas em alguns
casos difíceis de serem avaliados com precisão, principalmente por causa da
interferência do ambiente ou de genes modificadores. Além disso, são poucos
os marcadores analisáveis em um único cruzamento, e grupos de ligações
podem ser detectados em apenas uma pequena fração do genoma,
restringindo a utilidade dos mesmos (Williams et al., 1993).

O desenvolvimento de marcadores isoenzimáticos propiciou o
entendimento da estrutura genética de populações naturais, estudar o fluxo

gênico entre populações e os processos de hibridação natural (van Heusden e
Bachmann, 1992). Os alelos isoenzimáticos apresentam expressão co­
dominante, possibilitando a estimativa direta de parâmetros tais como
frequências genotípicas, frequências alélicas e, a partir desses, coeficientes de
diversidade gênica e heterozigosidade. Pelo fato dessas enzimas possuírem
função metabólica ou por limitações da técnica, muitas vezes não é possível
detectar as variações (Hoy, 1994). Sendo assim, além do número de locos

ser limitado, frequentemente depara­se com o problema da ausência de
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polimorfismo genético para um ou vários dos locos isoenzimáticos
disponíveis.

Os marcadores moleculares têm sido um instrumento poderoso

para o estudo da genética e dos mecanismos evolutivos por possibilitarem a
transposição dessas dificuldades (Williams et al, 1993). A análise do DNA
apresenta várias vantagens significativas quando comparada com técnicas de
análise de proteínas, como por exemplo: (1) a análise do genótipo é mais
acurada que a do fenótipo, (2) uma ou mais sequências apropriadas podem

ser selecionadas com base na taxa evolutiva ou modo de herança, (3) os
métodos são, na maior parte, gerais para qualquer tipo de DNA e (4) o DNA
pode ser obtido de pequenas quantidades de tecido e é relativamente estável.

Com o advento das técnicas modernas da biologia molecular,

surgiram diversos métodos de detecção de polimorfismos genéticos.
Inicialmente, a utilização de enzimas de restrição permitiu a análise de

polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição de DNA,
denominados RFLP ­ Restriction Fragment Length Polymorphisms
(Grodzicker et al. 197%). Tal polimorfismo é evidenciado pela fragmentação
do DNA através de enzimas de restrição e observado por hibridação desses

fragmentos com sequências homólogas de DNA marcadas com radioatividade
ou compostos quimioluminescentes. Como as isoenzimas, os marcadores
RFLP apresentam expressão co­dominante, e entre as suas vantagens
destaca­se a capacidade de abranger todo o genoma do organismo estudado.
Entretanto, a análise RFLP requer grande quantidade de DNA,
disponibilidade de sondas para se detectar a variação, além da necessidade
da utilização de eletroforese e Southern blot, o que a torna uma técnica

relativamente dispendiosa em custo quanto no tempo de obtenção dos
resultados.

Na classe dos marcadores moleculares que envolvem sequências
repetitivas de DNA no genoma, enquadram­se as sequências hipervariáveis
denominadas VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats), constituídas de
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um número variável de sequências idênticas (de 15­60 pb) repetidas lado a
lado. VNTRs, ou Minisatélites, têm sido utilizados para identificação de
variedades e clones, na análise de diversidade genética e na determinação de
paternidade. O princípio de obtenção e detecção desse tipo de marcador é
essencialmente o mesmo utilizado para RFLP, diferindo basicamente no tipo
de sonda utilizada. O elevado nível de polimorfismo detectado por esta
técnica faz com que, virtualmente, todo indivíduo possua um perfil diferente
de bandas, lembrando um código de barras de embalagem de produtos
industrializados, daí a origem do conceito de impressão digital genética ou
genetic fingerprint. Entretanto, a necessidade de isolar e clonar sondas
sequenciais para cada espécie tem limitado o uso do fingerprinting de DNA
em vários estudos (Hoy, 1994).

Após a concepção da tecnologia da reação em cadeia da
polimerase ­ PCR, Polimerase Chain Reaction ­ (Mullis e Faloona, 1987; Saiki
et al, 1988), novas classes de marcadores moleculares foram descritas.

Dentre estes, destacam­se os microsatélites (Litt e Luty, 1989), pequenas
sequências de um a quatro nucleotídeos repetidas em tandem. Em genomas
eucariotos, essas sequências simples são mais frequentes, melhor

distribuídas ao acaso e formam locos genéticos muito mais polimórficos do
que os locos hipervariáveis constituídos por minisatélites. Esses locos
altamente polimórficos foram também denominados por Beckmann e Soller
(1990) de STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites). Entretanto, essa

técnica necessita de um desenvolvimento prévio dos marcadores, o que
dificulta a análise de genomas menos conhecidos.

Outra classe de marcadores são os AFLPs ­ Amplified Fragment

Length Polymorphism (Zabeau, 1993). A análise desses fragmentos combina
a especificidade, resolução e poder de amostragem da digestão com enzimas
de restrição com a velocidade e praticidade de detecção dos polimorfismos
via PCR. Da mesma forma que as demais técnicas descritas, a técnica de AFLP
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é relativamente dispendiosa tanto em custo quanto no tempo de obtenção
dos resultados.

Uma modificação da PCR, denominada RAPD (Random

Amplified Polymorphic DNA), tornou­se uma ferramenta apropriada para o
estudo de organismos cuja informação genética é pequena, uma vez que
requer pouca quantidade de DNA e pode ser utilizada para pequenos
organismos ou partes deles. É rápida e relativamente barata quando
comparada com as demais classes de marcadores moleculares (van Heusden
e Bachmann, 1992).

1. 2. A técnica de RAPD

Um grande avanço na área de marcadores moleculares baseados
em PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar primers mais curtos e
de sequência arbitrária para dirigir a reação de amplificação, eliminando a
necessidade do conhecimento prévio de uma sequência (Ferreira e
Grattapaglia, 1996). Esta técnica foi desenvolvida, independentemente, por
dois grupos de pesquisadores nos Estados Unidos. Williams et al. (1990)
patentearam a tecnologia com o nome mais comumente utilizado, ou seja,
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Welsh e McClelland (1990)
propuseram a denominação mais apropriada para a técnica, chamando­a de
AP­PCR (Arbitrarily Primed ­ Polymerase Chain Reaction), uma vez que os
primers possuem sequência arbitrária, mas a amplificação tecnicamente não
Ocorre ao acaso, e sim em lugares específicos do genoma (Crowhurst et al,
1991).

Os RAPDs são produzidos pela aplicação da reação em cadeia da

polimerase (PCR) à amostras de DNA genômico, usando como primer uma
única sequência de oligonucleotídeos de 9 a 10 bases construído
casualmente, o que resulta na amplificação de uma sequência alvo
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desconhecida. Para que haja amplificação de um fragmento RAPD no
genoma analisado, duas sequências de DNA complementares ao primer
arbitrário devem estar suficientemente adjacentes (< 4000 pares de bases) e
em orientação oposta, de maneira a permitir a amplificação exponencial de
um segmento de DNA pela DNA polimerase (Lynch e Milligan, 1994). Esses
fragmentos podem ser separados por tamanho sobre um gel de agarose e
visualizados por coloração com brometo de etídio em luz UV, eliminando a
necessidade de sondas radioativas.

Devido ao fato dessa técnica não necessitar de clonagem,
sequenciamento de nucleotídeos ou hibridização por Southern blot, ela tem
permitido a detecção rápida e efetiva dos polimorfismos e marcadores
genéticos em uma grande quantidade de plantas e animais. Além disso,
necessita de pouca quantidade de DNA para a análise, o que facilita sua
utilização em estudos de insetos de pequeno porte, tais como a Drosophila.

Uma vez que os primers são de tamanho intermediário (na
ordem de 10 pares de base), múltiplos fragmentos amplificados em
diferentes graus (de diferentes locos) estão usualmente presentes para cada
primer em cada genoma. Dessa forma, o número de locos que pode ser
examinado é ilimitado. Pelo fato dos primers consistirem de sequências
casuais, não discriminando entre regiões codificadoras e não codificadoras, é
razoável supor ser esta uma técnica de amostragem do genoma mais casual
que os métodos convencionais (Lynch e Milligan, 1994).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD não é
inteiramente conhecida, entretanto evidências experimentais indicam que
diferenças em apenas um par de bases (mutações de ponto) são suficientes
para causar a não complementariedade do primer com o sítio de iniciação,
impedindo a amplificação de um segmento (Williams et al., 1990). Outras
fontes de polimorfismo incluem deleções de sítios de iniciação ou inserções,
que colocam dois sítios de iniciação adjacentes a uma distância acima
daquela que a DNA polimerase é capaz de percorrer (Brauner et al. 1992).
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Assim, o polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD tem
natureza binária, isto é, o segmento amplificado está presente ou ausente.

Uma característica fundamental dos marcadores RAPD é a de

serem herdados como marcadores dominantes (Williams et al., 1990). Este

modelo de herança não permite identificar indivíduos heterozigotos e
homozigotos dominantes sem cruzamentos subsequentes. Ao se observar
uma banda RAPD no gel não é possível distinguir se aquele segmento
originou­se a partir de uma ou de duas cópias da sequência amplificada.
Assim sendo, um indivíduo diplóide homozigoto para aquele loco RAPD é
considerado como portador de dois alelos RAPD idênticos (AA), a partir dos
quais a amplificação ocorre. Por outro lado, um indivíduo heterozigoto (Aa)
para o mesmo loco RAPD possui um alelo (A) que é amplificado e outro (a)
que não o é, devido a qualquer uma das causas de polimorfismo
mencionadas anteriormente. A detecção dos segmentos RAPD não tem
sensibilidade quantitativa suficiente para discriminar os dois casos. Por isso,
enquanto o genótipo denominado como homozigoto recessivo (aa) é
identificado pela ausência da banda no gel (fenótipo nulo), os genótipos
denominados de homozigoto dominante (AA) e heterozigoto (Aa) são
colocados juntos na mesma classe fenotípica, isto é, a presença da banda no
gel (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

Em um gel de RAPD também podem existir bandas com o
mesmo tamanho em pares de bases e as mesmas sequências nas
extremidades onde o primer iniciou a amplificação. Tais bandas são
chamadas de monomórficas e acabam por encobrir alguns polimorfismos.
Uma das formas de se detectar esses polimorfismos adicionais entre bandas
monomórficas é a digestão enzimática de vários segmentos individuais
reamplificados (Lynch e Milligan, 1994).

Apesar dessas limitações, os marcadores RAPD, como já
mencionado acima, apresentam várias vantagens quando comparados com
outros marcadores moleculares, entre elas: (1) os experimentos são simples
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e rápidos, não sendo necessárias grandes preparações, tais como isolamento
de sondas de DNA clonado, Southern blots, ou sequenciamento de
nucleotídeos; (2) não requer conhecimento prévio de sequências específicas
para os primers podendo ser usada uma série de primers universais; (3) não
utiliza sondas radioativas; (4) necessita de baixa quantidade de DNA
genômico para a análise; (5) permite a visualização de grande quantidade de
polimorfismos; e (6) não requer experiência aprofundada em biologia
molecular e nem instalações sofisticadas de laboratório (Halward et al,

1992). |

I. 3. A utilização da técnica de RAPD em estudos genéticos

Um dos primeiros usos práticos dos marcadores RAPD foi na
criação de mapas genéticos de alta densidade e localização de genes de
interesse econômico (Reiter et al, 1992; Williams et al.,, 1990; Michelmore

et al., 1991; Martin et al. 1991). Entretanto, a área de pesquisa que tem
mostrado um maior crescimento na utilização da tecnologia RAPD é a da
genética de populações.

Marcadores RAPD têm sido usados para criar fingerprints de

DNA para o estudo da identidade individual, estimar a variação genética
entre populações e as relações taxonômicas em organismos procariotos e
eucariotos (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Caetano­Anollés

et al, 1991; Hu e Quiros, 1991; Welsh et al, 1991; Hadrys et al. 1992;
Wilde et al., 1992). Outros estudos mostraram que essa técnica é muito útil
para a detecção de polimorfismo genético e identificação de variedades (Hu e
Quiros, 1991; Weining e Langridge, 1991; Welsh et al, 1991).

Como demonstrado por Kambhampati et al. (1992) e Landry et
al. (1993) apud Schenell et al. (1996), marcadores RAPD podem ser usados
para diferenciar populações de insetos. Haymer e McInnis (1994), estudando
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Ceratitis capitata, foram hábeis para identificar marcadores RAPD que
eram monomórficos em moscas de uma região geográfica e ausentes em
moscas de outras regiões.

Um estudo realizado por Cenis e Beitia (1994) com o objetivo
de avaliar a aplicação da técnica RAPD na identificação de insetos, mostrou
que a técnica em questão é capaz de discriminar diferenças genéticas entre
indivíduos de uma população, populações ou clones de uma espécie, e
espécies dentro de um gênero. Segundo estes autores, a elevada resolução da
técnica somada à sua relativa simplicidade e à possibilidade de estudar um
grande número de indivíduos, a converte em uma técnica com grande
potencial para estudos de variabilidade genética.

