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Introdução 9

1.1. O GRUPO REPLETA DO GÊNERO DROSOPHILA, D. MULLERI E D. ARIZONAE

Os dados da literatura indicam que a família Drosophilidae sofreu várias

radiações durante o período Eoceno, uma das quais deu origem ao gênero Drosophila,

há aproximadamente 60 milhões de anos. À extensa diversificação de grupos dentro

desse gênero, observada atualmente, é resultante de derivações sucessivas em períodos

posteriores. Uma dessas radiações, denominada radiação virilis­repleta, originou o

grupo repleta no continente americano (THROCKMORTON, 1975). Esse grupo é

constituído atualmente por no mínimo 96 espécies, que ocupam diferentes habitats.

Quase a metade dessas espécies são cactofílicas na natureza, isto é, realizam o ciclo de

vida utilizando­se de cactos em decomposição e por esta razão sua distribuição depende

da distribuição desses vegetais, característica que tem permitido a várias espécies do

grupo repleta ocuparem os desertos e zonas semi­áridas do Novo Mundo

(WASSERMAN, 1982; 1992; ETGES et al., 2001; TIDON­SKLORZ & SENE, 2001).

O grupo repleta atualmente é dividido em 6 subgrupos: mulleri, repleta, mercatorum,

hydey, inca e fasciola (VILELA, 1983; RAFAEL & ARCOS, 1989). O subgrupo

mulleri, por sua vez, apresenta 44 espécies e subdivide­se em cinco complexos (mulleri,

buzzatii, eremophila, meridiana e anceps). O complexo mulleri está subdividido em

quatro clusters (mojavensis, mulleri, longicornis e ritae). No cluster mojavensis,

encontram­se as espécies Drosophila mojavensis, D. arizonae e D. navojoa. No cluster

mulleri estão as espécies D. mulleri, D. aldrich D. whellerii D. nigrodumosa, D.

huaylasi, D.mayaguana, D. straubae e D. parisiena (DURANDO et al., 2000).
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Introdução 10

As espécies utilizadas neste trabalho, D. mulleri e D. arizonae, pertencem ao

complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta. São consideradas espécies

crípticas, simpátricas, adaptadas a regiões áridas, onde se utilizam de várias espécies de

cactos e que apresentam isolamento reprodutivo na natureza. D. mulleri ocorre nos

Estados do Texas e Flórida nos Estados Unidos, nos desertos do México, Jamaica e em

Cuba. A área de distribuição de D. arizonae abrange os Estados do Arizona e Novo

México, Estados Unidos, e o Estado de Sonora no México (PATTERSON & STONE,

1952). Experimentos iniciais de hibridização em laboratório entre essas espécies

utilizando­se cruzamentos em massa descreveram a obtenção de híbridos entre fêmeas

D. mulleri e machos de D. arizonae, sendo incompatível o cruzamento recíproco.

CROW (1942) e PATTERSON (1947) obtiveram apenas machos híbridos estéreis

nesses cruzamentos, enquanto BICUDO & RICHARDSON (1978) obtiveram machos

híbridos estéreis e fêmeas híbridas férteis. Em estudos mais recentes utilizando­se as

mesmas linhagens de laboratório para D. mulleri e D. arizonae estudadas por BICUDO

& RICHARDSON (1978), BAFFI & CERON (2002) relataram a produção de híbridos

entre essas espécies nos dois sentidos de cruzamento, sem entretanto, investigar a

fertilidade desses híbridos. A divergência no desenvolvimento entre D. mulleri e D.

arizonae pode ser devido a utilização de substratos em diferentes períodos de vida de

uma geração. No laboratório verificou­se que D. mulleri e D. arizonae diferem no
tempo de desenvolvimento por cerca de dois dias. Híbridos resultantes do cruzamento

entre fêmeas D. mulleri e machos D. arizonae apresentam período de desenvolvimento

mais rápido do que D. mulleri e mais lento do que D. arizonae. Algumas modificações

observadas em híbridos interespecíficos desse sentido de cruzamento, como

características no sistema reprodutivo em machos, refletem o grau de divergência entre

as espécies (BICUDO & RICHARDSON, 1978). A seleção do habitat foi proposta
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Introdução 11

como um fator potencial no isolamento reprodutivo entre essas espécies, possivelmente

como um fator crucial na especiação simpátrica (MAYNARD­SMITH, 1966;

RICHARDSON, 1974; RICHARDSON & SMOUSE, 1975; BUSH, 1974, 1975 apud

BICUDO & RICHARDSON, 1978).

Uma característica envolvendo as espécies do complexo mulleri é o fenômeno

de dominância interespecífica quanto à atividade organizadora nucleolar (BICUDO,

1979; 1981 a, b). Dominância nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi inicialmente

descrita em híbridos obtidos de cruzamentos entre fêmeas D. mulleri e machos D.

arizonae, com base em análises citogenéticas dos cromossomos politênicos de glândulas

salivares em larvas híbridas (BICUDO & RICHARDSON, 1977; 1981). Esse assunto

será retomado nesse trabalho com uma abordagem a nível da transcrição do rDNA.

1.2. DNA E RNA RIBOSSÔMICOS

O ribossomo é uma organela formada pela união de duas subunidades presentes

no citosol a partir de diversas proteínas e alguns ácidos ribonucleicos, que pode ser

encontrada tanto livre no citoplasma como aderida ao retículo endoplasmático, e tem a

função de dirigir a tradução de um RNA mensageiro em uma sequência de aminoácidos

das proteínas. A biossíntese dos ribossomos envolve a produção altamente regulada de

quatro tipos de RNAs ribossômicos e aproximadamente 120 diferentes tipos de

proteínas. A regulação apropriada dos genes codificadores dos vários tipos de RNA e

das proteínas ribossômicas é fundamental para a fisiologia celular.
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Introdução 12

O DNA ribossômico (rDNA), com sua estrutura básica conservada entre

eucariotos, é arranjado nas regiões organizadoras nucleolares como uma família

multigênica (NIERRAS et al,1997). Cada unidade repetitiva (RU) consiste de

sequências conservadas maduras dos rRNAs 188, 5,8S e 288, intercaladas com regiões

espaçadoras que serão processadas, sendo essas regiões pouco conservadas entre as

espécies. Nos insetos, incluindo o gênero Drosophila, as regiões intercalantes entre as

unidades repetitivas podem ser sítios de inserção de elementos transponíveis do tipo 1

