I_.ﬂ,ﬂ_ﬂ'ﬂnqcf‘ ”’k

..\n...uu.“..u -t JJ:M.&T\JA\-

R =?’!‘7!’Qﬁ a1t ===-n=-::_§v-ﬂ'-:-[nnﬂ

- e \.rm-—l-\n.f‘.-:

b.- i..ﬂ-ﬂ‘uv i

S DEC

L et =

Ll i e wadie L

.!. “"’-F!#ﬂﬂ ’"r#‘

; i F -
WitllamiVilsil i W _-‘\- i .ﬁ‘-

)

et B D)

mullsri £ D, erizonae

=0 BPRETDH
FREWY 1 BN B S

ms I




5

6

1910001398

T

AVA
AVAVAY

q unespw.l 12 13 14 15

16

17

18



By .
unesp “ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
IBILCE - Campus Sdo José do Rio Preto

JULIANA MONTA LAGE

ANALISE TRANSCRICIONAL DA DOMINANCIA
NUCLEOLAR EM HIBRIDOS INTERESPECIFICOS
OBTIDOS DE CRUZAMENTOS ENTRE

Drosophila mulleri E D. arizonae

Dissertacdo apresentada
para a obtencio do Grau

de Mestre em Genética

Orientador: Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron

SAO JOSE DO RIO PRETO
2005




O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério

de Genética Bioquimica, do Departamento de Quimica
e Ciéncias Ambientais, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) de Sio José do Rio
Preto, da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
sob orientacio do Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron, com
auxilio financeiro da Coordenaciao de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Z ¢:¢‘v
cm 1 2 3 4 5 6 q unesp 1012 13 14 15 16 17 18



Agradecimentos

Virias pessoas passaram por mim durante esses dois anos de trabalho e

deixaram suas marcas e contribui¢des para que tudo tivesse o melhor final possivel. Ea

essas pessoas a quem dedico este trabalho e por quem sinto enorme gratiddo. A todas
elas, o0 meu verdadeiro obrigado!

v Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Ceron por quem guardo grande admirag¢do, por
ter me aceito como sua aluna e por todo auxilio e boa vontade que sempre teve comigo.
Pelo seu exemplo de profissionalismo, pelo incentivo constante a vencer os obstaculos.
Um verdadeiro amigo que entendeu € ajudou a superar os momentos mais dificeis
desses ultimos anos.

v A Profa. Dra. Paula Rahal pela grande ajuda no projeto, por permitir o uso de
seu laboratorio, dispensando para isso, tanto espago como grande aten¢do e interesse.
Pelas palavras de estimulo e pela boa vontade em me ajudar a solucionar as duvidas.

v A Profa. Dra. Claudia Marcia Aparecida Carareto pelo incentivo e boas
idéias tanto na disciplina, como nas reunides dos laboratérios € até mesmo nos
corredores do departamento.

v A Profa. Dra. Hermione E. M. C. Bicudo pelo grande incentivo e tudo o que
ja fez pela pesquisa, principalmente na area estudada.

v A amiga Leliane Silva Commar pelo grande auxilio na obteng@o de hibridos,
pela disposi¢@o em ajudar a qualquer momento e, principalmente, pela amizade.

v" Ao Luiz Gustavo Aratjo Gardinassi pela grande ajuda com a técnica, por ter

me acompanhado sem se incomodar, disponibilizando seu tempo.




v" Ao Marcos de Lucca Junior pela grande ajuda principalmente nos momentos
de maiores duvidas, a quem eu sempre recorri € sempre me incentivou da melhor
maneira possivel.

v A Paola J. Scarin Provazzi pela grande ajuda com a técnica nos momentos
em que tudo parecia que ndo daria certo

v Ao Prof. Dr. José Osmar Gaspar e a Profa. Dra. Priscila Bellintani e demais
estagidrios que sempre me atenderam muito bem, disponibilizando tempo e ateng@o com
as fotos.