Pascual et al. (1997) realizaram um estudo para avaliar a
variabilidade genética em populações de Drosophila azteca e D. athabasca.
Para essas populações, a técnica de RAPD revelou uma alta variabilidade
tanto entre populações de uma mesma espécie quanto entre indivíduos de
uma mesma população. Também foi possível, através dessa técnica, estimar
o grau e o tempo de divergência entre as duas espécies de Drosophila em
estudo.

Vários outros estudos já foram realizados com insetos, entre
eles destacam­se os estudos em Aedes (Kkambhampati et al. 1992; Ballinger­
Crabtree et al., 1992; Apostol et al., 1993, 1994, 1996), Anopheles (Favia
et al, 1994, Wilkerson et al, 1995a, b), Ceratitis capitata (Haymer e
McInnis, 1994; Baruffi et al., 1995; Reyes e Ochando, 1998), lepidópteros
(Garner e Slavicek, 1996; Deverno et al., 1998), Apis mellífera (Hunt e Page,
1994, 1995; Hunt et al., 1998; Suazo et al., 1998) e outros himenópteros

(Landry et al., 1993) e em triatomíneos (Garcia et al. 1998).
Além das aplicações citadas acima, os marcadores RAPD

também têm sido utilizados em estudos filogenéticos (van de Zande e
Bijlsma, 1995; Millan et al., 1996, Marillia e Scoles, 1996) e epidemiológicos
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(Garcia et al, 1998), demonstrando também nestas áreas uma boa

aplicabilidade.
O poder filogenético da técnica de RAPD em Drosophila foi

testado por van de Zande e Bijlsma (1995). Neste estudo, os autores
compararam as relações filogenéticas obtidas por análise dos dados
provenientes de RAPD com a filogenia traçada através de vários outros
marcadores, e que é aceita no presente. Estes autores demonstraram que em
Drosophila, o uso de marcadores RAPD é muito eficiente para a identificação
de espécies. Espécies diferentes mostraram padrões RAPD muito diferentes.
Entretanto, dentro da mesma espécie, houve um alto grau de similaridade
entre as linhagens, mesmo quando se tratavam de linhagens distintas. Dessa
forma, a técnica RAPD, segundo esses autores, quando utilizada para avaliar
as relações filogenéticas entre diferentes espécies, limita­se à espécies
estreitamente relacionadas.

IL. 4. O grupo repleta de Drosophila

Dentre os diversos modelos biológicos que são utilizados para
estudos evolutivos destacam­se as moscas do gênero Drosophila (Diptera,
Drosophilidae), devido principalmente às suas diversas características
biológicas, tais como: ciclo de vida rápido, elevado número de descendentes
por geração, presença de cromossomos politênicos (gigantes), entre outras;
às várias informações genéticas já disponíveis e pela praticidade laboratorial
(Monteiro, 1997).

O grupo repleta é formado por 92 espécies descritas,
constituindo um dos maiores grupos dentro do gênero Drosophila (Vilela,
1983; Rafael e Arcos, 1989; Wasserman, 1992). Originário do continente
Americano, possivelmente dos desertos Mexicanos (Patterson e Stone,
1952), este grupo sofreu uma grande radiação evolutiva a partir desses
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desertos, seguida de uma segunda radiação importante, ocorrida
presumivelmente na área do Chaco Argentino.

As espécies de Drosophila do grupo repleta ocupam diferentes
habitats, mas sem dúvida, a característica mais notável do grupo é a
capacidade de muitas espécies utilizarem como nicho trófico os tecidos de
cactos em decomposição. Esta adaptação é que tem permitido ao grupo
ocupar os desertos e as zonas áridas do Novo Mundo (Ruiz e Fontdevila,
1981).

O grupo repleta é composto atualmente por 6 subgrupos:
hydei,. mercatorum, mulleri, repleta, fasciola e inca (Paterson e Stone,
1952; Wasserman, 1962; Rafael e Arcos, 1989). Cada subgrupo tem sido
subdividido, por sua vez, em complexos, ou seja, conjuntos de espécies que
compartilham em sua filogenia cromossômica uma ou mais inversões, o que
indica sua procedência de um mesmo ancestral. Além disso, cada complexo
pode conter um ou mais clusters de espécies estreitamente relacionadas
entre si.

Dentre as espécies desses subgrupos, somente as do subgrupo
fasciola são de áreas de matas, enquanto que as outras são de regiões
áridas. As do subgrupo mulleri utilizam as cactáceas como local de criação,
ao passo que as dos subgrupos restantes (mercatorum, repleta e hydei) são
generalistas (Pereira et al., 1983).

O subgrupo mulleri é o mais numeroso dos seis, com 44

espécies (Wasserman, 1992). Segundo Wasserman, este subgrupo apresenta
seis complexos de espécies aparentadas: meridiana, anceps, eremophila,
stalkeri, mulleri e martensis;, sendo considerado, por este autor, como o

subgrupo mais interessante para estudos evolutivos referentes ao processo
de especiação.

De acordo com Wasserman (1954, 1962, 1982), o ancestral do

subgrupo mulleri consistia de um número de populações distintas, semi­
isoladas citologicamente, as quais, por conveniência, foram referidas como
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subespécies. Cada subespécie deu origem, aparentemente por meio de
especiação por isolamento geográfico, à diversas espécies. A progênie das
espécies de cada subespécie ancestral foram agrupadas em seis clusters de
espécies: mojavensis, longicornis, ritae, buzzatii, martensis e mulleri. Os
clusters mojavensis, longicornis e ritae são essencialmente Norte
Americanos; os clusters buzzatii e martensis são primariamente da América
do Sul; enquanto que o cluster mulleri é representado no Novo Mundo.

1. 5. O cluster buzzatii

O complexo buzzatii, pertencente ao subgrupo miulleri,
compreende os clusters martensis, stalkeri e buzzatii. O cluster buzzatii,
que é oO de interesse neste trabalho, é composto por cinco espécies:
Drosophila buzzatii, nativa da América do Sul e subcosmopolita
(Wasserman, 1962); D. borborema, que ocorre no nordeste do Brasil e em
Grão­Mongol no estado de Minas Gerais (Vilela e Sene, 1977; Tidon­Sklorz e
Sene, 1995c); D. koepferae, da Argentina e Bolívia (Fontdevila et al., 1988);
D. serido, registrada no nordeste, centroeste, sudeste e sul do Brasil (Vilela e
Sene, 1977; Sene et al, 1982, 1988; Tosi e Sene, 1989; Silva e Sene, 1991) e

D. seriema, restrita à cadeia do Espinhaço no nordeste brasileiro (Tidon­
Sklorz e Sene, 1995b).

A comparação da morfologia do edeago da espécie D. buzzatii
com a das espécies de D. serido (tipos A, B e D de edeagos), D. seriema (tipo
C de edeago), D. koepferae (tipo E de edeago) e D. borborema, mostrou que
estas quatro últimas espécies possuem uma grande semelhança morfológica,
o que sugere uma ancestralidade comum. Deste modo, estas espécies foram
agrupadas por Ruiz et al. (1996) em um subgrupo à parte de D. buzzatii, o
subcluster serido.
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Além da sua fidelidade ecológica aos cactos, o cluster buzzatii

apresenta uma ampla distribuição através de diferentes formações vegetais
da América do Sul, o que o torna útil para estudos da influência dos ciclos

paleoclimáticos do Quaternário, período no qual os domínios de vegetação
variaram em extensão e o chaco ligou­se à caatinga. Estes ciclos ocorreram
há cerca de 13 a 18 milhões de anos (Ab'Saber, 1977) e foram responsáveis
pela expansão e contração da vegetação seca, formando áreas de refúgios e
isolando populações. Devido à importância dos ciclos paleoclimáticos na

diferenciação de populações tropicais na América do Sul (Ab'Saber, 1977),
Sene et al. (1982, 1988) propuseram que esses ciclos tenham sido
responsáveis pela diferenciação desse cluster.

O mapeamento e distribuição geográfica de D. serido através de
vários marcadores demonstrou que essa espécie é politípica, constituída de

várias subespécies. Dentre esses diversos marcadores, a morfologia da
genitália é considerada a principal característica para diagnosticar e separar
espécies (Vilela, 1983). Para Silva e Sene (1991), uma variação geográfica
neste caráter poderia representar o início de um processo de diferenciação
interpopulacional, que eventualmente resultaria em especiação.

Dessa forma, as populações de D. serido são caracterizadas em
cinco tipos diferentes, baseados na diferença da morfologia da genitália do
macho (Tipos A, B, C, D e E). As populações com tipo morfológico A de
edeago são encontradas no nordeste do Brasil, à leste da Cadeia do

Espinhaço e ao longo da costa Atlântica do nordeste até o estado do Rio
Grande do Sul. O tipo B de edeago está presente nas populações da parte
oeste da caatinga e das regiões centro­sudeste do Brasil. As populações tipo

C, que foram elevadas ao nível de espécie por Tidon­Sklorz e Sene (1995b)
recebendo o nome de Drosophila seriema, são endêmicas da Cadeia do

Espinhaço. O tipo morfológico D de edeago é encontrado nas populações das
regiões sul e sudeste do Brasil e ao norte da borda leste do chaco Argentino.
Finalmente, as populações tipo E, que foram elevadas à categoria de espécie
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por Fontdevila et al. (1988) com o nome de Drosophila koepferae, ocorrem

nas encostas dos Andes, na Argentina, Bolívia e Comarapa, na borda oeste do
chaco.

Um cladograma hipotético ilustrando a história evolutiva do
cluster (Tidon­Sklorz, 1995a.; Monteiro, 1997) foi elaborado com base nas

inversões cromossômicas (Tosi e Sene, 1989), nos cinco tipos diferentes de

edeagos (Silva e Sene, 1991) e nos seis tipos de cariótipos (Baimai et al,
1983). Segundo esses estudos, no final do Plioceno e começo do Pleistoceno,
populações ancestrais polimórficas adaptadas a uma variedade de cactos
teriam invadido o Brasil chegando até à Argentina. A fixação da inversão 5g
nas populações argentinas deu origem à D. buzzatii. Dessa forma, dois
principais ramos filéticos iniciais se originaram, de um lado D. buzzatii e de
outro formas ancestrais das demais espécies desse cluster, que hoje estão
agrupadas formando o subcluster serido.

Três inversões diferentes separaram essas formas ancestrais. À

inversão 2j9 ocorreu em populações do Chaco Argentino, caracterizando D.
koepferae que posteriormente adquiriu o tipo de edeago e cariótipo

específicos. A inversão 2x” ocorreu em populações da região centro­sul e
litoral do Brasil, que posteriormente se diferenciaram dando origem à D.
serido D e D. serido A, assim denominadas de acordo com o tipo de edeago
apresentado. Drosophila serido D apresenta cariótipo específico (met 5). A

inversão 2e8 é compartilhada por moscas adaptadas ao cacto Pilosocereus.
Houve uma diferenciação nas populações que possuem essas inversões,
verificada pela diferenciação quanto à morfologia do edeago. Essa
diferenciação deu origem, nas populações do Brasil­central, à D. serido B

(edeago tipo B), nas populações do nordeste brasileiro, à D. seriema (edeago
tipo C) e à D. borborema (edeago tipo bo).

Dessa forma, dentro desse cluster, temos entidades bem

definidas e isoladas que são as espécies já descritas e, por outro lado,
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existem populações também diferenciadas em alguns aspectos, mas talvez
não o suficiente para o “status” de espécie, como por exemplo D. serido que
possui as entidades A, B e D. Monteiro (1997) sugeriu que D. serido B e D.
serido D podem ser elevadas à categoria de espécie. O trabalho, descrevendo­
as como novas espécies encontra­se no prelo (Tidon­Sklorz, R. comunicação
pessoal).

Várias linhagens geográficas de Drosophila serido, D. seriema,
D. buzzatil e D. koepferae já foram previamente analisadas através de
diferentes marcadores clássicos como: cariótipo (Baimai et al, 1983),
isolamento reprodutivo (Bizzo, 1983; Madi­Ravazzi, 1988, 1992; Madi­
Ravazzi e Bicudo, 1992; Madi­Ravazzi et al, 1997; Machado, 1998),

inversões cromossômicas (Tosi, 1982; Tosi e Sene, 1989), tipos de edeagos
(Vilela e Sene, 1977; Silva, 1981; Silva e Sene, 1991), grau de sinapse nos
cromossomos politênicos (Madi­Ravazzi, 1988, 1992; Madi­Ravazzi e Bicudo,
1992; Madi­Ravazzi et al, 1997; Machado, 1998), isolamento sexual

(Moraes, 1992), padrão de esterases (Lapenta, 1992, 1998; Lapenta et al,
1995), análise morfométrica (Tidon­Sklorz, 1992; Monteiro, 1997) e

cromossomos metafásicos (Kuhn et al, 1996). Recentemente, foi utilizado o

DNA mitocondrial (Rossi, et al, 1996; Manfrin, 1997) como marcador

molecular. A comparação desses resultados indica que as populações dessas
espécies encontram­se em estágios distintos de diferenciação.
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I. 6. Objetivos

O presente trabalho propôs analisar linhagens de espécies
classificadas como D. serido tipo B e tipo D de edeago, D. seriema, D.
koepferae e D. buzzatii utilizando RAPD como marcador genético, com os
seguintes objetivos:

a) Implantar e adequar a metodologia de análise RAPD para as espécies de
Drosophila em estudo;

b) avaliar o nível de polimorfismo do DNA dentro e entre as linhagens
estudadas;

c) estabelecer as relações de proximidade genética entre as linhagens,
utilizando RAPD como marcador genético.
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II. MATERIAL E MÉTODOS

II. 1. Linhagens utilizadas

As linhagens de Drosophila serido, D. buzzatii, D. koepferae
e D. seriema que foram utilizadas no presente trabalho estão
relacionadas na Tabela 1 e sua localização geográfica demonstrada na
Figura 1. Como grupo externo, foram utilizadas linhagens das espécies
D. mulleri (coletadas no Texas ­ USA) e D. simulans (coletadas em São

José do Rio Preto ­ SP, Brasil).