(JAKUBCZAK et al., 1990). O tamanho médio da unidade repetitiva varia entre 13,5 a

14 kbem D. arizonae (TOVAR et al., 2000). As unidades repetitivas ou unidade de

transcrição do TrDNA são compostas de uma região ETS (External Transcribed Spacer),

uma região madura do rRNA 18S, a região interna transcrita para ser processada, ITS­1

(Internal non Coding Transcribed Spacer), a região madura do rRNA 5,88, uma segunda

região interna transcrita para ser processada, denominada ITS­2, a região madura do

TRNA 288 e, finalmente, a região intergênica não transcrita, IGS (Intergenic non

transcribed Spacer), que separa uma unidade repetitiva de outra. O esquema 1, abaixo,

apresenta a organização do rDNA em eucariotos (TAUTZ et al. 1988; HILLIS &

DIXON, 1991; POLANCO et al. 1998).

5,8S

Esquema 1: Organização do rDNA em eucariotos.

A unidade repetitiva como um todo é transcrita pela RNA polimerase I, como

uma única molécula precursora de 458. A maturação dos rRNAs ocorre por uma
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Introdução 13

clivagem ordenada e remoção das seqiiências espaçadoras internas (GERBI, 1985,

SCHÓOTTERER et al., 1994). Embora os espaçadores apresentem divergência evolutiva

rápida e não tenham funções consideradas (SCHLOTTERER et al., 1994), a análise

funcional das regiões ITS­1 e ITS­2 em leveduras e outros organismos mostrou clara

evidência de papel desses espaçadores no processamento do RNA 458 primário. O

espaçador ITS­1 é requerido para o processamento das extremidades 3º do rDNA 18S e

5” da molécula de 5,8S, enquanto ITS­2 é requerido para o processamento da

terminação 3º do 5,8S e 5º da molécula de 288. Além disso, estudos em levedura

indicam que a estrutura secundária desses espaçadores é importante para o

processamento (van der SANDE et al., 1992). POLANCO er al. (2000) consideram que

a região IGS pode estar sofrendo o mesmo processo evolutivo como os espaçadores

ITSs com mudanças intracromossômicas mais fregiientes do que intercromossômicas.

Vários trabalhos indicam que há uma grande variabilidade das regiões

intergênicas transcritas ITS­1 e ITS­2, mesmo entre espécies relacionadas. Uma análise

comparativa de sequências das regiões ITSs, utilizando­se primers que se associam às

regiões altamente conservadas 188 e 288 de cinco espécies de Drosophila do subgrupo

melanogaster, mostrou um padrão distinto de divergência e conservação, indicando que

alguns trechos nessas seqgiiências são mais conservados do que outros, e que as

sequências, como um todo, podem ser utilizadas para o estabelecimento de uma

filogenia molecular desse conjunto de espécies. Essas análises moleculares mostraram

que a espécie mais distante dentro do subgrupo melanogaster é D. yakuba, ao invés de

D. orena como outros estudos indicavam (SCHOTTERER et al., 1994).

Vários trabalhos têm mostrado variações de tamanho para as regiões ITS­1 e

ITS­2 em Drosophila, sendo que para algumas espécies, essas diferenças podem ser

atribuídas a inserção de elementos transponíveis (JAKUBCZAK et al., 1990; TOVAR
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Introdução 14

et al, 2000). Transposons RI e R2, encontrados fregilentemente no rDNA 2858 de

artrópodes, são filogeneticamente estáveis em linhagens de insetos e são herdados por

transmissão vertical há aproximadamente mais de 600 milhões de anos (GENTILE et al.

2001; PEREZ­GONZÁLEZ, 2003). Diversos estudos sugerem que a abundância e

persistência de R1 e R2 são afetadas por mecanismos de recombinação, sendo a taxa de

eliminação maior do que a observada em outros elementos transponíveis inseridos no

genoma (PÉREZ­GONZÁLEZ, 2003).

Entre as espécies do complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta,

uma diferença de tamanho na região ITS­1 foi observada entre D. mulleri e D. arizonae.

Em D. mulleri, essa região intergênica transcrita apresenta um comprimento de 600 ­

pares de base (pb) ao passo que em D. arizonae essa região corresponde a 500 pb

(BAFFI & CERON, 2002).

1.3. REGIÕES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES

Nos eucariotos, as regiões organizadoras nucleolares (NORs) são loci

cromossômicos em que centenas ou milhares de genes para os RNAs ribossômicos estão

arranjados em “tandem” e aos quais os nucléolos se associam. Em cromossomos

metafásicos corados, as regiões organizadoras nucleolares podem ser identificadas

porque se coram menos e, por isso, são chamadas de constrições secundárias. As

constrições secundárias surgem devido à transcrição contínua dos genes do RNA,

interferindo na condensação cromossômica. O tamanho e o número de NORs variam

enormemente em diferentes tipos de células e podem mudar em uma única célula,
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Introdução 15

ocupando até 25% do volume nuclear total em células que produzem grande quantidade

de proteínas. A organização das sequências do DNA ribossômico e os mecanismos

envolvidos na regulação da atividade dos cistrons ribossômicos também podem variar

entre as espécies nos diferentes tipos celulares.

Os genes ribossômicos formam seqúências repetidas em cada região

organizadora nucleolar, constituindo o que se chama de família multigênica, a qual

consiste de um conjunto de genes presentes em um mesmo cromossomo ou dispersos

pelo genoma e que tiveram a mesma origem evolutiva. Mesmo aquelas famílias gênicas

que possuem milhares de membros, são altamente homogêneas em sequências

nucleotídicas. Seria esperado que genes múltipblos de uma família evoluíssem

independentemente, de modo que comparações entre cópias diferentes dentro de uma

espécie fossem tão divergentes quanto à divergência encontrada entre loci homólogos

em espécies diferentes. No entanto, a homogeneidade encontrada em comparações

parálogas implica que os membros de uma família gênica dentro de uma espécie não

evoluem independentemente. Isto pode ser explicado pressupondo­se que todos os

membros de uma família gênica descenderam de uma sequência nucleotídica ancestral

comum, depois que as várias espécies divergiram uma das outras. Sendo assim, devem

existir mecanismos que homogeneizam os membros de famílias gênicas. Esses

mecanismos de homogeneização são determinados através de um fenômeno conhecido

como evolução combinada ou evolução coincidental (HOOD et al., 1975; LINARES et

al., 1994; LUCCHINI et al., 1997; POLANCO et al., 1998; TOVAR et al., 2000).