v A Profa. Dra. Maria Elisabete Jorge Amaral que disponibilizou seu

laboratério e pela sua simpatia.

v A Melissa Nunes Mizziara e a2 Nedénia Stafuzza, alunas do Laboratério de

Gendmica Comparativa, pela grande atengdo e disponibilidade nas revelagdes das fotos.

v’ A Luciane Madureira, pela ajuda e disponibilidade em relag@io & técnica.

v" A Profa. Dra. Claudia R. Bonini Domingos que também disponibilizou seu
laboratério para as revelagdes das fotos, e pela atengdo e simpatia.

v' Ao Carlos Fabian Mendiburu e a4 Paula Juliana Antoniazzo Zamaro que
também disponibilizaram aten¢do em revelagdes de fotos.

v A Profa. Dra. Giséle Manganelli Fernandes, do Departamento de Letras
Modernas deste Instituto, pelo auxilio na tradugédo do Abstract.

v" Ao amigo Luis Gustavo da Concei¢do Galego, pela sua amizade, atengdo,
conselhos e todo tipo de ajuda que sempre veio com carinho e boa vontade.

v' Ao Hamilton, pela ajuda em todos os momentos, e pela constante
preocupacao.

v Ao Vitor e ao Rafael, pela companhia, discussdes pertinentes e muitos risos

que alegram a nossa vida.




v A Eliani Nobuco Ikeguchi Ohira, técnica do laboratério, pela grande ajuda,
incentivo e idéias.

v A Elisabeth, mais conhecida como D. Betinha, que tdo gentilmente e com
tanto carinho me atendeu e colaborou para que tudo desse certo.

v Aos Professores do Programa de P6s-Graduagdo em Genética, que direta ou
indiretamente ajudaram para que esse trabalho tivesse €xito, minha admiragdo e
respeito por todos.

v Aos funcionérios da Se¢do de Pds-Graduagdo, que sempre me receberam
com ateng¢#o e carinho.

v As companheiras de mestrado Francine, Mércia, Marilia, Nathdlia e Tatiana,
pela companhia e amizade. Desejo a vocés boa sorte!

v Aos técnicos Sebastido e Paulo, que preparavam os meios de cultura, pela
disponibilidade de ajudar no momento em que mais precisei.

v" A Diregio do IBILCE pelo apoio ao Programa.

v A CAPES pelo auxilio financeiro.

v" A minha prima, Profa. Dra. Ana Liicia Marsilio, pelo incentivo que sempre

recebi da sua parte, e por ser um exemplo na minha vida.

v' Aos meus pais que sempre me incentivaram, principalmente nos momentos
em que tudo parecia dar errado, e jamais me deixaram desistir.

v Ao meu irmdo, Gabriel, pelo incentivo e por seu carinho.

v' Ao meu namorado, Rafael, pelo seu carinho, ateng@o e paciéncia tanto na
minha auséncia quanto para me escutar nos momentos de maiores dificuldades.

v" A Deus, pela vida e pelo dom do conhecimento. Agradego por tude o que
Ele me ajudou durante esse periodo.

A todos, 0 meu sincero e mais concreto muito obrigada!




“Nzo sei como o mundo me vé€, mas me sinto como um menino andando pela praia,

achando aqui e ali uma pedrinha mais lisa € uma concha mais bonita, tendo ainda pela

frente o grande oceano da Verdade.”

Isaac Newton (1643-1727)