Tabela 1­ Espécies de Drosophila do cluster buzzatii, linhagens e procedência
— geográfica.

ESPÉCIES LINHAGENS PROCEDÊNCIA

Drosophila serido tipo B

1

Drosophila serido tipo D

Drosophila seriema

Drosophila buzzatii

Drosophila koepferae

A5SSFL11* Bela Vista (MS, Brasil)

B31D1* Puerto Tirol (Chaco, Argentina)

A95F3* Serra do Cipó (MG, Brasil )
D72M** Morro do Chapéu (BA, Brasil)

3B* Cafarnaum (BA, Brasil)

D69R5**e Localidade s. nome (BA, Brasil)
D69R2**e Localidade s. nome (BA, Brasil)

B20D2* Tapia (Tucuman, Argentina)
B25D7* Famatina (La Rioja, Argentina)

As linhagens foram cedidas pelo Depto. Genética da USP de Ribeirão Preto; * linhagens
mantidas em laboratório desde 1982, ** linhagens mantidas desde 1990. e Estas
linhagens vieram classificadas como D. serido tipo B, baseado em dados do presente
estudo e na análise do edeago, foram incluídas em D. buzzatii.

2 3 4 5 6
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Caatinga

Cerrado

Floresta

Floresta Araucária

Chaco

500 Km
less

——— D, serido (B) D. seriema (C) —— D, serido (D)
——D. koepferae (E) ——= D, buzzatii

Figura 1. Mapa da vegetação, distribuição das espécies e localização das linhagens
analisadas no presente trabalho. 1. A55, 2. B31, 3. A95, 4. D72, 5. 3B, 6.
R2, 7. R5, 8. B2O, 9. B25. B, C, D, e E = tipos morfológicos de edeago.
Extraído de Machado (1998), com modificações.
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As informações que vieram do Depto. de Genética da USP de

Ribeirão Preto, de onde essas linhagens são procedentes, constam que
A55F11 e A95F3 são linhagens isofêmeas e as demais são linhagens massais,

entretanto, não se tem o número exato de fêmeas que originaram essas
populações.

As linhagens foram mantidas em laboratório em frascos de
vidro de 250 ml com uma mistura de meio de cultura de banana e cacto na

proporção 1:1 (Madi­Ravazzi e Bicudo, 1992), em câmara de temperatura
constante 20ºC + 1ºC.

Para facilitar a redação, as linhagens serão referidas apenas
pela primeira letra e os dois primeiros números, exceto as linhagens D69R2
e D69R5 que serão referidas como R2 e R5.

II. 2. Extração do DNA genômico

As moscas recém­nascidas foram separadas por sexo e
transferidas para tubos com meio de cultura, onde permaneceram de 7 a 9
dias. Após este período, foram imobilizadas por éter e congeladas
individualmente a ­20ºC em tubos eppendorf para a posterior extração do
DNA genômico.

Foram realizadas extrações individuais dos DNAs genômicos de
30 moscas de cada linhagem, sendo 15 machos e 15 fêmeas, segundo o
protolocolo de extração sugerido por Dellaporta et al. (1983), com
modificações.

Em cada eppendorf foram adicionados 160ul de Solução 1 fria
(Tris 1LOmM, NaCl 600mM, Sacarose 5%, EDTA 10mM, pH = 7,8) e as moscas

foram maceradas com auxílio de um bastão de vidro. A seguir, adicionou­se
200yul por eppendorf de solução 1I (Tris 300mM, SDS 1,25%, Sacarose 5%,

EDTA 10mM, pH = 8,0) e agitou­se por inversão várias vezes. Feito isto,
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foram incubados a 65ºC durante 30 minutos. Após este período, adicionou­
se 60ul de acetato de potássio 3M (pH = 5,0) por eppendorf, agitou­se por
inversão várias vezes e foram colocados por 20 minutos a ­20ºC. Em

seguida, as amostras foram centrifugadas, em temperatura ambiente, por
15 minutos a 14.000 rpm. Decorrido este período, o sobrenadante foi
transferido para um novo eppendorf e as amostras centrifugadas por 15
minutos a 14.000 rpm. Novamente o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, no qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol a ­20ºC.
Os eppendorfs foram agitados por inversão várias vezes e mantidos 5
minutos à temperatura ambiente. Após este período, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante descartado. O
pellet foi então lavado com 500yu! de etanol 70% (­20ºC) e centrifugado por
5 minutos a 14.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os
eppendorfs colocados para secar em estufa a 37ºC por 15 minutos. O DNA
foi ressuspendido em 100ul de TE (Tris­HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0) e
guardado a ­20ºC. Durante todo o procedimento de extração, os eppendorfs
com as amostras permaneceram acondicionados no gelo.

II. 3. Detecção da presença de DNA nas amostras

As amostras de DNA foram submetidas à análise

espectrofotométrica para detecção da concentração de DNA e proteínas. O
espectrofotômetro detectou altas concentrações de DNA em todas as

amostras, tendo estas uma média de 50ng de DNA por ul da solução. Além
disso, a razão DNA/proteína mostrou­se adequada para as metodologias que
seriam empregadas neste estudo, ou seja, uma quantidade de DNA duas
vezes maior que a quantidade de proteína.

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



II. 4. Oligonucleotídeos sintéticos utilizados

Foram adquiridos 10ug de cada oligonucleotídeo (cadeias
simples de 10 bases) liofilizado, mediante requisição ao Biotecnology
Laboratory, University of British Columbia, Vancouver, B.C., Canadá. Foram

preparadas soluções de trabalho de 15uM de cada primer em tampão
Tris/EDTA os quais foram mantidos a ­20ºC. Foi realizado um screenning
inicial com 16 primers (51, 54, 60, 66, 68, 69, 70, 71, 73, 75, 80, 83, 85,
86, 92 e 100), dos quais três (54, 69 e 86) foram escolhidos para a
realização deste trabalho por apresentarem repetibilidade e revelarem
polimorfismo entre as linhagens. As sequências dos oligonucleotídeos
utilizados estão relacionadas na Tabela 2.

Tabela 2 ­ Sequência dos oligonucleotídeos sintéticos.

Oligonucleotídeo Sequência 5"­ 3º % GC

54 GTC CCA GAG C 70 %

69 GAG GGC AAG A 60 %

86 GGG GGG AAG G 8o %

II. 5. Amplificação do DNA pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA genômico extraído foi amplificado através da reação em
cadeia da polimerase (PCR), segundo protocolo descrito por Williams et al.
(1990), com modificações.

As reações de amplificação foram realizadas em um volume

final de 25pl contendo: 20OmM de tampão (Tris ­ Hcl pH 8,3; 5O0mMM KCD);
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2mM de MgCl2; 0,2mM de primer; 0,2mM de dNTP; 1U de Taq Polimerase
(GIBCO BRL) e 50ng de DNA genômico de Drosophila. Ao volume final
foram acrescentados 40ul de óleo mineral.

A amplificação do DNA foi realizada em um termociclador (M)

Research Minicycler) programado para 45 ciclos, cada um consistindo dos
seguintes passos: 30 segundos a 94ºC para desnaturação do DNA, 1 minuto
a 35ºC para anelamento dos primers e 2 minutos a 72ºC para extensão das
cadeias de DNA. O primeiro ciclo foi precedido por uma desnaturação inicial
de 3 minutos a 94ºC, que permitiu a inativação de possíveis proteases que
pudessem interferir na reação enzimática. Após o último ciclo, a
temperatura de 72ºC foi mantida por 5 minutos permitindo a extensão final
das cadeias de DNA recém­sintetizadas.

As amplificações foram feitas independentemente em quatro
termocicladores de mesmo modelo, obtendo resultados reproduzíveis. Além
disso, para todas as reações foram realizados controles negativos, isto é, sem
a presença de DNA.

II. 6. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificação foram separados em gel de agarose
1,5%. A agarose foi fundida em tampão TAE 1X (Tris­acetato 4mM, EDTA
I1mM, pH 8,5) e despejada sobre a placa horizontal. Após a polimerização, a
placa foi transferida para a cuba de eletroforese contendo o mesmo tampão
TAE 1X. Em todos os géis foi aplicado na primeira canaleta da esquerda para
a direita lul DNA marcador de peso molecular 1Kb DNA LADDER (GIBCO­
BRL), e nas demais canaletas 15pl do produto amplificado, incluindo os
controles negativos. Em todas as amostras foi previamente adicionado o
tampão de aplicação (40% sacarose, 0,05% azul de bromofenol).

FS
AVAVAV

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



A eletroforese seguiu­se aplicando uma voltagem constante de
75V por 2 horas e 15 minutos. Após a eletroforese, os géis foram corados
com brometo de etídio (5ul de brometo de etídio/100ml de solução TAE 1X)

por 20 minutos, visualizados por fluorescência em um transiluminador
equipado com luz UV e fotografados em filme Polaroid 667.

11. 7. Análise dos dados

As bandas, geradas através da amplificação do DNA pela técnica
de PCR, foram analisadas quanto à sua presença e ausência no gel, tendo
como base as seguintes premissas: primeiro, foi assumido que a
interpretação do padrão de bandas nos géis pode ser realizada de uma
maneira completamente inambígua, isto é, que produtos de diferentes locos
não migram na mesma posição em um gel, e que o investigador é
totalmente capaz de fazer a correspondência entre bandas de diferentes
linhagens tanto no mesmo gel quanto em géis diferentes; segundo, que cada
loco pode ser tratado como um sistema de dois alelos, com um dos alelos

sendo amplificado pela PCR. O alelo “nulo” tem a sua amplificação impedida
devido à perda de um sítio de iniciação ou devido à uma inserção que levou
a distância ente os sítios de iniciação a exceder a capacidade da enzima em
adicionar nucleotídeos.

As fotografias dos géis foram criteriosamente reproduzidas em
papel milimetrado. Os fragmentos foram selecionados e numerados da
extremidade negativa para a positiva do gel. Foram consideradas todas as
bandas nítidas ou fortemente coradas e todas as bandas fracamente coradas

e reproduzidas em três ou mais indivíduos (10%). Não foram consideradas
as regiões nas quais não era possível detectar bandas nítidas.
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O tamanho de cada um dos fragmentos amplificados foi
estimado em pares de bases, cálculo este, baseado na distância entre o
fragmento e a banda mais próxima do DNA marcador de peso molecular.

A presença ou ausência dos fragmentos em cada indivíduo foi
comparada tendo como base os géis individuais das linhagens e os géis
comparativos e a frequência de amplificação de cada fragmento foi
calculada. Bandas que não foram amplificadas em apenas dois indivíduos
(93,3%) foram consideradas monomórficas.

O potencial para a diferenciação estatística entre diferentes
linhagens foi investigado através de análise discriminativa usando os dados

* de frequência dos vários grupos de fragmentos amplificados. A relação
genética das linhagens analisadas foi estimada pela análise da variação entre
linhagens utilizando o Índice de Similaridade descrito por Nei e Li (1979).

Suy=2ny/(ng+n,) ­— onde:

Nyy = número de bandas comuns entre x e y;
ny, = número de bandas presentes em x;

ny = número de bandas presentes em y.

Os valores deste índice variam de O, representando nenhuma

banda compartilhada entre as duas linhagens, a 1, representando completa
identidade entre as duas linhagens.

Devido ao fato de todos os dados serem discretos (presença ou
ausência de um fragmento), a análise baseada em uma distribuição
multivariada normal não pôde ser utilizada (Hills e Moritz, 1990). Dessa
forma, foi realizada a análise de cluster. A análise de cluster (análise de

aglomerados) agrupa indivíduos (ou variáveis) de acordo com uma medida
de similaridade ou, complementarmente, de distância (Mardia et al., 1980).
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Dentre os vários métodos de análise de cluster, no presente trabalho foi
utilizado o de ligação pelo método de agrupamento hierárquico UPGMA
(Unweighted pair group method using arithmetic averages) que utiliza as
médias aritméticas entre as distâncias para agrupar as variáveis; e a
distância utilizada foi a Euclidiana. A partir desta análise foi traçado um
dendograma para melhor visualização dos resultados.

Essas análises foram realizadas para cada primer
separadamente, e posteriormente, para os dados combinados de todos os
primers utilizando­se do programa STATISTICA versão 5.0 para Microsoft
Windows.
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III. RESULTADOS

O DNA genômico individual de moscas aleatoriamente

amostradas de linhagens de Drosophila do cluster buzzatii foi amplificado
por PCR, utilizando primers decaméricos aleatórios.

Não foram observadas bandas específicas de machos ou de
fêmeas nos padrões de amplificação com os três primers utilizados.