Em alguns eucariontes, como o milho, há um único par de organizadores

nucleolares, presente no cromossomo 6. No sapo da Africa do Sul, Xenopus laevis, as

NORs estão presentes nos cromossomos sexuais. Já em humanos são encontrados 5
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Introdução 16

pares de organizadores nucleolares situados nos braços curtos dos cromossomos 13, 14,

15,21 e 22.

Em Drosophila e outros drosofilídeos, vários padrões caracterizam a localização

das regiões organizadoras nucleolares (NORs), podendo ser encontradas nos

cromossomos sexuais X e Y, como observado em D. melanogaster, D. simulans e D.

hydei (SPEAR, 1974; MOHAN, 1977; HENNIG e: al, 1975; LOHE & ROBERTS,

1990; SEMIONOV & MARKOVA, 1997), NORs restritas ao cromossomo X, como em

D. virilis ENDOW & GALL, 1975; McKEE & KARPEN, 1990), NORs presentes no

cromossomo X e no microcromossomo, observado em espécies do complexo mulleri do

grupo repleta, como D. mulleri, D. arizonae, D. aldrichi, D. navojoa, D. mojavensis e

D. wheeleri (BICUDO, 1985; BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981) e em

Zaprionus indianus (GUPTA & KUMAR, 1987), NORs localizadas no cromossomo Y

e no microcromossomo como em D. nasuta nasuta e D. nasuta alhbomicans (McKEE,

1996; HAGELE & RANGANATH, 1983) e, finalmente, NORs restritas ao

microcromossomo, representado por D. tumiditarsus (SINIBALDI & CUMMINGS,

1981; LINARES et al, 1991). Em D. melanogaster, os genes ribossômicos se agrupam

em dois organizadores nucleolares, sendo um localizado no meio da heterocromatina

proximal do cromossomo X e outro no braço curto do cromossomo Y, o qual aparece

heterocromático na metáfase. Já D. hydei apresenta três NORs, entre as quais uma

localiza­se no braço heterocromático do cromossomo X e duas no Y, sendo uma no

braço curto e uma próxima da ponta do braço longo. Nas espécies do complexo mulleri,

a NOR principal do cromossomo X localiza­se na região proximal, nas imediações do

centrômero. A NOR localizada no microcromossomo atua como NOR secundária. Em

D. tumiditarsus o microcromossomo é transcricionalmente ativo, sendo que não se
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Introdução 17

replica tardiamente e não se cora com as técnicas características da heterocromatina

(BICUDO, 1985).

Variações nos níveis de redundância dos cistrons ribossômicos (rDNA) levam a

variações no tamanho do nucléolo. Algumas vezes, a variação do tamanho do nucléolo é

decorrente de mecanismos reguladores que ativam um número maior ou menor de

cistrons presentes na NOR. Em fêmeas híbridas do complexo mulleri, observa­se uma

relação de dominância entre as NORs dos cromossomos X de diferentes origens, onde é

relativamente fregilente um pequeno nucléolo associado ao X recessivo e um nucléolo

de tamanho normal ao X dominante. A variabilidade quanto aos mecanismos de

controle das NORs é especialmente visível através de estudos de híbridos

interespecíficos. Essa variabilidade pode se manifestar pela dominância nucleolar, que,

morfologicamente, é detectada pela ausência de constrição secundária ou pela ausência

da produção do nucléolo ou ainda, pela produção de um nucléolo menor que o normal

(BICUDO, 1985).

1.4. DOMINÂNCIA NUCLEOLAR

Dominância nucleolar é um fenômeno epigenético que descreve a formação do

nucléolo, resultando em ativação preferencial de um conjunto de genes de rRNA de um

parental] dominante, em um cruzamento interespecífico, silenciando o não dominante

(CHEN et al., 1998; LEWIS et al., 2004). E observado em diversos organismos, como

plantas, insetos, anfíbios e mamíferos, mas foi descrito pela primeira vez em plantas do

gênero Crepis (NAVASHIN, 1934 apud REEDER, 1985). Também é bem conhecida
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em híbridos interespecíficos, onde a NOR de uma espécie parental suprime a atividade

das NORs de outra espécie. Pode ser detectada, morfologicamente, pela ausência de

constrição secundária, ou pela ausência de nucléolo, ou pela produção de nucléolo

menor do que o normal. Em Drosophila, a dominância nucleolar foi descrita em

híbridos interespecíficos entre D. melanogaster e D. simulans (DURICA & KRIDER,

1977, 1978) e em híbridos de espécies do complexo mulleri do grupo repleta (BICUDO

& RICHARDSON, 1977, 1981). No primeiro caso, D. melanogaster é dominante

independente da direção do cruzamento, e os genes são suprimidos reversivelmente

(GRANADINO et al., 1996). No segundo caso, a dominância nucleolar foi observada

em híbridos provenientes de cruzamentos entre fêmeas D. mulleri e machos D.

arizonae, analisando­se os cromossomos politênicos de células de glândula salivar de

larvas híbridas de 3º estádio. Nesses híbridos, o organizador nucleolar do cromossomo

X ou do microcromossomo de D. arizonae suprime o organizador nucleolar presente no

cromossomo X de D. mulleri. (BICUDO, 1982; BICUDO & RICHARDSON, 1977,

1981).

Posteriormente, a dominância nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi

molecularmente confirmada com base na análise dos padrões de restrição do rDNA em

machos e fêmeas das espécies parentais e dos híbridos. Essa análise demonstrou que o

microcromossomo que se liga ao nucléolo nos machos híbridos obtidos de cruzamentos

entre machos D. arizonae e fêmeas D. mulleri provém de D. arizonae (LEONCINI et al,

1996).