AVA
AVAVA

1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



I. Introducio
1.1. Origem do grupo repleta

1.2. DNA e RNA ribossomicos

1.3. Regides organizadoras nucleolares

1.4. Dominancia nucleolar

IL. Objetivos

2.1. Objetivos
I11. Resultados

IV. Conclusdes

4.1. Conclusdes gerais

V. Referéncias Bibliograficas Gerais

5.1. Referéncias Bibliograficas Gerais

VI. Resumo

6.1. Resumo

VII. Abstract

7.1. Abstract

2 3 4 5 9 i unesp

AVA
AVAVA

1012 13 14 15 16 17 18



Introdugdo 8

5

6

'unesp

I. INTRODUCAO

AVA
AVAVAL

m.l 12 13 14 15 16

17

18



Introdugdo 9

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

Os dados da literatura indicam que a familia Drosophilidae sofreu varias

radiagdes durante o periodo Eoceno, uma das quais deu origem ao género Drosophila,

ha aproximadamente 60 milhdes de anos. A extensa diversificagdo de grupos dentro
desse género, observada atualmente, é resultante de derivagdes sucessivas em periodos
posteriores. Uma dessas radiagdes, denominada radiagdo virilis-repleta, originou o
grupo repleta no continente americano (THROCKMORTON, 1975). Esse grupo ¢
constituido atualmente por no minimo 96 espécies, que ocupam diferentes habitats.
Quase a metade dessas espécies sdo cactofilicas na natureza, isto é, realizam o ciclo de
vida utilizando-se de cactos em decomposigdo e por esta razdo sua distribui¢do depende
da distribuicdo desses vegetais, caracteristica que tem permitido a varias espécies do
grupo repleta ocuparem os desertos e zonas semi-aridas do Novo Mundo
(WASSERMAN, 1982; 1992; ETGES et al., 2001; TIDON-SKLORZ & 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 subdivide-se em cinco complexos (mulleri,
buzzatii, eremophila, meridiana e anceps). O complexo mulleri esta subdividido em
quatro clusters (mojavensis, mulleri, longicornis e ritae). No cluster mojavensis,
encontram-se as espécies Drosophila mojavensis, D. arizonae e D. navojoa. No cluster
mulleri estdo as espécies D. mulleri, D. aldrich, D. whelleri, D. nigrodumosa, D.

huaylasi, D. mayaguana, D. straubae e D. parisiena (DURANDO et al., 2000).
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As espécies utilizadas neste trabalho, D. mulleri e D. arizonae, pertencem ao

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

cripticas, simpatricas, adaptadas a regioes aridas, onde se utilizam de varias espécies de
cactos € que apresentam isolamento reprodutivo na natureza. D. mulleri ocorre nos
Estados do Texas e Florida nos Estados Unidos, nos desertos do México, Jamaica e em
Cuba. A area de distribuigao de D. arizonae abrange os Estados do Arizona e Novo
Meéxico, Estados Unidos, e o Estado de Sonora no México (PATTERSON & STONE,
1952). Experimentos iniciais de hibridizagdo em laboratorio entre essas espécies
utilizando-se cruzamentos em massa descreveram a obteng¢do de hibridos entre fémeas
D. mulleri e machos de D. arizonae, sendo incompativel o cruzamento reciproco.
CROW (1942) e PATTERSON (1947) obtiveram apenas machos hibridos estéreis
nesses cruzamentos, enquanto BICUDO & RICHARDSON (1978) obtiveram machos
hibridos estéreis e fémeas hibridas férteis. Em estudos mais recentes utilizando-se as
mesmas linhagens de laboratorio para D. mulleri e D. arizonae estudadas por BICUDO
& RICHARDSON (1978), BAFFI & CERON (2002) relataram a produgdo de hibridos
entre essas espécies nos dois sentidos de cruzamento, sem entretanto, investigar a
fertiidade desses hibridos. A divergéncia no desenvolvimento entre D. mulleri e D.
arizonae pode ser devido a utilizagdo de substratos em diferentes periodos de vida de
uma gera¢do. No laboratorio verificou-se que D. mulleri e D. arizonae diferem no
tempo de desenvolvimento por cerca de dois dias. Hibridos resultantes do cruzamento
entre fémeas D. mulleri € machos D. arizonae apresentam periodo de desenvolvimento
mais rapido do que D. mulleri e mais lento do que D. arizonae. Algumas modificagoes
observadas em hibridos interespecificos desse sentido de cruzamento, como

caracteristicas no sistema reprodutivo em machos, refletem o grau de divergéncia entre

as espécies (BICUDO & RICHARDSON, 1978). A sele¢do do habitat foi proposta
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como um fator potencial no isolamento reprodutivo entre essas espécies, possivelmente
como um fator crucial na especiagdo simpatrica (MAYNARD-SMITH, 1966;
RICHARDSON, 1974; RICHARDSON & SMOUSE, 1975; BUSH, 1974, 1975 apud
BICUDO & RICHARDSON, 1978).