Em todas as linhagens observamos que alguns fragmentos

foram mais amplificados que outros, ou seja, houve uma grande variação na
intensidade das bandas amplificadas. Essas variações, segundo Goodwin e
Annis (1991), podem ser o resultado da competição entre os segmentos de
DNA e os primers. Esses autores observaram que quando bandas menores
foram amplificadas em maiores quantidades, outras bandas de DNA
reduziram na intensidade. Como a reprodutibilidade de diferenças

quantitativas podem não ser consistentes (Heun e Helentjaris, 1993),
somente a presença e ausência de bandas foram analisadas neste estudo.

Ao avaliarmos as linhagens de classificação incerta (R2 e R5),
verificamos que essas apresentaram um padrão de bandas muito semelhante

à linhagem 3B de D. buzzatii. Resultados anteriores da morfologia do
edeago (Torres e Madi­Ravazzi,y comunicação pessoal), isolamento
reprodutivo (Machado, 1998) e esterases (Lapenta, 1998) também
corroboram que essas linhagens sejam de D. buzzatii. Assim, na análise dos
resultados e na discussão essas linhagens foram agrupadas.
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III. 1. Padrão de bandas de RAPD nas linhagens estudadas

Considerando­se os três primers em conjunto, foram
produzidos nas 11 linhagens estudadas 99 fragmentos diferentes. Os
padrões RAPD individuais apresentaram de cinco a 12 bandas, que variaram
de aproximadamente 290 a 5090 pares de bases de comprimento.

Fragmentos superiores a 2.000 pb foram amplificados em

pequeno número pelos três primers utilizados: cinco com o primer 54, sete
com o 69 e quatro com o 86. Também foram considerados produtos de
amplificação os fragmentos superiores a 4.000 pb, amplificados pelo primer
54, nas linhagens A55, B20 e B25, por terem sido encontrados em 100% dos
indivíduos analisados.

a) Primer 54

A Figura 2 mostra o esquema representativo e a Figura 3 o gel

comparativo do padrão de bandas obtido com o primer 54 para cada uma
das linhagens estudadas. No total foram obtidos 29 fragmentos variando
entre aproximadamente 499 e 5090 pares de bases. Destes, apenas o
fragmento 18 foi comum a todas as linhagens, exceto para D, mulleri,

Utilizando­se esse primer, as linhagens de D. mulleri e D.
simulans amplificaram, respectivamente, nove e sete fragmentos que
variaram de aproximadamente 500 a 2200 pares de bases.

Comparando as linhagens incluídas na espécie D. buzzatii,
foram verificadas algumas diferenças entre a presença e a ausência de alguns
fragmentos. As bandas 15 e 21 foram específicas das linhagens dessa espécie
(Figura 4). A banda 8 foi encontrada somente em R2, e as bandas 2 e 20
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não foram amplificadas em R5. Além disso, a banda 2, que esteve presente
em 3B e R2, não ocorreu em nenhuma outra linhagem estudada. A linhagem
3B foi a única que apresentou a banda 14 e não mostrou as bandas 11 e 12.

A linhagem B31 de D. serido tipo D apresentou cinco bandas
sendo a 19 exclusiva dessa linhagem (Figura 5).

As linhagens D72 e A95 de D. seriema diferiram entre si em
apenas dois fragmentos (27 e 28) presentes em D72, e apresentaram a
banda 26 como exclusiva da espécie (Figura 5).

Com exceção dos fragmentos 12, 27 e 28, todos os fragmentos
presentes na linhagem A55 de D. serido tipo B foram comuns às linhagens
de D. koepferae (B20 e B25). Em adição, a banda 1 foi amplificada somente
em A55, B20O e B25 (Figura 6).

Comparando­se os padrões de bandas obtidos nas linhagens de
D. koepferae observou­se que B25 diferiu de B2O0 por apresentar a banda
22. As demais bandas foram comuns às duas linhagens e a banda 23 foi
específica para as linhagens dessa espécie (Figura 6).
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Figura 2. Padrão de bandas das linhagens estudadas com o primer 54. M = DNA marcador de peso molecular.
A numeração das bandas está representada à direita.
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Figura 3. Produtos de amplificação do DNA genômico das 11 linhagens
analisadas com o primer 54. 1. Controle negativo; 2. 3B; 3. R2; 4.
R5; 5. B31; 6. A55; 7. B2O0; 8. B25; 9. D72; 10. A95; 11. Mul; 12.
Sim. M = DNA marcador de peso molecular. Assinalada no
indivíduo 4, com um ponto branco, a banda 18 (1018 pb).
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Figura 4, Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens 3B (1­
4), R2 (5­8) e R5 (9­12) incluídas em D. buzzatii com o primer
54. M = DNA marcador de peso molecular; bandas 15 e 21,
exclusivas das linhagens incluídas nessa espécie; banda 25,
monomórfica nas três linhagens.
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Figura 5. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens B31 (1­
4) de D. serido tipo D, D72 (5­8) e A95 (9­12) de D. seriema com
o primer 54. M = DNA marcador de peso molecular; banda 19,
exclusiva de B31; banda 26, exclusiva de D72 e A95; bandas 27 e
28, presentes em D72 e ausentes em A95.
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Figura 6. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens A55 (1­
4) de D. serido tipo B, B20 (5­8) e B25 (9­12) de D. koepferae
com o primer 54. M = DNA marcador de peso molecular; banda 1,
exclusiva das três linhagens; banda 23, exclusiva de D. koepferae;
bandas 4, 6 e 16, monomórficas nas três linhagens.
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b) Primer 69

A Figura 7 mostra o esquema representativo e a Figura 8 o gel
comparativo do padrão de bandas obtido com o primer 69 para as linhagens

estudadas. No total foram obtidos 37 fragmentos, variando entre
aproximadamente 300 e 2900 pares de bases. Foi observado que a banda 17
está presente em todas as linhagens, com exceção de D. mulleri e D.
simulans.

Com esse primer foram amplificados nove fragmentos em D.

mulleri e 7 em D. simulans, que variaram de 519 a 2936 pares de bases de
comprimento.

As linhagens incluídas como D. buzzatii apresentaram, também
com esse primer, padrões de bandas semelhantes. A linhagem 3B diferiu das
outras duas principalmente pela ausência da banda 10 e pela presença da
banda 34 que foi linhagem­específica, e diferiu de R2 pela ausência das
bandas 10, 19 e 30 e presença da 34. A linhagem R2 diferiu das outras duas

pela presença das bandas 30 e 36, sendo essa última linhagem­específica. À
linhagem R5 diferiu das outras pela presença da banda 8. Os fragmentos 15
e 31 foram comuns a essas três linhagens e específicos de D. buzzatii
(Figura 9).

Dos nove fragmentos amplificados na linhagem B31 de D.

serido tipo D, as bandas 32, 33 e 37 foram específicas da mesma (Figura
10).

A linhagem D72 diferiu de A95 por apresentar a banda 6, 13 e
35 e por não apresentar a banda 24 (Figura 10).

Todas as bandas amplificadas na linhagem A55 de D. serido tipo
B também foram amplificadas nas linhagens de D. koepferae (Figura 11).

A linhagem B20 diferiu de B25 por apresentar as bandas 3,7 e
28 e pela ausência das bandas 12 e 23.
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Figura 7. Padrão de bandas das linhagens estudadas com o primer 69. M = DNA marcador de peso molecular.
A numeração das bandas está representada à direita.
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Figura 8. Produtos de amplificação do DNA genômico das 11 linhagens
analisadas com o primer 69. 1. Controle negativo; 2. 3B; 3. R2; 4.
R5; 5. B31; 6. A55; 7. B2O; 8. B25; 9. D72; 10. A95; 11. Mul; 12.
Sim. M = DNA marcador de peso molecular. Assinalada no
indivíduo 9, com um ponto branco, a banda 17 (1018 pb).
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Figura 9. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens 3B (1­
4), R2 (5­8) e R5 (9­12) incluídas em D. buzzatii com o primer
69. M = DNA marcador de peso molecular; bandas 15 e 31,
exclusivas das linhagens incluídas nessa espécie; banda 2,
monomórfica em R2 e R5; bandas 18, 21 e 24, monomórficas nas
três linhagens.
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Figura 10. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens B31
(1­4) de D. serido tipo D, D72 (5­8) e A95 (9­12) de D. seriema
com o primer 69. M = DNA marcador de peso molecular; bandas
32, 33 e 37 exclusivas de B31; banda 22, monomórfica em D72
e A95.
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Figura 11. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens A55
(1­4) de D. serido tipo B, B20 (5­8) e B25 (9­12) de D.
koepferae o primer 69. M = DNA marcador de peso molecular;
bandas 3 e 7, exclusivas de B20.
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c) Primer 86

A Figura 12 mostra o esquema representativo e a Figura 13 o
gel comparativo do padrão de bandas obtido com o primer 86 nas linhagens
estudadas. No total foram obtidos 33 fragmentos, variando entre
aproximadamente 290 e 2400 pares de bases. O fragmento 18 foi o único
presente em todas as linhagens.

Com esse primer foram amplificados 11 fragmentos em D.
mulleri e 12 em D, simulans, variando entre aproximadamente 760 e 2300
pares de bases de comprimento. A Figura 14 mostra o padrão RAPD para as
linhagens de D. mulleri e D. simulans com os três primers.

A banda 26 foi específica para as linhagens incluídas como D.
buzzatii (Figura 15). As bandas 1 e 33 foram exclusivas de 3B e a 23
específica de R2. A banda 7 ocorreu apenas em R2 e R5 e as bandas 21 e 31
apenas em 3B e R2. A linhagem 3B diferiu das outras duas linhagens por

apresentar as bandas 1, 4 e 24 e pela ausência da banda 7. A linhagem R2
diferiu das outras duas linhagens pela presença da banda 23, e R5 diferiu
das outras duas linhagens pela ausência das bandas 21 e 31.

Com esse primer, a linhagem B31 de D. serido tipo D,
amplificou cinco fragmentos, sendo que o fragmento 28 foi linhagem­
específico (Figura 16).

As linhagens de D. seriema apresentaram os fragmentos 6 e 27
como espécie­específicos (Figura 16). E ainda, D72 diferiu de A95 pela
presença das bandas 8, 10 e 13 e pela ausência das bandas 11, 12 e 22.

Dos oito fragmentos amplificados em A55 (D. serido tipo B),
apenas um (fragmento 16) foi exclusivo dessa linhagem (Figura 17).

A linhagem B20 diferiu de B25 por apresentar as bandas 5 e 11
e pela ausência da banda 9 (Figura 17).
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Figura 12. Padrão de bandas das linhagens estudadas com o primer 86. M = DNA marcador de peso molecular.
A numeração das bandas está representada à direita.

rh
AVAVAY

“AV

cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 unesp Ll6 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27/ 28



2.3 4 5 6 7 8 9101112M

Figura 13. Produtos de amplificação do DNA genômico das 11 linhagens
analisadas com o primer 86. 1. Controle negativo; 2. 3B; 3. R2;
4. R5; 5. B31; 6. A55; 7. B20; 8. B25; 9. D72; 10. A95; 11. Mul;
12. Sim. M = DNA marcador de peso molecular. Assinalada no
indivíduo 2, com um ponto branco, a banda 18 (1018 pb).
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Figura 14. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens de D.
mulleri (1, 2, 5, 6,9, 10) e D. simulans (3, 4, 7, 8, 11, 12) com
os primers 54 (1­4), 69 (5­8) e 86 (9­12). M = DNA marcador de
peso molecular.
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Figura 15. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens 3B (1­
4), R2 (5­8) e R5 (9­12) incluídas em D. buzzatii com o primer
86. M = DNA marcador de peso molecular; banda 26, exclusiva
das linhagens incluídas nessa espécie; banda 32, monomórfica
nas três linhagens; banda 23, exclusiva de R2.
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Figura 16. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens B31
(1­4) de D. serido tipo D, D72 (5­8) e A95 (9­12) de D. seriema
com o primer 86. M = DNA marcador de peso molecular; banda
28, específica de B31; bandas 6 e 27, exclusivas de D. seriema.
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Figura 17. Produtos de amplificação do DNA genômico das linhagens A55
(1­4) de D. serido tipo B, B20 (5­8) e B25 (9­12) de D.
koepferae com o primer 86. M = DNA marcador de peso
molecular; banda 16, exclusiva de A55; bandas 5 e 11, presentes
em B20O e ausentes em B25; bandas 18 e 22, monomórfica nas
três linhagens estudadas.
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III. 2. Polimorfismos de DNA quanto ao padrão RAPD

a) Primer 54

A Tabela 3 indica a frequência dos fragmentos amplificados
nas linhagens estudadas. A banda 18, que foi amplificada em todas as
linhagens, apresentou uma variação de 40% a 100%, sendo que a menor
frequência (40%) foi observada na linhagem 3B e a maior (100%) nas
linhagens B31, A55, D72 e A95.

As linhagens agrupadas em D buzzatii apresentaram um padrão
de bandas semelhantes, mas que variaram muito em suas frequências
(33,3% a 100%). Neste grupo de linhagens, somente a banda 25 foi
monomórfica para as três linhagens.