Neste trabalho, a dominância nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi

reestudada com base na análise transcricional do rDNA em híbridos entre D. mulleri e

D. arizonae no sentido já descrito anteriormente, utilizando­se a região espaçadora

transcrita ITS­1 como marcador de transcrição. Também investigamos a ocorrência do
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fenômeno de dominância nucleolar em híbridos obtidos em cruzamentos no sentido

inverso, ou seja, envolvendo fêmeas D. arizonae e machos D. mulleri.
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2.1. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal analisar o fenômeno da

dominância nucleolar entre Drosophila arizonae e D. mulleri, com base em análises da

transcrição da região intergênica transcrita ITS­1 do rDNA em híbridos obtidos de

cruzamentos entre fêmeas D. mulleri e machos D. arizonae, bem como no sentido

inverso de cruzamento, fêmeas D. arizonae e machos D. mulleri.
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ANÁLISE TRANSCRICIONAL DA DOMINANCIA NUCLEOLAR EN

HÍBRIDOS INTERESPECÍFICOS OBTIDOS DE CRUZAMENTOS ENTRE

Drosophila mulleri E D. arizonae

Lage, J. M.; Rahal, P.O); Ceron, C. R.º

UNESP, Universidade Estadual Paulista, Campus de São José do Rio Preto,

Departamento de Biologia O e Departamento de Química e Ciências Ambientais &.

Resumo

Drosophila mulleri e D. arizonae são espécies crípticas pertencentes ao complexo

mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta cujas isolinhagens cruzam­se em

laboratório, em ambos os sentidos. Este trabalho teve como principal objetivo a análise

da dominância nucleolar em híbridos interespecíficos provenientes dos cruzamentos

entre Drosophila mulleri e D. arizonae, baseado na amplificação da região intergênica

não codificadora transcrita ITS­1 como marcador molecular da transcrição dos cistrons

de rDNA. D. mulleri e D. arizonae podem ser diferenciadas quanto ao comprimento da

região ITS­1. Em D. mulleri o fragmento amplificado para essa região tem 600 pb

enquanto em D. arizonae corresponde a 500 pb. A amplificação do cDNA por RT­PCR

do RNA total extraído das espécies parentais e híbridos seguida de reação de PCR para

a obtenção da região correspondente ao IFTS­1, mostrou que os cistrons ribossômicos

presentes no cromossomo X e no microcromossomo de D. arizonae são

preferencialmente ativados nos machos e fêmeas híbridos em ambos os sentidos de

cruzamento. Esses resultados confirmam, a nível molecular, o fenômeno de dominância

nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri.
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Introdução

Drosophila mulleri e D. arizonae são espécies crípticas, simpátricas,

pertencentes ao complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta. São

consideradas espécies cactofílicas que, na natureza, utilizam­se de cactos em

decomposição para alimentação e ovoposição. Experimentos iniciais de hibridização em

laboratório entre essas espécies, através de cruzamentos em massa, descreveram a

obtenção de híbridos entre fêmeas D. mulleri e machos de D. arizonae, sendo

incompatível o cruzamento recíproco. CROW (1942) e PATTERSON (1947) obtiveram

apenas machos híbridos estéreis nesses cruzamentos, enquanto BICUDO &

RICHARDSON (1978) obtiveram machos híbridos estéreis e fêmeas híbridas férteis.

Em estudos mais recentes, utilizando­se as mesmas isolinhagens de laboratório para D.

mulleri e D. arizonae estudadas por BICUDO & RICHARDSON (1978), BAFFI &

CERON (2002) relataram a produção de híbridos entre essas espécies nos dois sentidos

de cruzamento, sem entretanto, investigar a fertilidade desses indivíduos. Outra

característica envolvendo D. mulleri e D. arizonae é a ocorrência do fenômeno de

dominância nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri, inicialmente observada nos

híbridos obtidos de cruzamentos entre fêmeas D. mulleri e machos D. arizonae

(BICUDO & RICHARDSON, 1977; 1981).

A dominância nucleolar é um fenômeno epigenético no qual um conjunto de

genes para o TRNA é silenciado nos híbridos interespecíficos. A região organizadora

nucleolar (NOR) de uma espécie parental suprime a atividade da outra espécie. Sua

ocorrência foi primeiramente observada entre plantas do gênero Crepis (NAVASHIN,

1934, apud REEDER, 1985). Outros relatos de dominância nucleolar em plantas

incluem híbridos no gênero Brassica (CHEN & PIKAARD, 1997; FRIEMAN et al,
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1999), Arabidopsis (CHEN er al., 1998; LEWIS et al., 2004) e em milho (McMURPHY

& RAYBURN, 1994). Em animais a dominância nucleolar já foi observada em híbridos

de Xenopus leaves e X. borealis (CASSIDY & BLACKLER, 1974, REEDER & ROAN,

1984), em células somáticas híbridas de camundongos e humanos (SOPRANO &

BASERGA, 1980; ONISHI et al., 1984), e em híbridos de cruzamentos entre Drosophila

melanogaster e D. simulans (DURICA & KRIEDER, 1977; 1978) e entre D. arizonae e

D. mulleri (BICUDO & RICHARDSON, 1977; 1981), e em híbridos de outras espécies

do complexo mulleri (BICUDO, 1979).

No presente trabalho, analisamos em nível molecular a dominância nucleolar de

D. arizonae sobre D. mulleri, com base em experimentos de transcrição preferencial dos

cistrons de rRNA em híbridos interespecíficos dessas espécies obtidos nos dois sentidos

de cruzamento.

Materiais e Métodos

­ Linhagens:

Os estoques de Drosophila arizonae e D. mulleri foram originariamente

coletados em Guayalejo (México) e trazidos para o Brasil, em 1976, pela Profa. Dra.

Hermione E. M. C. Bicudo. No presente trabalho, duas isolinhagens derivadas dos

estoques iniciais foram utilizadas, a isolinhagem Est­5" de D. arizonae e Est­5º de D.

mulleri, que são homozigotas para as variantes “fast” e “slow” da esterase­5, uma das

principais esterases das moscas adultas dessas espécies, o que permite a distinção dos

híbridos. Às culturas foram mantidas em garrafas de vidro com meio de banana­ágar

enriquecido com gérmen de trigo, em estufa a 25ºC no Departamento de Biologia,

UNESP, Campus de São José do Rio Preto, São Paulo, Brasil, com repiques a cada 25
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dias. Cruzamentos interespecíficos em massa foram realizados em aproximadamente 50

tubos, com 28 casais em cada tubo, mantidos com o meio utilizado para a manutenção

das espécies, segundo o método utilizado por BAFFI & CERON (2002). Os

cruzamentos foram realizados entre fêmeas virgens D. mulleri e machos D. arizonae, e

no sentido inverso, fêmeas virgens D. arizonae e machos D. mulleri.