Uma caracteristica envolvendo as espécies do complexo mulleri é o fendmeno

de dominéncia interespecifica quanto a atividade organizadora nucleolar (BICUDO,

1979; 1981 a, b). Dominancia nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi inicialmente
descrita em hibridos obtidos de cruzamentos entre f€meas D. mulleri ¢ machos D.
arizonae, com base em analises citogenéticas dos cromossomos politénicos de glandulas
salivares em larvas hibridas (BICUDO & RICHARDSON, 1977; 1981). Esse assunto

sera retomado nesse trabalho com uma abordagem a nivel da transcrigdo do rDNA.

1.2. DNA E RNA RIBOSSOMICOS

O ribossomo € uma organela formada pela unido de duas subunidades presentes
no citosol a partir de diversas proteinas e alguns acidos ribonucleicos, que pode ser
encontrada tanto livre no citoplasma como aderida ao reticulo endoplasmatico, e tem a
funcdo de dirigir a tradu¢do de um RNA mensageiro em uma seqiiéncia de aminoacidos
das proteinas. A biossintese dos ribossomos envolve a produgdo altamente regulada de
quatro tipos de RNAs ribossomicos e aproximadamente 120 diferentes tipos de
proteinas. A regulagdo apropriada dos genes codificadores dos virios tipos de RNA e

das proteinas ribossomicas ¢ fundamental para a fisiologia celular.
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O DNA ribossomico (rDNA), com sua estrutura basica conservada entre

eucariotos, € arranjado nas regides organizadoras nucleolares como uma familia

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

seqiiéncias conservadas maduras dos rRNAs 18S, 5,8S e 288, intercaladas com regides

espagadoras que serdo processadas, sendo essas regides pouco conservadas entre as
espécies. Nos insetos, incluindo o género Drosophila, as regides intercalantes entre as
unidades repetitivas podem ser sitios de inser¢do de elementos transponiveis do tipo I
(JAKUBCZAK et al., 1990). O tamanho médio da unidade repetitiva varia entre 13,5 a
14 kb em D. arizonae (TOVAR et al., 2000). As unidades repetitivas ou unidade de
transcrigdo do rDNA sdo compostas de uma regido ETS (External Transcribed Spacer),
uma regido madura do rRNA 188, a regido interna transcrita para ser processada, ITS-1
(Internal non Coding Transcribed Spacer), a regido madura do rRNA 5,8S, uma segunda
regido interna transcrita para ser processada, denominada ITS-2, a regiio madura do
rRNA 28S e, finalmente, a regido intergénica nfo transcrita, IGS (Intergenic non
transcribed Spacer), que separa uma unidade repetitiva de outra. O esquema 1, abaixo,
apresenta a organizagdo do rDNA em eucariotos (TAUTZ et al. 1988; HILLIS &

DIXON, 1991; POLANCO et al. 1998).

5,8S

Esquema 1: Organiza¢do do rDNA em eucariotos.