Todos os cinco fragmentos amplificados na linhagem B31 de D.

serido tipo D foram monomórficos. Das quatro bandas comuns às linhagens
B31 e A55, três foram monomórficas para ambas (4, 18 e 24). A linhagem
de D. serido tipo B (A55) entretanto, mostrou alguma variação nas
frequências de seus fragmentos, sendo que dos 10 fragmentos obtidos com
esse primer, apenas três foram polimórficos. A linhagem A55 apresentou as

bandas monomórficas 1, 4, 6, 16, e 24 em comum com as linhagens B20 e
B25 de D. koepferae. Os fragmentos 4 e 24 também foram monomórficos
em outras linhagens que os amplificaram (B31 e A95).

Comparando­se as frequências dos fragmentos obtidos para as

linhagens de D. koepferae observou­se uma variação maior em B25 do que
em B20. Dos oito fragmentos obtidos em B20, apenas 2 foram polimórficos,

com frequências que variaram de 50% a 76,7% enquanto que, dos nove
obtidos em B25, quatro foram polimórficos com variação de 53,3% a 73,3%.

Das sete bandas que foram comuns às linhagens de D. seriema,
foram polimórficas para D72 as bandas 4, 6, 17 e 26, com frequências que
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Tabela 3. Frequência das 29 bandas observadas nas linhagens estudadas utilizando o primer 54. «= Tamanho aproximado em pares de bases.

Tamanho* 3B D69R2 D69R5 B31D1 AS5SFL1 B20D2 B25D7 D72M A95F3 Mul
5090 . ­ 100 100 100 : . .

3870 46,7 . . ­ ­ . .

2167 . . . . : 100
2036 100 100 100 56,7
1970 . .

1900 100 293,3
1866 .

1722 ­

1678 .

1636 86,7
1558 ­

1487 100
1454
1422
1340
1283
1190
1018
985
968
922
881
856
824
809
798
787
767
499

vC
ov

N
A

U
N

uE
B

E
W

N
H

Z
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variaram desde 23,3% a 90%; e para A95 as bandas 11, 17, 20 e 26, com
frequências que variaram de 20% a 60%. As bandas 11, 18 e 20 foram
monomórficas em D72 e as bandas 4, 6 e 18 em A95. Duas bandas com

frequência de 16,7% (banda 27) e 20% (banda 28) foram exclusivas de D72.

b) Primer 69

A Tabela 4 mostra a frequência dos fragmentos obtidos com o
primer 69 para as linhagens estudadas. A banda 17, que está presente em
todas as linhagens, com exceção de D. mulleri e D. simulans, varia desde a
frequência de 50 % em R2 e R5 até 100% em B31,A55, B20, B25 e A95.

Observou­se que das oito bandas compartilhadas pelas
linhagens incluídas no grupo de D. buzzatii, foram monomórficas as bandas
18, 21 e 24. Dos 10 fragmentos obtidos com esse primer para a linhagem
3B, três foram monomórficos (18, 21 e 24) e sete polimórficos, com

frequências que variaram de 20% a 90%. Das 13 bandas geradas com esse
primer na linhagem R2, nove foram monomórficas (2, 10, 15, 18, 19, 21,
24, 30 e 31) e somente quatro foram polimórficas, com frequências que
variaram de 36,7% a 90%, A linhagem R5 mostrou um número menor (10)
de fragmentos amplificados que R2 (13), sendo que seis foram
monomórficos (2, 8, 10, 18, 21 e 24) e quatro polimórficos. Alguns
fragmentos compartilhados pelas três linhagens variaram acentuadamente
em suas frequências, como por exemplo, os fragmentos 2, 12 e 15.

É interessante notar que enquanto algumas bandas que foram
específicas para 3B (banda 34) ou para R2 (banda 36), mostraram uma
baixa frequência, 20% e 36,7% respectivamente, outras, como as bandas 19
e 30, exclusivas de R2,e a banda 8 de R5 foram monomórficas. ­
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Tabela 4. Frequência das 37 bandas observadas nas linhagens estudadas utilizando o primer 69. x= Tamanho aproximado em pares de bases.

Tamanho * 3B D69IR2 D69R5 B31D1 AS5S5FL11 B20D2 B25D7 D72M A95F3 Mul Sim

2936 . . . ­ . . 100
Nº
1
2 2727 . ­ ­ ­

3 2316 ­ ­ 90

4 2100 ­ ­

5 2036 . 60

6 1970 50

7 1866 ­

8 1768 50

9 1636 ­

10 1596 ­

11 1522 70

12 1487 ­

13 1363 80

2 1308 .

15 1235
16 1190

7 1018
18 1000
19 952
20 937
21 908
22 881

23 868
24 843
25 809
26 787
27 777
28 767
29 519
30 506
31 476
32 470
33 396
34 390
35 344
36 298
37 295



A linhagem B31 de D. serido tipo D apresentou nove

fragmentos, sendo que oito deles foram monomórficos, exceto o fragmento
37 que mostrou uma frequência de 90%. A linhagem A55 apresentou duas
bandas monomórficas (17 e 21) e as outras seis variaram em frequência de
40% a 73,3%.

Analisando separadamente cada uma das linhagens de D.
koepferae, verificamos que B20 apresentou sete bandas monomórficas (10,
14, 16, 17, 18, 20 e 30) e cinco polimórficas (3, 7, 21, 26 e 28), enquanto
B25 mostrou apenas um fragmento monomórfico (17), o mesmo que foi
amplificado em B20, A55 e B31, e 10 polimórficos com frequências que
variam de 36,7% a 90%.

As linhagens de D. seriema também diferiram quanto ao
número e tipo de fragmentos monomórficos e polimórficos. Na linhagem
D72 foram observados três fragmentos monomórficos (22, 25 e 27), e na
linhagem A95, seiss fragmentos (5, 16, 17, 20, 22 e 24). Foram encontrados
nove fragmentos polimórficos na linhagem D72 e quatro em A95 que

variaram de 50% a 90% em suas frequências. Das neve bandas
compartilhadas por essas linhagens, apenas a banda 22 foi monomórfica. À
única banda que ocorreu em A95 e não em D72 (banda 24) foi
monomórfica, enquanto as exclusivas de D72 (bandas 6, 13 e 35) foram
polimórficas, com frequências de 50%, 80% e 60%, respectivamente,

c) Primer 86

A Tabela 5 mostra a frequência dos fragmentos obtidos com o
primer 86 para as linhagens estudadas. O fragmento 18 foi compartilhado
por todas as linhagens, com frequências que variaram de 50% a 90% em B31
e R2, e 100% nas demais.



Das bandas compartilhadas pelas linhagens incluídas como D.

buzzatii, somente a banda 32 foi monomórfica para todas. Dos 29
fragmentos amplificados, foram monomórficos: cinco em 3B (5, 13, 18, 32 e
33), dois em R2 (7 e 32) e doisem R5 (18 e 32); e polimórficos: sete em 3B
(1, 4, 10, 21, 24, 26 e 31), oito em R2 (5, 10, 13, 18, 21, 23, 26 e 31) e

cinco em R5 (5, 7, 10, 13 e 26). As frequências variaram de 30% a 56,7% em

3B, de 30% a 90% em R2 e de 43,3% a 80% em R5. Das quatro bandas que
estiveram presentes em 3B, mas ausentes em R2 e R5, apenas uma foi
monomórfica (banda 33), as outras três (bandas 1, 4 e 24) mostraram uma
frequência de 50%. A banda 23, exclusiva de R2, apresentou uma frequência
de 70%.

Das cinco bandas amplificadas em B31, apenas uma foi

polimórfica (banda 18), e a banda 28, que foi exclusiva dessa linhagem, foi
monomórfica. Dos oito fragmentos amplificados em A55, apenas três foram
polimórficos (9, 15 e 16) com frequências de 43,3%, 90% e 46,7%,
respectivamente. Desses, o fragmento 16 foi exclusivo dessa linhagem.

As bandas 18 e 22 compartilhadas pelas linhagens de D.
koepferae foram monomórficas. Dos seis fragmentos amplificados na
linhagem B20, apenas dois foram polimórficos (11 e 32), o mesmo
ocorrendo para os cinco amplificados em B25 (9 e 13).

Dos seis fragmentos compartilhados pelas linhagens de D.
seriema, apenas um (18) foi monomórfico. A linhagem D72 amplificou nove
fragmentos, sendo que dois deles foram monomórficos (13 e 18) e sete
polimórficos. A linhagem A95 também amplificou nove fragmentos, sendo
que dois foram monomóficos (11 e 18) e sete polimórficos. As bandas 6 e
27, exclusivas das linhagens dessa espécie, apresentaram pouca variação em
suas frequências (70% ­ 80% e 40% ­ 50%, respectivamente).
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Tabela 5. Frequência das 33 bandas observadas nas linhagens estudadas utilizando o primer 86. x= Tamanho aproximado em pares de bases.

Nº Tamanho* 3B D69R2 D69R5 B31DlI A55FlIl B20D2  B25D7  D72M A95F3 Mul Sim

2400 50 ­ ­ ­ ­ ­

2317 ­ ­ : ­ ­ 83,3
2167 ­ ­ ­ ­ 76,7
2036 ­ 50 60
1970 ­

1866
1810
1678
1636
1596
1487
1454
1392
1363
1340
1190
1158
1018
985
968
937
922
895
881
868
831
824
809
787
767
512
506
290
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d) Avaliação com todos os primers

Dos 99 fragmentos amplificados pelos três primers nas 11
linhagens estudadas, 17 foram exclusivamente monomórficos em todas as

linhagens em que estavam presentes.
Os gráficos da Figura 18 mostram as frequências de bandas

monomórficas e polimórficas em cada uma das linhagens estudadas com os
três primers analisados. Para o primer 54, observamos que as linhagens B31,
B20 e A55 apresentaram um maior grau de monomorfismo (100%, 75% e
70%, respectivamente). As linhagens com maior grau de polimorfismo foram
R2 (75%), 3B (72,7%) e Sim (71%). Com o primer 69, as linhagens que
apresentaram um maior grau de polimorfismo foram B25 (90,9%), A55
(75%), D72 (75%), 38 (70%) e Mul (67%). O primer 86 evidenciou um

maior grau monomorfismo nas linhagens B31 (80%), B20 (66,7%) e B25
(60%). Todas as demais linhagens apresentaram alto grau de polimorfismo
com exceção de 3B que apresentou praticamente o mesmo número de
bandas monomórficas e polimórficas.

Na avaliação da quantidade de polimorfismo de fragmentos de

DNA gerados por RAPD nos diferentes primers utilizados (Tabela 6),
verificamos uma variação de 30,8% a 72,7% nas linhagens incluídas em D.
buzzatii, sendo que o maior coeficiente de variação (CV), nesse grupo, foi

obtido para o primer 69 (CV = 43,68%), seguido pelo primer 86 (CV =
15,64) e pelo primer 54 (CV = 11,67%).

A porcentagem de polimorfismo RAPD na linhagem de D. serido
tipo D variou entre 0% e 20% e na de D. serido tipo B entre 30% e 75% para
os diferentes primers.

Na comparação das linhagens de D. koepferae observou­se uma
variação na porcentagem de polimorfismo de RAPD de 33,3% a 90,9%, sendo
que os maiores coeficientes e variação foram obtidos com os primers 69

FS
AVAVAV

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



386 R2 R5 B31 ASS 20 E25 Dr2 05 MI

polimórficas nas linhagens estudadas com os três primers. A. primer 54,
Figura 18. Gráficos comparativos entre as frequências de bandas monomórtficas e

B. primer 69 e C. primer 86.
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Tabela 6. Análise do número e porcentagem de polimorfismo RAPD nas linhagens e nos 3 primers
utilizados. * = primers 54, 69 e 86

RAPD
Polimorfismo

Nº total de
Espécies Linhagens Fragmentos

54 69 86

11 12
D. buzzatii 12 10

10 7

D. serido D 5

D. serido B

D. koepferae

D. seriema
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(CV = 52,47%) e com o primer 54 (CV = 39,48%). O menor coeficiente de

variação foi de 12,93% obtido com o primer 86.
As linhagens de D. seriema apresentaram uma variação de 40%

a 77,8% na quantidade de polimorfismo de RAPD, e o maior coeficiente de
variação foi obtido com o primer 69 (CV = 43,04%), seguido pelo primer 54
(CV = 10,97%). Não houve variação na porcentagem de polimorfismo nas
linhagens dessa espécie com o primer 86 (CV = O).

III. 3. Similaridade Genética

a) Primer 54

Com base na matriz de dados de presença e ausência de

fragmentos amplificados, considerando as 29 bandas amplificadas pelo
primer 54 nas 11 linhagens estudadas, foram calculados os Índices de
Similaridade de Nei e Li (Tabela 7). Os valores de similaridade variaram

entre 0,210 e 0,941. As linhagens de D. buzzatii mostraram­se próximas
umas das outras, com índices de 0,818 entre R2 e R5; 0,783 entre R2 e 3B;

e 0,762 entre R5 e 3B. A linhagem R5 apresentou uma similaridade mais
elevada com as linhagens B31 e A55 (IS = 0,533 e 0,500 respectivamente).
As linhagens B31 e A55, pertencentes à D. serido tipo D e tipo BB,
respectivamente, apresentaram um índice relativamente baixo entre si (IS=
0,533). Por outro lado, A55 assemelhou­se muito à B25 (IS = 0,737). Por

este índice, as linhagens de D. koepferae (B20 e B25) mostraram­se muito
próximas uma da outra (IS = 0,941), e o mesmo ocorreu com as linhagens
de D. seriema (D72 e A95) que apresentaram uma similaridade de 0,875.
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Tabela 7. Índice de Similaridade de Nei e Li, calculado para o primer 54, das linhagens das espécies: D. buzzatii (3B, R2 e R5), D.
serido tipo D e B(B31 e A55, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72 e A95), D. mulleri (Mul) e
D. simulans (Sim).