­ Extração de RNA total

Indivíduos adultos das espécies parentais e híbridos foram coletados e mantidos

a ­70ºC e em seguida, utilizados para extração do RNA total com o reagente de

TRIZOL (GIBCO ­ BRL Technologies). O RNA foi diluído em HO DEPC,

quantificado por leituras de absorbância em espectofotômetro a 260/280 nm, seguido de

eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampão TAE lx com H;5O DEPC para

verificação da qualidade do material extraído.

­ Padrão de esterases das espécies parentais e híbridos

Os padrões de esterases das espécies parentais e híbridos foram analisados em

géis de poliacrilamida em placas a 10% de concentração (C=2,6%) em condições não

desnaturantes, preparados em tampão Tris­HCl 0,375M pH 8,8. A eletroforese foi

conduzida por 4 horas a 180V, com Tris­Glicina 0,IM pH 8,3 como tampão de corrida.

Após a eletroforese, os géis eram pré­incubados em tampão fosfato 0,1M pH 6,2 por 45

minutos e corados por 1 hora em 50 mL da solução do tampão acima contendo 30 mg

de beta­naftil acetato, 20 mg de alfa­naftil acetato, 60 mg de Fast Blue RR salt e 5 mL

de álcool n­propílico. O alfa e beta naftil acetatos eram previamente dissolvidos em 1

mL de acetona. Após a coloração, os géis eram descorados em etanol/ácido acético/água

(3:1:3) e em seguida desidratados em celofane de acordo com CERON et al. (1992).
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­ Primers

A sequência completa da região intergênica transcrita, ITS­1, foi amplificada

utilizando­se o primer F (5º CGTAACAAGGTTTCCGTAGG 3º) que se associam à

extremidade 3º do gene rRNA 18S o primer R (5 GCTGCGTTCTTCATGCAC 3º) que

se associa ao início da sequência 5º do gene rRNA 5,8S. Esses primers foram

inicialmente desenhados pelo Prof. Dr. Jonathan B. Clark do Departamento de Biologia

Evolutiva da Universidade do Arizona em Tucson, Estados Unidos, com base na

organização do rDNA de Drosophila melanogaster.

­ Síntese de CDNA

Amostra contendo 1 ug de RNA total foi submetida a tratamento com a enzima

DNase (RQ 1 RNase­Free DNase ­ PROMEGA). Uma alíquota de 10 uL desse material

foi utilizada para ensaios de RT­PCR (reação em cadeia da polimerase com a enzima

transcriptase reversa). Essa reação utilizou 0,5 uL do primer R (33 ng/uL) descrito

acima, 1 uL da enzima ImProm II Reverse Transcriptase (PROMEGA), 4 uL de tampão

de reação ImProm­IIl 5x, 2,4 ul de cloreto de magnésio 25 mM (2,6 mM de

concentração final), luL de mix de dNTP 10 mM (0,43 mM de concentração final) e

H;O DEPC para um volume final de 23 ul. A reação para síntese da cadeia

complementar à fita de RNA ocorreu segundo especificações da enzima,

correspondendo a 5 minutos a 25ºC para associação das cadeias, 60 minutos a 42ºC para

extensão da primeira fita e 15 minutos finais a 70ºC para inativação da enzima. Nessa

reação obteve­se uma fita simples de cDNA que engloba a região espaçadora ITS­1, a

qual foi utilizada para uma reação de PCR nas seguintes condições: 5 U de Taq

polimerase, 33 ng/uL dos primers R e F para a região ITS­1, 2,5uL de tampão para PCR
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1x, 0,5uL de mix de dNTP 10 mM, 2,0 uL de cloreto de magnésio a 25 mM de

concentração, em volume final de 25 uL. Essa reação foi iniciada com aquecimento a

95ºC por 1 minuto para desnaturação prévia do DNA, seguindo 35 ciclos de 1 minuto a

95ºC para fusão, 1 minuto a 50ºC para associação dos primers e 1 minuto a 72ºC para

polimerização da cadeia, finalizando com extensão final a 72ºC por 2 minutos. Os

fragmentos amplificados, correspondentes à região intergênica ITS­1, foram separados

por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TAE 1x corado com brometo de

etídeo e posterior visualização sob luz ultravioleta.

Como controle, amostras de RNA total tratados com a enzima DNase e amostra

de DNA genômico dos parentais e híbridos foram submetidas a reações de PCR

utilizando­se os mesmos primers para a região ITS­1 e, em seguida, analisadas por

eletroforese nas condições já descritas acima.

Resultados

­ Híbridos Interespecíficos e padrão de esterases

Cruzamentos interespecíficos utilizando­se 28 casais em cada tubo contendo

meio de cultura de banana­ágar enriquecidos com gérmen de trigo foram realizados em

ambos sentidos de cruzamento. No cruzamento entre machos D. arizonae e fêmeas D.

mulleri, em 35 tubos com 28 casais cada, foram obtidos 51 machos e 16 fêmeas

híbridos. No sentido inverso de cruzamento, entre machos D. mulleri e fêmeas D.

arizonae, foram obtidos 11 machos e 09 fêmeas híbridos a partir de 57 tubos com 28

casais cada. À produção de híbridos utilizando as fêmeas D. mulleri e machos D.

arizonae foi maior do que a obtida no sentido inverso. Esses resultados confirmam
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dados anteriores de cruzamentos entre fêmeas D. mulleri e machos D. arizonae já

relatados por CROW (1942), PATTERSON (1947), BICUDO & RICHARDSON

(1978), bem como os resultados de BAFFI & CERON (2002) envolvendo cruzamentos

nos dois sentidos. Esses últimos autores também relataram maior produção de híbridos

em cruzamentos envolvendo fêmeas D. mulleri e machos D. arizonae.

Machos e fêmeas híbridos e das espécies parentais foram analisados por

eletroforese em gel de poliacrilamida quanto ao padrão da esterase Est­5, uma enzima

dimérica, que tem especificidade pelo B­naftil acetato. As linhagens parentais são

homozigotas para os alelos que codificam as enzimas Est­5* (em D. mulleri) e Est­5"

(D. arizonae). Já nos híbridos obtidos em ambos sentidos de cruzamento, são

observadas 3 bandas para a Est­5 (Figura 1 A e B). A banda intermediária dos híbridos

corresponde à formação de um heterodímero intraloco interespecífico derivado da

associação de uma cadeia “slow” codificada pelo alelo Est­5º de D. mulleri, e uma

cadeia “fast” codificada pelo alelo Est­5" proveniente de D. arizonae. Esses resultados

suportam fortemente a obtenção dos híbridos nos dois sentidos de cruzamento.