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

uma unica molécula precursora de 45S. A maturagdo dos rRNAs ocorre por uma
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clivagem ordenada e remog¢do das seqiiéncias espagadoras internas (GERBI, 1985,

SCHOTTERER et al., 1994). Embora os espagadores apresentem divergéncia evolutiva

rapida e ndo tenham fungdes consideradas (SCHLOTTERER ef al., 1994), a anilise

funcional das regides ITS-1 e ITS-2 em leveduras e outros organismos mostrou clara
evidéncia de papel desses espagadores no processamento do RNA 45S primdrio. O
espagador ITS-1 € requerido para o processamento das extremidades 3’ do rDNA 18S e
5’ da molécula de 5,8S, enquanto ITS-2 € requerido para o processamento da
terminagdo 3’ do 5,8S e 5’ da molécula de 28S. Além disso, estudos em levedura
indicam que a estrutura secundaria desses espagadores ¢ importante para o
processamento (van der SANDE et al., 1992). POLANCO et al. (2000) consideram que
a regido IGS pode estar sofrendo o mesmo processo evolutivo como os espagadores
ITSs com mudangas intracromossdmicas mais freqiientes do que intercromossdmicas.

Virios trabalhos indicam que ha uma grande variabilidade das regides
intergénicas transcritas ITS-1 e ITS-2, mesmo entre espécies relacionadas. Uma anélise
comparativa de seqiiéncias das regides ITSs, utilizando-se primers que se associam as
regides altamente conservadas 18S e 28S de cinco espécies de Drosophila do subgrupo
melanogaster, mostrou um padrdo distinto de divergéncia e conservagdo, indicando que
alguns trechos nessas seqiiéncias sdo mais conservados do que outros, € que as
seqiiéncias, como um todo, podem ser utilizadas para o estabelecimento de uma
filogenia molecular desse conjunto de espécies. Essas anilises 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).

Virios trabalhos tém mostrado variagdes de tamanho para as regides ITS-1 e
ITS-2 em Drosophila, sendo que para algumas espécies, essas diferencas podem ser

atribuidas a inser¢do de elementos transponiveis (JAKUBCZAK et al,, 1990; TOVAR
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et al, 2000). Transposons R1 e R2, encontrados freqiientemente no rDNA 28S de
artropodes, sio filogeneticamente estaveis em linhagens de insetos e sdo herdados por
transmissdo vertical ha aproximadamente mais de 600 milhdes de anos (GENTILE et al.
2001; PEREZ-GONZALEZ, 2003). Diversos estudos sugerem que a abundincia e
persisténcia de R1 e R2 sdo afetadas por mecanismos de recombinagdo, sendo a taxa de

eliminagdo maior do que a observada em outros elementos transponiveis inseridos no

genoma (PEREZ-GONZALEZ, 2003).

Entre as espécies do complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta,
uma diferenga de tamanho na regido ITS-1 foi observada entre D. mulleri e D. arizonae.
Em D. mulleri, essa regido intergénica transcrita apresenta um comprimento de 600
pares de base (pb) ao passo que em D. arizonae essa regido corresponde a 500 pb

(BAFFI & CERON, 2002).

1.3.REGIOES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES

Nos eucariotos, as regides organizadoras nucleolares (NORs) sdo /loci
cromossOmicos em que centenas ou milhares de genes para os RNAs ribossdmicos estdo
arranjados em “tandem” e aos quais os nucléolos se associam. Em cromossomos
metafasicos corados, as regides organizadoras nucleolares podem ser identificadas
porque se coram menos e, por isso, sdo chamadas de constrigbes secundarias. As
constrigdes secundarias surgem devido a transcrigdo continua dos genes do RNA,
interferindo na condensagdo cromossomica. O tamanho e o nimero de NORs variam

enormemente em diferentes tipos de células e podem mudar em uma unica célula,
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ocupando até 25% do volume nuclear total em células que produzem grande quantidade
de proteinas. A organizagdo das seqiiéncias do DNA ribossdmico e os mecanismos
envolvidos na regulagdo da atividade dos cistrons ribossomicos também podem variar
entre as espécies nos diferentes tipos celulares.