3B R2 R5 B31 A55 B20 B25 D72 A95 Mul Sim
3B 1

D69R2 0,783 1

D69R5 0,762 0,818
B31D1 0,250 0,235
ASSF11 0,381 0,364
B20D2 0,316 0,300
B25D7 0,300 0,286
D72M 0,400 0,381
A95F3 0,222 0,421 1

Mul 0,400 0,381 0,375 1

Sim 0,444 0,316 0,286 0,250
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b) Primer 69

Através do índice de similaridade mostrado na Tabela 8, nota­

se que novamente as linhagens de D. buzzatii mostraram­se muito próximas
umas das outras com índices de 0,783 entre 3B e R2, 0,800 entre 3B e R5,e

0,783 entre R2 e R5. A linhagem B31 mostrou­se distante de todas as

outras linhagens com índices variando entre 0,235 e 0,316. Com este
primer, A55 também assemelhou­se com as linhagens de D. koepferae (1S=
0,800 entre A55 e B20 e IS= 0,842 entre A55 e B25), sendo esta

similaridade maior do que entre as próprias linhagens B2O0 e B25 (IS=

0,783). As linhagens de D. seriema apresentaram uma semelhança de 0,818.

c) Primer 86

Observa­se na Tabela 9 que, com este primer, a maioria das
linhagens mostrou­se mais distantes do que com os dois outros primers. As
linhagens de D. buzzatii apresentaram índices de 0,727 entre 3B e R2,

0,631 entre 3B e R5, e 0,823 entre R2 e R5. A linhagem B31 mostrou­se
distante de todas as outras linhagens com índices variando entre 0,118 e
0,308. Com este primer, AS5 também assemelhou­se com as linhagens de D.
koepferae (IS= 0,714 entre A55 e B20 e IS= 0,615 entre A55 e B25), sendo

esta similaridade novamente maior do que entre as próprias linhagens B20 e
B25 (1S= 0,36%). As linhagens de D. seriema apresentaram uma semelhança
de 0,667.
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3B R2

D69R2
D69R5
B31DI

AS5SFL11
B20D2
B25D7
D72M
A95F3

Mul
Sim

1

0,783
0,800
0,316
0,222
0,364
0,381
0,011
0,200
0,421
0,118

1

0,783
0,364
0,381
0,480
0,500
0,080
0,174
0,364
0,100
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Tabela 9. Índice de Similaridade de Nei e Li, calculado para o primer 86, das linhagens das espécies: D. buzzatii (3B, R2 e R5), D.
serido tipo D e B (B31 e A55, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72 e A95), D. mulleri (Mul) e
D. simulans (Sim).

3B R2 R5 B31 A55 B20 B25 D72 A95 Mul Sim

3B
D69R2
D69R5
B31D1
A55F11
B20D2
B25D7
D72M
A95F3

Mul
Sim

1

0,727
0,631
0,235
0,300
0,444
0,353
0,381
0,190
0,261
0,333

1

0,823
0,133
0,333
0,500
0,400
0,316
0,105
0,286
0,273

1

0,400 1

0,381 0,435
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d) Avaliação com todos os primers

A Tabela 10 mostra o índice de similaridade calculado para as
11 linhagens estudadas com os três primers em conjunto. Pode­se notar que
as linhagens de D. buzzatii permaneceram muito próximas entre si, com
índices de 0,765 entre 3B e R2; 0,733 entre 3B e R5; e 0,645 entre R2 e R5.

A linhagem B31 mostrou­se distante de todas as outras linhagens com
índices variando entre 0,133 e 0,355. A linhagem A55 permaneceu
assemelhando­se com as linhagens de D. koepferae (IS= 0,769 entre A55 e
B20 e IS= 0,745 entre A55 e B25), permanecendo maior do .que entre as
próprias linhagens B20 e B25 (1S= 0,549). As linhagens de D. seriema
apresentaram uma semelhança de 0,607.
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Tabela 10. Índice de Similaridade de Nei e Li, calculado para o os três primers, das linhagens das espécies: D. buzzatii (3B, R2 e
R5), D. serido tipo D e B (B31 e A55, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72 e A95), D. mulleri
(Mul) e D. simulans (Sim).

3B R2 R5 B31 A55 B20 B25 D72 A95 Mul Sim
3B

D69R2
D69R5
B31D1
A55FL1
B20D2
B25D7
D72M
A95F3

Mul
Sim

1

0,765
0,733
0,269
0,305
0,373
0,345
0,286
0,203
0,355
0,305

1

0,645
0,259
0,361
0,426
0,400
0,246
0,229
0,344
0,229
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III. 4. Análise de Agrupamento

A análise de agrupamento, segundo o método UPGMA,
possibilitou a construção de um dendograma que reúne as linhagens em

diferentes níveis; quanto menor o nível, maior o grau de proximidade entre
elas. Na descrição desses resultados optamos pelo valor numérico da
distância igual a 2,5 para a avaliação dos grupos formados.

a) Primer 54

O dendograma mostrado na Figura 19 dividiu as 11 linhagens
em cinco grupos, três maiores e dois menores, no valor numérico de
distância igual a 2,5. O grupo 1. representado pelas linhagens de D. buzzatii,
o grupo 2 as linhagens de D. koepferae juntamente com as linhagens de D.
serido, o 3 as de D. seriema e os outros dois grupos, cada um com uma das

linhagens do grupo externo, Drosophila mulleri e D. simulans.

b) Primer 69

O dendograma da Figura 20 dividiu as 11 linhagens em cinco
grupos, três maiores e dois menores, no valor numérico de distância igual a
2,5. O grupo 1 representado pelas linhagens de D, buzzatii, o grupo 2 as
linhagens de D. koepferae juntamente com a linhagem A55 de D. serido tipo
B e a linhagem de D. mulleri, o 3 a linhagem B31 de D. serido tipo D/o 4 as
linhagens de D. seriema e o outro grupo, as linhagem de D. simulans.
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Figura 19. Dendograma agrupado pelo método UPGMA com base na distância
Euclidiana entre as linhagens de D. buzzatii (3B, R2 e R5), D. serido tipo B e
D (A55 e B31, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72
e A95), D. mulleri (Mul) e D. simulans (Sim), estudadas com o primer 54.
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Figura 20. Dendograma agrupado pelo método UPGMA com base na distância
Euclidiana entre as linhagens de D. buzzatii (3B, R2 e R5), D. serido tipo B e
D (A55 e B31, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72
e A95), D. mulleri (Mul) e D. simulans (Sim), estudadas com o primer 69.
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c) Primer 86

O dendograma da Figura 21 dividiu as 11 linhagens em cinco
grupos, três maiores e dois menores, no valor numérico de distância igual a
2,5. O grupo 1 representado pelas linhagens de D. buzzatii, o grupo 2 as

linhagens de D. koepferae juntamente com a linhagem A55 de D. serido tipo
B, o 3 pelas linhagens de D. seriema e a linhagem de D. mulleri, o grupo 4

pela linhagem B31 de D, serido tipo D, e 0 5 a linhagem de D. simulans.

d) Avaliação com todos os primers

O dendograma da Figura 22 dividiu as 11 linhagens em seis
grupos, três maiores e três menores, no valor numérico de distância igual a
2,5. O grupo 1 representado pelas linhagens de D. buzzatii, o grupo 2 pela
linhagem B31 de D. serido tipo D; o 3 pelas linhagens de D. koepferae

juntamente com a linhagem A55 de D. serido tipo B, o 4 pelas linhagens de
D. seriema; o 5 pela linhagem de D. mulleri e o grupo 6 pela linhagem de D.
simulans.
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Figura 21. Dendograma agrupado pelo método UPGMA com base na distância
Euclidiana entre as linhagens de D. buzzatii (38, R2 e R5), D. serido tipo B e
D (A55 e B31, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72
e A95), D. mulleri (Mul) e D. simulans (Sim), estudadas com o primer 86.
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Figura 22. Dendograma agrupado pelo método UPGMA com base na distância
Euclidiana entre as linhagens de D. buzzatii (3B, R2 e R5), D. serido tipo B e
D (A55 e B31, respectivamente), D. koepferae (B20 e B25), D. seriema (D72
e A95), D. mulleri (Mul) e D. simulans (Sim), estudadas com os três primers.
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III. 5. Presença de DNA amplificado não­específico

Foi verificado em algumas reações de amplificação produtos de

amplificação no controle negativo (sem DNA). Entretanto, esses fragmentos
não corresponderam em tamanho com aqueles amplificados pelos indivíduos
das linhagens analisadas com o respectivo primer, o que indicava a não
contaminação deste controle pelo DNA de alguma das moscas analisadas.
Desta forma, supôs­se que a contaminação deveria ser proveniente de algum
DNA externo, presente em alguma solução ou material utilizado. Foram
então realizados testes com a máxima prevenção contra contaminação, ou
seja, novas esterilizações dos materiais e soluções utilizados tanto em

autoclave quanto em luz ultra­violeta; as amplificações foram realizadas em
uma câmara previamente esterilizada com UV; e realizadas em outros

laboratórios com soluções e materiais destes locais. Da mesma maneira,

algumas reações apresentavam estes produtos de amplificação. Notou­se

também que estes produtos não apresentavam nenhuma repetibilidade nem
com a linhagem que estava sendo analisada nem com o primer utilizado, Um
exemplo de produtos de amplificação provenientes de reações controle (sem

DNA) está representado na Figura 23.
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Figura 23. Exemplos de produtos de amplificação inespecíficos com

os primers 54, 69 e 86.
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IV. DISCUSSÃO

O entendimento da evolução das espécies requer a descrição da
variação dentro e entre as populações e habilidade para distinguir as causas

potenciais da distribuição da variação observada.
Dada a ampla diferenciação encontrada nos diferentes

marcadores genéticos estudados nas populações das espécies incluídas no
cluster buzzatii de Drosophila e os aspectos intrigantes do seu processo de
especiação, o presente trabalho foi elaborado principalmente com a
finalidade de avaliar o potencial taxonômico da técnica de RAPD para as
espécies desse grupo.

Tendo em vista que as espécies do grupo repleta são
reconhecidas basicamente através das inversões dos cromossomos

politênicos e pela morfologia do edeago, que requerem conhecimentos de
citogenética e sistemática bem experimentados, a descoberta de um novo
marcador que auxilie na identificação das espécies de modo prático e rápido,
certamente facilitará o trabalho dos pesquisadores. Além disso, os dados de
RAPD permitem que se façam inferências sobre as distâncias genéticas e as
comparem com os dados obtidos por outros marcadores.

A técnica RAPD tem provado ser inestimável na identificação de
grande número de polimorfismos genéticos em várias espécies de insetos.
Vários milhões de combinações de primers com 10 nucleotídeos de
comprimento são possíveis, o que sugere que um primer pode ser
apropriado para reconhecer qualquer hierarquia taxonômica ou grupo de
inseto (Cenis e Beitia, 199%).

A amplificação do DNA genômico de nove linhagens de espécies
do cluster buzzatii e mais as linhagens de D. mulleri e D. simulans
produziram um total de 99 bandas RAPD que variaram de 290 a 5.090
pares de bases de comprimento. Um fragmento com mais de 4.000 pb foi
encontrado nas linhagens A55, B20 e B25, com o primer 54. Embora

7l
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fragmentos dessa ordem de magnitude tenham sido relatados com baixa
frequência na literatura, no presente estudo eles foram considerados como
produtos de amplificação pela sua presença em 100% dos indivíduos
analisados. Entretanto, o significado dessas bandas precisa ser melhor

avaliado por outras técnicas, como por exemplo, enzimas de restrição.
Cada primer produziu um padrão característico de bandas

RAPD, e a presença de fragmentos de DNA linhagem­ específicos e espécie­
específicos permitiu reconhecer as diferentes linhagens e espécies.

Estudos envolvendo esterases realizados por Lapenta (1998),

nessas mesmas linhagens, também possibilitaram o reconhecimento das
linhagens pelo padrão de bandas esterásicas.

Os dados do presente trabalho corroboram os dados obtidos
por Lapenta (op cit) para as linhagens D69R2 e D69R5. Essa autora
verificou que essas linhagens se assemelhavam mais ao padrão esterásico de
D. buzzatii do que com as outras linhagens da espécie D. serido tipo B, na
qual eram incluídas. Isto ocorreu também com o padrão RAPD obtido para
essas linhagens, reforçando o potencial discriminativo dessa técnica no
reconhecimento de linhagens e espécies.