­ Integridade e pureza do RNA total

Uma alíquota contendo 1 ug do RNA total obtido pelo método do TRIZOL foi

inicialmente utilizada para verificação da integridade do material extraído. Uma banda

bem definida foi observada em eletroforese em gel de agarose a 1,0%. Esses resultados

são mostrados na figura 2 para machos D. arizonae, fêmeas D. mulleri e machos e

fêmeas híbridos nesse sentido de cruzamento. Os mesmos resultados foram obtidos para

o sentido inverso (não apresentados). Esses dados são similares aos de BROCHETTO­

BRAGA (2004) para a extração do RNA total de formigas lava­pés, Solenopsis

saevissima, em que apenas uma banda do rRNA foi observada.
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Figura 1: Padrão de esterases em híbridos interespecíficos entre D. mulleri e D.

arizonae visualizados em géis nativos de poliacrilamida a 10%. (A) Cruzamentos

envolvendo machos D. arizonae e fêmeas D. mulleri: 1) Macho parental D. arizonae; 2)

Fêmea parental D. mulleri; 3 a 5) Machos híbridos; 6 a 8) Fêmeas híbridas. (B)

Cruzamentos envolvendo machos D. mulleri e fêmeas D. arizonae: 1) Macho parental

D. mulleri; 2) Fêmea parental D. arizonae; 3 e 4) Machos híbridos; 5 e 6) Fêmeas

híbridas.

FS
AVAVAV

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



Resultados 31

Figura 2: Gel de agarose a 1,0% em tampão TAE 1x corado com brometo de etídeo e

visualizado sob transluminador de ultravioleta. Bandas ribossômicas a partir de material

de extração de RNA. Parentais e híbridos provenientes do cruzamento entre machos D.

arizonae e fêmeas D. mulleri. 1) Macho parental D. arizonae; 2) Fêmea parental D.

mulleri; 3) Macho híbrido; 4) Fêmea híbrida.
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Na figura 3, observa­se que amostras de RNA total tanto de espécies parentais

como híbridos tratados com DNase não produziram quaisquer fragmentos amplificados

após a reação de PCR utilizando­se os primers específicos para a região ITS­1,

indicando que o RNA extraído não contém vestígios de DNA. Por outro lado, amostras

de DNA genômico das espécies parentais e híbridos originaram fragmentos

amplificados para a região ITS­1 de 500 pb utilizando­se o DNA de D. arizonae ou 600

pb no caso de D. mulleri. Já para os machos e fêmeas híbridos, independentemente do

sentido de cruzamento, a amplificação do DNA genômico apresentou dois fragmentos

de 500 e 600 pb, o que confirma, mais uma vez, a identidade dos híbridos.

­ Amplificação do cDNA para região ITS­1

O RNA total, tratado com DNase, foi submetido a uma reação de RT­PCR

utilizando o primer R que se associa à extremidade da região do rDNA 5,88, originando

uma fita simples de cDNA que engloba a região ITS­1. Após um segundo ciclo de PCR,

os cDNAs correspondentes à região ITS­1 obtidos a partir da amplificação do RNA

total de híbridos e das espécies parentais foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1%, corados com brometo de etídeo e visualizados sob luz ultra­violeta

(Figuras 4 A e B).

Observa­se na figura 4A que o cDNA correspondente à região ITS­1 obtido a

partir do RNA total dos machos D. arizonae apresenta um tamanho em torno de 500 pb.

Para as fêmeas D. mulleri, o fragmento amplificado nas mesmas condições tem um

comprimento de 600 pb. No cruzamento entre machos D. arizonae e fêmeas D. mulleri,

tanto em machos como em fêmeas híbridos, observa­se um fragmento amplificado
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600 pb —
500 pb —

Figura 3: Amplificação da região ITS­1 em D. mulleri, D. arizonae e seus híbridos

obtidos dos cruzamentos entre machos D. mulleri e fêmeas D. arizonae visualizados em

gel de agarose a 1,5% em tampão TAE 1x corado com brometo de etídeo. L) Ladder

(marcador de peso molecular); 1) DNA de macho parental D. mulleri; 2) RNA total de

macho parental D. mulleri tratado com DNase; 3) DNA de fêmea parental D. arizonae;

4) RNA total de fêmea parental D. arizonae tratado com DNase; 5) DNA de macho

híbrido; 6) RNA total de macho híbrido tratado com DNase; 7) DNA de fêmea híbrida;

8) RNA total de fêmea híbrida tratado com DNase.
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Figura 4: Gel de agarose a 1,5% em tampão TAE 1x corado com brometo de etídeo de

cDNAs obtidos a partir do RNA total de D. mulleri, D. arizonae e de seus híbridos. L)

Ladder (marcador de peso molecular); W) Controle negativo (água). (A) Cruzamentos

no sentido macho D. arizonae e fêmea D. mulleri: 1) Macho parental D. arizonae; 2)

Fêmea parental D. mulleri; 3) Macho híbrido; 4) Fêmea híbrida. (B) Cruzamentos no

sentido macho D. mulleri e fêmea D. arizonae: 1) Macho parental D. mulleri; 2) Fêmea

parental D. arizonae; 3) Macho híbrido; 4) Fêmea híbrida.
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correspondente ao cDNA da região ITS­1 com tamanho de 500 pb. Esses resultados

indicam que esse cDNA foi obtido a partir de um transcrito primário de RNA

proveniente de D. arizonae.

Na figura 4B, observa­se que o cDNA correspondente à região ITS­1 obtido a

partir do RNA total dos machos D. mulleri apresenta um tamanho em torno de 600 pb.