Os genes ribossdmicos formam seqiiéncias repetidas em cada regido

organizadora nucleolar, constituindo o que se chama de familia multigénica, 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 familias génicas
que possuem milhares de membros, sdo altamente homogéneas em seqiiéncias
nucleotidicas. Seria esperado que genes miltiplos de uma familia evoluissem
independentemente, de modo que comparagdes entre copias diferentes dentro de uma
espécie fossem tdo divergentes quanto a divergéncia encontrada entre loci homélogos
em espécies diferentes. No entanto, a homogeneidade encontrada em comparagdes
paralogas implica que os membros de uma familia génica dentro de uma espécie ndo
evoluem independentemente. Isto pode ser explicado pressupondo-se que todos os
membros de uma familia génica descenderam de uma seqiiéncia nucleotidica ancestral
comum, depois que as varias espécies divergiram uma das outras. Sendo assim, devem
existir mecanismos que homogeneizam os membros de familias génicas. Esses
mecanismos de homogeneizagio sdo determinados através de um fendémeno conhecido
como evolucdo combinada ou evolugdo 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, hA um unico par de organizadores
nucleolares, presente no cromossomo 6. No sapo da Africa do Sul, Xenopus laevis, as

NORs estdo presentes nos cromossomos sexuais. J4 em humanos sdo encontrados 5
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pares de organizadores nucleolares situados nos bragos curtos dos cromossomos 13, 14,

15,21 e 22.

Em Drosophila e outros drosofilideos, véarios padrdes caracterizam a localizagdo

das regides 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 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 € 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
€ no microcromossomo como em D. nasuta nasuta € D. nasuta albomicans (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 ribossdmicos se agrupam
em dois organizadores nucleolares, sendo um localizado no meio da heterocromatina
proximal do cromossomo X e outro no brago curto do cromossomo Y, o qual aparece
heterocromdtico na metafase. Ja D. hydei apresenta trés NORs, entre as quais uma
localiza-se no brago heterocromatico do cromossomo X e duas no Y, sendo uma no
brago curto e uma préxima da ponta do brago longo. Nas espécies do complexo mulleri,
a NOR principal do cromossomo X localiza-se na regido proximal, nas imedia¢des do
centromero. A NOR localizada no microcromossomo atua como NOR secundéria. Em

D. tumiditarsus o microcromossomo € transcricionalmente ativo, sendo que nio se
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replica tardiamente ¢ ndo se cora com as técnicas caracteristicas da heterocromatina

(BICUDO, 1985).

Variagdes nos niveis de redundancia dos cistrons ribossomicos (rDNA) levam a

variagdes no tamanho do nucléolo. Algumas vezes, a variagdo do tamanho do nucléolo é
decorrente de mecanismos reguladores que ativam um numero maior ou menor de
cistrons presentes na NOR. Em fémeas hibridas do complexo mulleri, observa-se uma
relagdo de domindncia entre as NORs dos cromossomos X de diferentes origens, onde é
relativamente freqiiente um pequeno nucléolo associado ao X recessivo € um nucléolo
de tamanho normal ao X dominante. A variabilidade quanto aos mecanismos de
controle das NORs € especialmente visivel através de estudos de hibridos
interespecificos. Essa variabilidade pode se manifestar pela domindncia nucleolar, que,
morfologicamente, é detectada pela auséncia de constri¢do secundéria ou pela auséncia
da produgdo do nucléolo ou ainda, pela produgdo de um nucléolo menor que o normal

(BICUDO, 1985).

1.4. DOMINANCIA NUCLEOLAR

Dominéncia nucleolar é um fendmeno epigenético que descreve a formagdo do
nucléolo, resultando em ativagdo preferencial de um conjunto de genes de rRNA de um
parental dominante, em um cruzamento interespecifico, silenciando o nio dominante
(CHEN et al., 1998; LEWIS et al., 2004). E observado em diversos organismos, como
plantas, insetos, anfibios e mamiferos, mas foi descrito pela primeira vez em plantas do