Outro resultado intrigante foi observado entre as linhagens
A55, B20 e B25; a primeira classificada como D. serido tipo B (com
ocorrência no Brasil) e as outras duas como D. koepferae da Argentina.
Essas linhagens mostraram um padrão de RAPD muito semelhante. O fato
dos resultados obtidos com as outras linhagens terem correspondido com a
classificação inferida por outros marcadores, faz com que discutamos a
possibilidade desses primers não terem sido discriminativos neste caso. É
interessante destacar também, que A55 é a linhagem geograficamente mais
próxima (Mato Grosso do Sul) do Chaco Argentino, local de onde provém
B20 e B25. Além disso, embora todo o cuidado praticado na manipulação
dos estoques de laboratório, não podemos descartar a possibilidade da
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contaminação do estoque de A55. Entretanto, esses resultados necessitam
ser avaliados em maiores detalhes.

No presente estudo, diferentes linhagens do cluster buzzatii
variaram quanto ao grau de polimorfismo em suas bandas de RAPD. O

polimorfismo mais alto foi encontrado nas linhagens incluídas em D.
buzzatii, seguido das de D. seriema. As linhagens de D. koepferae, D. serido
tipo B e tipo D foram menos polimórficas, exceto a linhagem A55 de D.
serido tipo B e B25 de D. koepferae com o primer 69. A linhagem B31 de D.
serido tipo D, ao contrário das demais, apresentou um número elevado de

bandas monomórficas com todos os primers analisados, variando de 80% a
100%. Entretanto, segundo Williams et al. (1990) e Baruffi et al. (1995),
bandas relatadas como sendo monomórficas devem ocultar heterogeneidade
genética devido à dominância dos marcadores RAPD.

O nível de polimorfismo observado em RAPD para essas espécies
e linhagens do cluster buzzatii foi superior ao observado por Lapenta
(1998) em esterases. O trabalho desenvolvido por essa pesquisadora levou

ao reconhecimento de 20 tipos esterásicos, provavelmente determinados por
19 locos.

O polimorfismo encontrado entre diferentes linhagens pode ser
atribuído aos seguintes fatores: a) alterações nas sequências de bases das
regiões complementares aos primers, que impeçam a formação do complexo
primer ­ DNA molde e, consequentemente, a ocorrência da amplificação; b)
inserções de sequências entre os sítios de iniciação que aumentam o
tamanho do segmento molde acima do limite da PCR (4Kb), impedindo que a
amplificação ocorra; c) inserções entre os sítios de iniciação, dentro do
limite da PCR, que permitem a amplificação mas produzem uma banda de
peso molecular maior; d) deleções entre os sítios de iniciação que permitem

a amplificação, mas produzem uma banda de peso molecular menor (Ribeiro,
1995).
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A avaliação do polimorfismo de DNA obtida através das bandas

de RAPD pode mostrar uma variabilidade maior que marcadores
cromossômicos ou enzimáticos, e isto ocorreu nas linhagens das espécies
incluídas em D. buzzatii e D. seriema. As linhagens dessas duas espécies

apresentaram um alto nível de polimorfismo RAPD, em contraste com uma
certa homogeneidade obtida com outros marcadores em linhagens
brasileiras dessas espécies.

Uma perda ou ausência de variabilidade cromossômica foi
observada nas populações Brasileiras de D. buzzatii (Wasserman, 1954;
Barker et al, 1985; Figueiredo e Sene, 1992) e D. seriema (Ruiz et al,
1996). A perda da variabilidade cromossômica é uma característica comum
entre as espécies de Drosophila que se dispersaram em direção às bordas da
sua área de distribuição (Carson, 1965).

Através de dados da literatura, acredita­se que o Chaco

Argentino provavelmente seja o centro de origem de D. buzzatii (Carson e
Wasserman, 1965) e a sua dispersão pelo mundo ocorreu junto com uma de
suas plantas hospedeiras, a espécie de cacto Opuntia ficus indica (Sene et
al., 1982; Barker et al., 1985), esta é considerada a hipótese de colonização
passiva.

Figueiredo e Sene (1992) entretanto, defendem a hipótese da
colonização ativa, na qual a espécie D. buzzatii teria se dispersado
naturalmente da sua área de distribuição para o Brasil. Presume­se, ainda,

que as áreas do Sul do Brasil tenham sido colonizadas antes das áreas do
nordeste e, portanto, mantido alguma variabilidade cromossômica da área
de origem.

Além das inversões cromossômicas, observou­se homogeneidade
também em relação às placas metafásicas (Baimai et al., 1983), aloenzimas
(Barker et al, 1985) e DNA mitocondrial (Rossi et al, 1996, Manfrin,

1997).
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A ausência de variantes no DNA mitocondrial em populações de
D. buzzatii introduzidas na Europa e Austrália foi explicada por Rossi et al.
(1996) como colonização recente, efeito do fundador seguido de periódicos
gargalos sofridos pela população e migração. Além disso, segundo esses

autores, há a possibilidade da existência de algum tipo de seleção a favor dos
haplótipos mais frequentes (1 e ID). Esses mesmos mecanismos foram usados
por Manfrin (1997) para explicar a ausência de variantes genéticas nas
populações do Brasil.

O mesmo ocorreu com as linhagens pertencentes à D. seriema.
Kuhn et al. (1996) também encontraram uma variabilidade interlinhagem
muito pequena quanto ao cariótipo e inversões cromossômicas e sugeriram

que o conjunto de populações que compõem D. seriema, seja praticamente
monomórfico. Já Manfrin (1997) encontrou divergência, quanto ao estudo
do DNA mitocondrial, entre diferentes populações desta espécie. A autora
sugeriu, entre outros processos, que essa divergência pode ser explicada pela
dinâmica de populações, como a ausência de fluxo gênico. Ainda segundo

essa autora, D. seriema não possui uma origem monofilética. O estudo de
Machado (1998) também mostrou uma grande variação na análise dos
parâmetros reprodutivos entre linhagens desta espécie e de D. buzzatii.

Na espécie cosmopolita D. melanogaster, muitos estudos
sugerem que o fluxo gênico dentro e entre os continentes é extensivo e que
a variação gênica nuclear é mais encontrada dentro do que entre as
populações. Entretanto, Begun e Aquadro (1993) apresentaram evidências
que ao nível de sequência de DNA, as populações de D. melanogaster da
África são duas vezes mais variáveis do que populações dos Estados Unidos, e
que muitas variantes não são compartilhadas entre as duas regiões
geográficas.

Embora exista a hipótese que D. melanogaster deixou a África
para colonizar as regiões temperadas em um passado de milhões de anos,

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



dados recentes não suportam a hipótese de que a perda da variabilidade
genética acompanhou a colonização.

Ainda, segundo Begun e Aquadro (1993), a grande diferença de
sítios de restrição polimórficos observados entre as populações de D.
melanogaster de Zimbabwee do USA pode ser melhor explicada por
mutação e deriva do que por seleção. Existem ao menos duas (não
mutualmente exclusivas) explicações potenciais para o contraste entre os
dados de DNA e de aloenzimas. Primeiro, a estrutura da população Africana
é particularmente diferente da estrutura da população da América do Norte
principalmente pela presença de alelos raros nas populações de Zimbabwe
que estão ausentes nas populações Americanas e pela presença de um nível
superior (de até seis vezes) de heterozigosidade para muitos locus nessas
populações. Segundo, os autores não descartam a possibilidade de que sítios
de restrição e variação aloenzimática possam ser substancialmente
diferentes na dinâmica evolutiva, o que pode também ser verdadeiro para os
padrões de RAPD e os outros marcadores analisados nas espécies do cluster
buzzatii.

Os dados apresentados de RAPD para as linhagens de D.
buzzatii e D., seriema são a primeira boa evidência de que existe uma vasta
reserva de polimorfismo nuclear desconhecido segregando nessas
populações, que não havia sido detectado por outros marcadores estudados
anteriormente.

Através da análise dos resultados obtidos com os três primers
em conjunto, foi observado que quanto maior o número de marcadores
analisados, maior a eficácia da técnica em discriminar diferentes espécies e
linhagens geográficas. A importância de se basear as análises na combinação
de diferentes primers, produzindo coletivamente um grande número de
bandas foi discutida por Megnegneau et al. (1993). Segundo estes autores,
bandas similares em diferentes linhagens podem ser causadas por
fragmentos diferentes de DNA de mesmo tamanho. Utilizando­se um grande
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número de bandas, erros ocasionais de interpretação não afetarão as
conclusões gerais. Dessa forma, este trabalho também sugere que estudos

com objetivo de avaliar o grau de relação genética entre diferentes linhagens
ou espécies de um dado organismo, devam utilizar o maior número de
primers possíveis, visando minimizar os erros e aumentar a eficácia da
técnica.

A extensão de quais marcadores foram compartilhados entre
diferentes linhagens se reflete quantitativamente no cálculo do índice de
similaridade. Observa­se que, no grupo das linhagens pertencentes à D.
buzzatii os valores de IS foram semelhantes, indicando a proximidade entre
essas linhagens.

A linhagem B31 de D. serido tipo D apresentou um IS muito
baixo em relação a todas as outras linhagens analisadas no presente estudo.
Outros resultados, como por exemplo a morfologia do edeago (Silva e Sene,
1991; Monteiro, 1997), tipo de cariótipo (Baimai et al, 1983), esterases
(Lapenta, 1992; Lapenta et al, 1995) e isolamento reprodutivo (Madi­
Ravazzi, 1988, 1992; Madi­Ravazzi e Bicudo, 1992; Madi­Ravazzi et al,

1997; Machado, 1998) também indicam diferenciação de B31 e A55 em

relação às outras linhagens de D. serido. Segundo a classificação de Tidon­
Sklorz (1992) e Monteiro (1997), B31 estaria incluída no grupo de D. serido
do tipo D e a linhagem A55, no grupo de D. serido tipo B. Embora os tipos B
e D sejam encontrados na região centro­sul do Brasil, não existe simpatria
entre ambos. D. serido tipo B sempre foi encontrada no topo de morros,
associada ao cacto Pilosocereus machrisii, enquanto D. serido tipo D ocorre
no vale dos rios, associada ao cacto Cereus hildemannianus (Monteiro,

1997). Além disso, Monteiro (1997) sugeriu que D. serido B e D, serido D
podem ser elevadas à categoria de espécie.

Comojá mencionado, a linhagem A55 de D. serido B apresentou
uma grande similaridade com as linhagens de D. koepferae, sendo essa
similaridade maior do que a entre as próprias linhagens de D. koepferae.
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Essas últimas, por sua vez, apresentaram diferentes IS conforme o primer
utilizado, mostrando­se mais ou menos similares entre si. Lapenta (1998)
não observou níveis altos de similaridade quanto às esterases entre essas
linhagens.

Os dados obtidos por Manfrin (1997) quanto ao DNA
mitocondrial sugerem que D. koepferae é uma linhagem evolutiva distinta
daquela formada pelas espécies de D. seriema e D. serido. Entretanto, caso
não se confirme que houve contaminação dos estoques de A55, B20 e B25,
no presente trabalho, os índices de similaridade apresentados entre essas
linhagens para RAPD são sugestivos de uma proximidade genética maior
entre linhagens do Chaco Argentino e do cerrado Brasileiro, ainda não
demonstrada por outros marcadores para as mesmas linhagens.

Manfrin (op cit.) ainda menciona o fato da impossibilidade de
se definir as relações evolutivas entre D. koepferae e as outras espécies do

subcluster serido com os dados disponíveis até o momento.
D. koepferae possui o tipo E de edeago que está associado à

inversão 2jº e tipo metafásico 6. Suas populações ocorrem desde a Serra de
San Luis (Argentina) até Comarapa (Bolívia) na borda oeste do Chaco.

D. serido tipo B possui o tipo B de edeago que está associado à

inversão 2e8 e ao tipo metafásico I. Suas populações são encontradas na
parte oeste da caatinga e nas regiões centro­sul do Brasil. Essas populações
são encontradas em afloramentos rochosos, com distribuição disjunta,
vegetação característica de cerrado e campo rupestre e associadas à espécie
de cactos Pilosocereus machrisis. A análise morfométrica dos edeagos desses
isolados discriminou cada uma dessas populações, sugerindo ausência de
fluxo gênico entre elas (Monteiro, 1997).

Segundo Manfrin (1997), D. koepferae poderia ser considerada
o grupo irmão de D. buzzatii. Entretanto, quando comparadas com outras
espécies do cluster, elas compartilham apenas o padrão de tergitos e uma
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coloração externa mais clara (Fontdevila et al., 1988; Madi­Ravazzi e Bicudo,

1992).

O significado da proximidade genética observada quanto ao
padrão de RAPD entre as linhagens de D. serido tipo Be D. koepferae
precisa ser melhor explorado, principalmente pela avaliação de um número
maior de populações dos referidos locais onde as linhagens estudadas foram
coletadas. Tendo em vista que a maioria dos estudos realizados nessas
espécies foram feitos com um número pequeno de linhagens, é necessária
uma nova amostragem das populações dessas regiões para um estudo mais
detalhado, o qual poderá esclarecer essa lacuna de informações que existe
entre as relações evolutivas das espécies D. koepferae e as do subcluster
serido.