Para as fêmeas D. arizonae, o fragmento obtido a partir do RNA total por RT­PCR tem

um comprimento de 500 pb. No cruzamento entre machos D. mulleri e fêmeas D.

arizonae, os machos e as fêmeas híbridos apresentam uma banda intensamente corada,

de 500 pb, que corresponde ao fragmento amplificado referente à região ITS­1 de D.

arizonae. Uma segunda banda, de menor intensidade, também pode ser observada

nessses híbridos e apresenta um tamanho de 600 pb que corresponde ao fragmento da

região ITS­1 de D. mulleri. Nos machos híbridos destes cruzamentos, o fragmento

amplificado de 600 pb pode ser atribuído à uma pequena taxa de transcrição dos cistrons

para o rRNA presentes no microcromossomo do macho parental D. mulleri. Já nas

fêmeas híbridas, este fragmento amplificado corresponde à transcrição dos cistrons

ribossomais provenientes do cromossomo X do macho parental D. mulleri. Esses

resultados sugerem que nesse sentido de cruzamento (fêmeas D. arizonae versus

machos D. mulleri) ocorre uma ativação preferencial do conjunto dos genes dominantes

para o rRNA que, nesse caso, provém da fêmea parental D. arizonae.

Discussão

Em Drosophila e outros drosofilideos, a localização das NORs, às quais o

nucléolo se associa, é caracterizada por vários padrões: NORs presentes nos

cromossomos sexuais X e Y, como observado em D. melanogaster, D. simulans e D.
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hydei (SPEAR, 1974; MOHAN, 1977; HENNIG et al, 1975; LOHE & ROBERTS.

1990; SEMIONOV & MARKOVA, 1997), NORs restritas ao cromossomo X, como em

D. virilis (ENDOW & GALL, 1975; McKEE & KARPEN, 1990), NORs presentes no

cromossomo X e ao microcromossomo, observado em espécies do complexo mulleri do

grupo repleta, como D. mulleri, D. arizonae, D. aldrichi, D. navojoa, D. mojavensis e

D. wheeleri (BICUDO, 1981; BICUDO & RICHARDSON, 1977) e em Zaprionus

indianus (GUPTA & KUMAR, 1987), NORs localizadas no cromossomo Y e no

microcromossomo em D. nasuta nasuta e D. nasuta albomicans (McKEE, 1996;

HAGELE & RANGANATH, 1983) e NORs restritas ao microcromossomo,

representado por D. tumiditarsus (SINIBALDI & CUMMINGS, 1981; LINARES et al,

1991).

Nas espécies do complexo mulleri, os genes ribossômicos se agrupam tanto na

NOR principal do cromossomo X, como na NOR secundária do microcromossomo

(BICUDO, 1985; BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981; BAFFI & CERON, 2002).

A NOR localizada no microcromossomo é ativada em condições especiais como, por

exemplo, nos híbridos interespecíficos (BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981).

A heterogeneidade da estrutura do rDNA é principalmente devida à diferença de

tamanho dos espaçadores internos transcritos ITS­1 e ITS­2. Nos insetos, a

variabilidade de tamanho desses espaçadores que em algumas situações se deve à

inserção de elementos transponíveis (TOVAR er al,2000), tem permitido a

identificação de várias espécies crípticas, como por exemplo entre espécies de

mosquitos do complexo maculipennis do gênero Anopheles (MARINUCCI et al., 1999).

Nas espécies do complexo mulleri do grupo repleta, D. arizonae e D. mulleri podem ser

diferenciadas pelo tamanho da região intergênica ITS­1 (BAFFI & CERON, 2002).

Essa diferença de tamanho permitiu a utilização da região ITS­1 como um marcador
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molecular de transcrição em híbridos interespecíficos entre D. mulleri e D. arizonae, e

com isso, a possibilidade de se avaliar a dominância nucleolar de D. arizonae sobre D.

mulleri em nível de transcrição dos cistrons ribossômicos. Análises da transcrição do

rDNA também foram realizadas em plantas, como por exemplo em híbridos entre

espécies do gênero Brassica (CHEN & PIKAARD, 1997) e em híbridos de Arabidopsis

thaliana (LEWIS et al., 2004).

A dominância nucleolar é um fenômeno epigenético que resulta na ativação

preferencial de um conjunto de genes para o rRNA de um parental dominante, em

cruzamentos interespecíficos (CHEN er al, 1998; LEWIS et al, 2004). Os dados da

figura 4A indicam que os machos híbridos obtidos do cruzamento entre machos D.

arizonae e fêmeas D. mulleri apresentam um fragmento de 500 pb amplificado por RT­

PCR a partir do RNA total, o qual corresponde ao cDNA da região ITS­1 de D.

arizonae, indicando que, nesse caso, a formação da NOR foi determinada por genes

herdados do microcromossomo proveniente do macho D. arizonae parental que

suprimiu a atividade da NOR do cromossomo X proveniente da fêmea parental D.

mulleri. Em fêmeas híbridas, o cromossomo X da fêmea parental D. mulleri teve sua

atividade suprimida em relação ao cromossomo X proveniente do macho parental D.

arizonae. Em ambos os casos, não foram detectados vestígios de expressão do rDNA

proveniente da fêmea parental D. mulleri.

Na figura 4B, que mostra os resultados do cruzamento de sentido inverso

(machos D. mulleri versus fêmeas D. arizonae), observa­se tanto em machos como em

fêmeas híbridas uma taxa de transcrição maior dos cistrons para o rRNA derivados do

parental D. arizonae, indicando que, nesse caso, ocorra uma dominância nucleolar

parcial. Em híbridos entre trigo e centeio ocorre uma mudança de dominância nucleolar

do trigo sobre o centeio para codominância, dependendo de alterações na localização da
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NOR originária do centeio (VIEIRA, 1990). Outros estudos indicam que embora seja

bem estabelecida a dominância nucleolar em híbridos entre linhagens de À. thaliana,

esse fenômeno não ocorre em todas as células na situação recíproca, indicando, nesse

caso, a existência de um processo estocástico na ativação de cistrons para o rRNA

(LEWIS et al., 2004).

Várias hipóteses tentam explicar o fenômeno da dominância nucleolar. Uma

delas é que genes dominantes possuem mais ativadores transcricionais, resultando em

uma competição entre genes ribossômicos. Outro fator pressupõe que a maquinaria de

transcrição dos genes ribossômicos pela RNA polimerase I evolui mais rapidamente

entre as espécies do que a maquinaria para as outras duas classes de polimerases. Isso

leva a efeitos de dominância baseados na inabilidade aparente de um fator de

transcrição chave de uma espécie reconhecer o promotor do gene ribossomal da outra

espécie, denominado “fator espécie­específico”.