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

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

constricdo secunddria, ou pela auséncia de nucléolo, ou pela produgdo de nucléolo

menor do que o normal. Em Drosophila, a dominancia nucleolar foi descrita em
hibridos interespecificos entre D. melanogaster e D. simulans (DURICA & KRIDER,
1977, 1978) e em hibridos de espécies do complexo mulleri do grupo repleta (BICUDO
& RICHARDSON, 1977, 1981). No primeiro caso, D. melanogaster é dominante
independente da direcdo do cruzamento, € os genes s3o suprimidos reversivelmente
(GRANADINO et al., 1996). No segundo caso, a domindncia nucleolar foi observada
em hibridos provenientes de cruzamentos entre fémeas D. mulleri ¢ machos D.
arizonae, analisando-se os cromossomos politénicos de células de glandula salivar de
larvas hibridas de 3° estadio. Nesses hibridos, 0 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 dominancia nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi
molecularmente confirmada com base na andlise dos padrdes de restrigio do rDNA em
machos e fémeas das espécies parentais e dos hibridos. Essa anilise demonstrou que o
microcromossomo que se liga ao nucléolo nos machos hibridos obtidos de cruzamentos
entre machos D. arizonae e fémeas D. mulleri provém de D. arizonae (LEONCINI et al,
1996).

Neste trabalho, a dominincia nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri foi
reestudada com base na andlise transcricional do rDNA em hibridos entre D. mulleri e
D. arizonae no sentido ja descrito anteriormente, utilizando-se a regido espagadora

transcrita ITS-1 como marcador de transcrigdo. Também investigamos a ocorréncia do
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fendmeno de domindncia nucleolar em hibridos obtidos em cruzamentos no sentido

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

O presente trabalho teve como objetivo principal analisar o fendmeno da

dominancia nucleolar entre Drosophila arizonae e D. mulleri, com base em analises da

transcrigdo da regido intergénica transcrita ITS-1 do rDNA em hibridos obtidos de

cruzamentos entre fémeas D. mulleri ¢ machos D. arizonae, bem como no sentido

inverso de cruzamento, fémeas D. arizonae e machos D. mulleri.
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ANALISE TRANSCRICIONAL DA DOMINANCIA NUCLEOLAR EN.
HIiBRIDOS INTERESPECIFICOS OBTIDOS DE CRUZAMENTOS ENTRE

Drosophila mulleri E D. arizonae

Lage, J. M.“}; Rahal, P.(”; Ceron, C. R.®

UNESP, Universidade Estadual Paulista, Campus de S@o José do Rio Preto,

Departamento de Biologia "’ e Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais ®.

Resumo

Drosophila mulleri e D. arizonae sdo espécies cripticas pertencentes ao complexo
mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta cujas isolinhagens cruzam-se em
laboratdrio, em ambos os sentidos. Este trabalho teve como principal objetivo a analise
da dominancia nucleolar em hibridos interespecificos provenientes dos cruzamentos
entre Drosophila mulleri e D. arizonae, baseado na amplificagdo da regido intergénica
ndo codificadora transcrita ITS-1 como marcador molecular da transcrigdo dos cistrons
de rDNA. D. mulleri e D. arizonae podem ser diferenciadas quanto ao comprimento da
regido ITS-1. Em D. mulleri o fragmento amplificado para essa regido tem 600 pb
enquanto em D. arizonae corresponde a 500 pb. A amplificagdo do cDNA por RT-PCR
do RNA total extraido das espécies parentais e hibridos seguida de reagdo de PCR para
a obten¢do da regido correspondente ao ITS-1, mostrou que os cistrons ribossdmicos
presentes no cromossomo X € no microcromossomo de D. arizonae sdo
preferencialmente ativados nos machos e fémeas hibridos em ambos os sentidos de
cruzamento. Esses resultados confirmam, a nivel molecular, o fendmeno de dominancia

nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri.
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Introducio