As linhagens de D. seriema mostraram­se bastante similares
com dois primers (54 e 69) e menos similares com o outro (86) e na análise
geral. O fato das linhagens de D. seriema apresentarem diferentes respostas
a diferentes marcadores vem sendo discutido em outros trabalhos,

principalmente em relação à linhagem A95 (Madi­Ravazzi e Bicudo, 1992;
Madi­Ravazzi et al., 1997; Lapenta, 1998). Lapenta (1992) e Lapenta et al.
(1995) encontraram inclusive maior similaridade entre A95 e uma linhagem

de D, buzzatii, Isso pode refletir uma diferenciação maior de A95 em relação
às demais linhagens de D. seriema. Para a confirmação desse achado deve­se
ampliar o número de amostras de linhagens dessa espécie.

As espécies D. mulleri e D. simulans, utilizadas como grupo
externo neste estudo, apresentaram índices um pouco elevados quando
comparadas com algumas linhagens estudadas. Segundo Kazan et al. (1993),
estes índices podem ser improcedentes, uma vez que fragmentos de
tamanho similar partilhados por dois indivíduos proximamente relacionados
provavelmente sejam alélicos, isto pode não ser verdade quando
comparamos grupos taxonômicos superiores (gêneros por exemplo), os
quais mostram grande diferenciação devido aos fragmentos de igual
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tamanho serem derivados coincidentemente de regiões genômicas não­

alélicas. Este problema pode ser solucionado através do uso de enzimas de
restrição ou hibridação destes fragmentos entre si.

Estudando linhagens de Drosophila, van de Zande e Bijlsma

(1995), mostraram que fragmentos amplificados de mesmo tamanho não
são similares entre espécies pertencentes a diferentes subgrupos, porém
similares entre as espécies do mesmo subgrupo. Por exemplo: as duas sondas
de fragmentos de DNA amplifiado de Drosophila melanogaster,
construídas por estes autores, hibridizaram com o fragmento amplificado
correspondente (fragmento de mesmo tamanho, amplificado pelo mesmo
primer) com todas as espécies do subgrupo melanogaster. As mesmas
sondas não hibridizaram com nenhum outro fragmento amplificado (de
tamanho similar ou não da sonda) de outras espécies que não pertenciam ao
subgrupo melanogaster.

No presente trabalho, considerando a análise de cluster,
observa­se que a linhagem de D. simulans, utilizada como grupo externo, é a
mais diferenciada. O grupo das linhagens 3B, R2 e R5, classificadas como D.
buzzatii, apresenta­se em um nível mais abaixo. Observa­se, porém que há
diferentes graus de similaridade entre elas, 3B mantendo­se mais
diferenciada em relação às outras duas. O nível seguinte, é composto pela
linhagem de D. mulleri, a segunda linhagem utilizada como grupo externo.
Como já discutido anteriormente, esta posição pode não ser consistente

devido à presença de fragmentos de tamanho similar mas de sequência
diferente. O próximo nível é composto por um ramo que divide­se em dois,
diferenciando a linhagem B31 de D. serido tipo D das linhagens A55 de D.
serido tipo B, B20 e B25 de D. koepferae e D72 e A95 de D. seriema. A outra
porção desta ramificação diferencia as linhagens de D. seriema das linhagens
de D. koepferae, juntamente com a linhagem A55 de D. serido tipo B.
Observa­se neste último grupo que a linhagem A55 apresenta­se mais
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diferenciada e que as linhagens de D. koepferae apresentam­se mais
similares.

Em uma análise comparativa, utilizando o cladograma
elaborado por Tidon­Sklorz (1992) e Tidon­Sklorz e Sene (1995a) e alterado

por Ruiz et al. (1996), com base principalmente na morfologia do edeago
(Silva e Sene, 1991; Tidon­Sklorz, 1992), na presença de inversões
cromossômicas (Tosi e Sene, 1989) nos diferentes cariótipos (Baimai et al,
1983), no isolamento reprodutivo (Madi­Ravazzi 1988, 1992; Madi­Ravazzi e
Bicudo, 1992; Madi­Ravazzi et al., 1997) e no padrão de esterases (Lapenta,
1992, 1998; Lapenta et al. 1995), podemos observar que os padrões RAPD
confirmam as relações de similaridade entre linhagens da mesma espécie,

aproximando, entretanto, em primeiro nível A55 (D. serido tipo B) com as
linhagens de D. koepferae.

O trabalho de Machado (1998) mostrou que dentre as

diferentes espécies que compõem o complexo buzzatii, as linhagens de D.
buzzatii foram as que apresentaram o maior grau de isolamento
reprodutivo em relação às demais espécies deste complexo. Vários autores
corroboram este achado, o que sugere um alto grau de divergência genética
desta espécie em relação as demais espécies do cluster.

Além das diferenças quanto à formação dos grupos, já descritas,
este estudo encontrou outras diferenças na proximidade entre as espécies
estudadas. D. serido tipo D está bem diferenciada das demais espécies do
cluster e D. serido tipo B encontra­se na mesma ramificação que deu origem
à D. koepferae, ao contrário do encontrado na literatura, que estaria no
mesmo ramo que D, seriema (Manfrin, 1997).

Aceita­se que duas populações que estão isoladas
geograficamente uma da outra provavelmente divergirão no tempo. Com
base nesse pressuposto, os dados apresentados no presente estudo
corroboram a hipótese de que, em termos de reavaliação da sistemática do
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complexo, as linhagens B31 e A55, hoje classificadas como D. serido, na

verdade possam constituir cada uma delas uma nova espécie.
Devemos ressaltar que no início do nosso trabalho as linhagens

R2 e R5 estavam classificadas como Drosophila serido de tipo B de edeago.
No decorrer da análise dos resultados deste trabalho e de outros estudos

realizados em nosso laboratório (Lapenta, 1998; Machado, 1998), foi
verificado que estas linhagens diferiam significativamente de outras
linhagens classificadas neste mesmo grupo, e estavam mais próximas da
linhagem 3B de D. buzzatii do que de qualquer outra. Após uma reavaliação
do tipo de edeago de R2 e R5 verificou­se que estes são específicos de
linhagens de D. buzzatii. Como já foi mencionado em Material e Métodos,
estas linhagens são provenientes do Depto. de Genética da USP de Ribeirão
Preto e já vieram classificadas. Assim, queremos ressaltar a confiabilidade
das técnicas utilizadas, inclusive a do presente trabalho, para discriminar
linhagens de espécies diferentes.

Em algumas reações de amplificação foi verificada a presença de
produtos de amplificação no controle negativo (sem DNA) e que não
correspondiam em tamanho com nenhum fragmento das amostras
amplificadas.

Artefatos com produtos de amplificação de DNA não específico
em reações de controle negativo também foram observados por Williams et
al. (1990) na descrição da técnica, e posteriormente por Lanham et al.
(1992), Tingey e Del Tufo (1993) e Pan et al. (1997). Segundo Pan et al.
(1997), esses fragmentos inespecíficos seriam derivados do primer e
formados sem um DNA molde, uma vez que a reação do controle negativo
contém todos os componentes, exceto DNA. Esses autores realizaram
experimentos omitindo alguns componentes da reação e observaram os
resultados. Apenas quando o DNA molde e o primer foram omitidos da
reação, ou quando somente o primer foi omitido, nenhum produto de
amplificação foi observado. Os autores suspeitam que esses produtos de DNA
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polimórfico inespecífico, sejam amplificados a partir de DNAs contaminantes

dos kits de primers ou da DNA polimerase. As causas da amplificação de
primer­derivados ainda é desconhecida, sabe­se apenas que a sua presença
não é devida ao anelamento aleatório, uma vez que eles são relativamente

grandes, variando de 100 a 2000 pb; muitos são resistentes ao calor e
recompõem sua estrutura de cadeia­dupla quando resfriados gradualmente à
temperatura ambiente após terem sido aquecidos em água fervente por 10
minutos; não são hibridizados por Southern blot com nenhum produto de
amplificação proveniente das amostras com DNA molde. Além disso, quando
existe a presença de um DNA molde na reação, nenhum desses produtos foi
identificado, o que sugere que o DNA molde inibe de alguma maneira a
amplificação desses produtos inespecíficos.

O polimorfismo revelado pela amplificação com primers
aleatórios é imenso e, para o nosso conhecimento, este foi o primeiro relato
da quantidade da variabilidade genética dentro e entre linhagens de
Drosophila do cluster buzzatii usando marcadores RAPD.

Os resultados apresentados demonstram que o método de
RAPD (Williams et al., 1990) é uma técnica eficiente e de alta resolução para
documentar a variabilidade dentro e entre populações tais como as de
Drosophila. Os três primers utilizados identificaram regiões do DNA que são
variáveis intra e interlinhagens e regiões conservadas. Estes segmentos de
DNA que são frequentemente variáveis no tamanho entre os indivíduos ou
populações podem servir como marcadores genéticos polimórficos e também
para diferenciar populações de áreas geográficas distintas. Além disso, os
fragmentos amplificados podem ser usados posteriormente como sondas,

tanto para averiguação da homologia dos fragmentos amplificados com o
mesmo tamanho, como para hibridizar com seus respectivos locos no

genoma da mosca, para que este possa ser eventualmente mapeado e
caracterizado.
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V­ RESUMO E CONCLUSÕES

Dada a ampla diferenciação encontrada nos diferentes
marcadores genéticos estudados nas populações das espécies incluídas no
cluster buzzatii de Drosophila e os aspectos intrigantes do seu processo de
especiação, o presente trabalho foi elaborado principalmente com a
finalidade de avaliar o potencial taxonômico da técnica de RAPD para as

espécies desse grupo.
Foi realizada a amplificação do DNA genômico com três primers

em três linhagens de Drosophila buzzatii, duas de D. seriema, duas de D.
koepferae, uma linhagem de D. serido tipo B e uma de D. serido tipo D.
Foram utilizadas como grupo externo uma linhagem de D. mulleri e uma de
D. simulans. No total foram produzidas 99 bandas RAPD que variaram de
290 a 5090 pares de bases de comprimento.

Devido à presença de fragmentos de DNA linhagem­específicos e
espécie­específicos, gerados pelos diferentes primers, foi produzido um
padrão característico de bandas RAPD que permitiu reconhecer as diferentes
linhagens e espécies.

O maior coeficiente de variação foi obtido nas linhagens

incluídas em D. buzzatii seguido das de D. seriema. As linhagens de D.
koepferae, D. serido tipo B e tipo D foram menos polimórficas, exceto a
linhagem A55 de D. serido tipo B e B25 de D. koepferae com o primer 69. À
linhagem B31 de D. serido tipo D, ao contrário das demais, apresentou um
número elevado de bandas monomórficas com todos os primers analisados.

Os dados de RAPD apresentados para as linhagens de D.
buzzatii e D. seriema são a primeira evidência de que existe uma vasta
reserva de polimorfismo nuclear desconhecido segregando nessas
populações. O nível de polimorfismo RAPD encontrado nas linhagens
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estudadas foi superior ao observado em estudos de esterases para essas

mesmas linhagens.
A análise do Índice de Similaridade e a análise de Cluster

confirmam as relações de proximidade obtidas por outros marcadores para

essas linhagens, reforçando a diferenciação das linhagens de D. serido tipo B
e tipo D em relação às demais espécies do cluster. Entretanto, aproximou a

linhagem A55 (D. serido tipo B), do cerrado Brasileiro, com linhagens de D.
koepferae do Chaco Argentino. Esse achado não havia sido observado com
nenhum outro marcador.

A técnica de RAPD mostrou­se eficiente e de alta resolução para
revelar novos polimorfismos não detectados por outros marcadores,
documentar a variabilidade dentro e entre populações e para a classificação
taxonômica.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The great differentiation found with the use of different
genetic markers in the populations of the Drosophila species included in the
buzzatii cluster and the intriguing aspects of its speciation process, led to
the present study, elaborated mainly with the purpose of evaluating the
taxonomic potential of the RAPD assay for those species.

The amplification of the genomic DNA with three different
oligonucleotide primers was done in three strains of D. buzzatii, two of D.
seriema, two of D. koepferae, one of D. serido type B and one of D, serido

type D. As outgroups, one strain of D. mulleri and one of D. simulans were
used. In total, 99 RAPD bands that varied from 290 to 5090 pb were
produced.

Strain­specific and species­specífic DNA fragments generated by
the different primers produced a characteristic pattern of RAPD bands that
allowed to recognize the different strains and species.

The largest coefficient of variation was obtained in the D.
buzzatii strains followed by D. seriema strains. D. koepferae and D. serido

types B and D strains were less polymorphic, except the strain A55 of D.
serido type B and B25 of D. koepferae for the primer 69. The strain B31 of
D. serido type D, unlike the others, presented a high number of
monomorphic bands for all the primers used.

The present RAPD data for the strains of D. buzzatii and D.
seriema are the first evidence for the existence of a vast stock of unknown

nuclear polymorphism segregating in those populations. The level of RAPD
polymorphism found in the strains studied was remarkably higher than that
observed in studies of esterases performed in the same strains.

The Similarity Index and the Cluster Analysis confirmed the
relationships obtained using other markers in the same strains, reinforcing
the idea of a differentiation between the strains of D. serido types B and D

86

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



and the other species in the cluster. However, the strain A55 (D. serido type
B) from Brazilian cerrado showed to be closer to D. koepferae of the
Argentinean Chaco. This finding was not observed with any other marker.

The RAPD assay showed high resolution and efficience to reveal

new polymorphisms not detected by other genetic markers, to document the
variability within and among populations and also for taxonomic purposes.
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