Outra hipótese para explicar a dominância nucleolar é do acentuador não

balanceado (“enhancer imbalance hypothesis”) no qual elementos repetitivos no DNA

adjacentes ao promotor da RNA polimerase I atuam como acentuadores independentes

de posição e orientação em oócitos e embriões iniciais. Esses acentuadores ligam­se a

um ou mais fatores de transcrição que interagiriam com a sequência promotora para

ligação da enzima (PIKAARD, 2000 a; b; PIKAARD et al., 1990).

Em vertebrados e plantas, a metilação de citosinas é frequentemente

correlacionada com o silenciamento gênico. Evidências em trigo e centeto mostraram

que os genes de rTRNA de NORs dominantes são menos metilados do que genes de

TRNA das NORs reprimidas (NEVES er al.,1995), embora isso não tenha sido

observado em híbridos de Xenopus, fazendo com que o papel da metilação no processo

de dominância nucleolar seja controverso (PIKAARD, 2000 a; b).
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Modificações em histonas que envolvem o DNA também podem desempenhar

funções de regulação na dominância nucleolar. À acetilação ou a desacetilação de

lisinas na região amino­terminal de várias histonas, principalmente histonas H3 e H4,

parecem controlar a atividade gênica, alterando o acesso de fatores de transcrição aos

sítios de ligação na superfície do nucleossomo (PIKAARD, 1999). A hiperacetilação de

histonas está associada à maior atividade dos genes. Estudos bioquímicos recentes têm

sugerido uma combinação entre o padrão de metilação de citosinas e o de acetilação de

histonas no processo de dominância nucleolar. Entretanto, novos estudos devem ser

realizados para se determinar se o fenômeno da dominância nucleolar pode, pelo menos

em alguns organismos, estar associado à submetilação de citosinas, acetilação de

histonas, ou a ambos os processos.

Como salientado, a dominância nucleolar pode ser atribuída a diversos fatores

cujos efeitos se refletem em nível transcricional. O presente trabalho abre a perspectiva

de se analisar quais dos mecanismos de regulação estariam atuando neste processo em

Drosophila. Contudo, como ressaltado por LEWIS er al. (2004), a dominância nucleolar

corresponde a um fenômeno complexo no qual as NORs, e não apenas os genes

individuais para o rRNA, sejam provavelmente as unidades de regulação.
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4.1. CONCLUSÕES GERAIS

Este trabalho permitiu analisar em nível de transcrição o fenômeno da

dominância nucleolar entre D. arizonae e D. mulleri avaliadas nos híbridos

obtidos em ambos os sentidos de cruzamentos.

Análise da transcrição da região intergênica transcrita, ITS­1, mostrou que

os cistrons do rRNA presentes no cromossomo X e no microcromossomo de

D. arizonae são preferencialmente transcritos nos híbridos.

Nos machos híbridos provenientes do cruzamento entre fêmeas D. mulleri e

machos D. arizonae, os cistrons do rRNA presentes no microcromossomo

derivado de D. arizonae suprime totalmente a atividade transcricional dos

cistrons oriundos do cromossomo X de D. mulleri.

Nas fêmeas híbridas provenientes do cruzamento entre fêmeas D. mulleri e

machos D. arizonae, os cistrons do rRNA do cromossomo X originário de

D. arizonae é ativado enquanto o conjunto dos cistrons do rRNA presente

no cromossomo X de D. mulleri permanece totalmente silenciado.

Os híbridos do cruzamento recíproco, envolvendo fêmeas D. arizonae

versus machos D. mulleri, mostraram uma dominância nucleolar parcial de

D. arizonae sobre D. mulleri. Nesse caso, tanto os machos quanto as fêmeas
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híbridos apresentam uma baixa taxa de transcrição dos cistrons oriundos ou

do cromossomo X de D muleri (nas fêmeas híbridas) ou do

microcromossomo desta espécie (nos machos híbridos).

Este estudo abre perspectiva de se estabelecer os mecanismos de regulação

envolvidos no fenômeno de dominância nucleolar em híbridos das espécies

pertencentes ao complexo mulleri do grupo repleta, especialmente entre D.

arizonae e D. mulleri.
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6.1. RESUMO

Drosophila mulleri e D. arizonae são espécies crípticas pertencentes ao

complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta cujas isolinhagens cruzam­se

em laboratório, em ambos os sentidos. Este trabalho teve como principal objetivo a

análise da dominância nucleolar em híbridos interespecíficos provenientes dos

cruzamentos entre Drosophila mulleri e D. arizonae, baseado na amplificação da região

intergênica não codificadora transcrita ITS­1 como marcador molecular da transcrição

dos cistrons de rDNA. D. mulleri e D. arizonae podem ser diferenciadas quanto ao

comprimento da região ITS­1. Em D. mulleri o fragmento amplificado para essa região

tem 600 pb enquanto em D. arizonae corresponde a 500 pb. A amplificação do cDNA

por RT­PCR do RNA total extraído das espécies parentais e híbridos seguida de reação

de PCR para a obtenção da região correspondente ao ITS­1, mostrou que os cistrons

ribossômicos presentes no cromossomo X e no microcromossomo de D. arizonae são

preferencialmente ativados nos machos e fêmeas híbridos em ambos os sentidos de

cruzamento. Esses resultados confirmam, a nível molecular, o fenômeno de dominância

nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri.
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7.1. ABSTRACT

D. mulleri and D. arizonae are sibling species belonging to the mulleri complex

of the mulleri subgroup of repleta group. These species can be intercrossed in laboratory

on both direction. This work analyzes the nucleolar dominance in interspecific hybrids

from crosses between D. mulleri and D. arizonae, based on the amplification of the

intergenic noncoding transcribed spacer, ITS­1, as molecular marker of the rDNA

cistrons transcription. D. mulleri and D. arizonae can be distinguished from the lenght

of the ITS­1 region. In D. mulleri the ITS­1 spacer is 600 bp in length, whereas in D.

arizonae this spacer is 500 bp in lenght. The amplification by RT­PCR of the total RNA

isolated from adult flies of the parental species and hybrids followed by PCR reaction in

order obtain the correspondent ITS­1 cDNA, showed that the ribosomal DNA cistrons

in the X chromosome and microchromosome from D. arizonae are preferencially

activated in the hybrid males and females in both directions of crosses. These results

confirm the phenomenon of nucleolar dominance of D. arizonae over D. mulleri at the

molecular level.
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