Drosophila mulleri e D. arizonae sdo espécies cripticas, simpatricas,
pertencentes ao complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta. Sdo
consideradas espécies cactofilicas que, na natureza, utilizam-se de cactos em
decomposi¢do para alimentagdo e ovoposi¢do. Experimentos iniciais de hibridizagdo em
laboratério entre essas espécies, através de cruzamentos em massa, descreveram a
obtencdo de hibridos entre fémeas D. mulleri e machos de D. arizonae, sendo

incompativel o cruzamento reciproco. CROW (1942) e PATTERSON (1947) obtiveram

apenas machos hibridos estéreis nesses cruzamentos, enquanto BICUDO &

RICHARDSON (1978) obtiveram machos hibridos estéreis e fémeas hibridas férteis.
Em estudos mais recentes, utilizando-se as mesmas isolinhagens de laboratério para D.
mulleri e D. arizonae estudadas por BICUDO & RICHARDSON (1978), BAFFI &
CERON (2002) relataram a produgio de hibridos entre essas espécies nos dois sentidos
de cruzamento, sem entretanto, investigar a fertilidade desses individuos. Outra
caracteristica envolvendo D. mulleri ¢ D. arizonae é a ocorréncia do fendmeno de
dominancia nucleolar de D. arizonae sobre D. mulleri, inicialmente observada nos
hibridos obtidos de cruzamentos entre fémeas D. mulleri e machos D. arizonae
(BICUDO & RICHARDSON, 1977; 1981).

A dominancia nucleolar ¢ um fendmeno epigenético no qual um conjunto de
genes para o rRNA ¢ silenciado nos hibridos interespecificos. A regido organizadora
nucleolar (NOR) de uma espécie parental suprime a atividade da outra espécie. Sua
ocorréncia foi primeiramente observada entre plantas do género Crepis (NAVASHIN,
1934, apud REEDER, 1985). Outros relatos de dominincia nucleolar em plantas

incluem hibridos no género Brassica (CHEN & PIKAARD, 1997; FRIEMAN et al.,
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1999), Arabidopsis (CHEN et al., 1998; LEWIS et al., 2004) e em milho (McMURPHY
& RAYBURN, 1994). Em animais a dominancia nucleolar ja foi observada em hibridos
de Xenopus leaves e X. borealis (CASSIDY & BLACKLER, 1974, REEDER & ROAN,
1984), em células somaticas hibridas de camundongos e humanos (SOPRANO &
BASERGA, 1980; ONISHI et al.,1984), e em hibridos 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 hibridos de outras espécies
do complexo mulleri (BICUDO, 1979).

No presente trabalho, analisamos em nivel molecular a dominancia nucleolar de
D. arizonae sobre D. mulleri, com base em experimentos de transcri¢do preferencial dos
cistrons de rRNA em hibridos interespecificos 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 Est-5" de D. arizonae e Est-5° de D.

mulleri, que sdo homozigotas para as variantes “fast” e “slow” da esterase-5, uma das
principais esterases das moscas adultas dessas espécies, 0 que permite a distingdo dos
hibridos. As culturas foram mantidas em garrafas de vidro com meio de banana-dgar
enriquecido com gérmen de trigo, em estufa a 25°C no Departamento de Biologia,

UNESP, Campus de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil, com repiques a cada 25




Resultados 26

dias. Cruzamentos interespecificos em massa foram realizados em aproximadamente 50

tubos, com 28 casais em cada tubo, mantidos com o meio utilizado para a manutengéo
das espécies, segundo o método utilizado por BAFFI & CERON (2002). Os

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

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

- Extracdao de RNA total

Individuos adultos das espécies parentais e hibridos foram coletados e mantidos
a -70°C e em seguida, utilizados para extragdo do RNA total com o reagente de
TRIZOL (GIBCO - BRL Technologies). O RNA foi diluidko em H,O DEPC,
quantificado por leituras de absorbancia em espectofotometro a 260/280 nm, seguido de
eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampido TAE Ix com H,O DEPC para

verificagdo da qualidade do material extraido.

- Padriio de esterases das espécies parentais e hibridos
Os padrdes de esterases das espécies parentais e hibridos foram analisados em
géis de poliacrilamida em placas a 10% de concentragdo (C=2,6%) em condigdes ndo

desnaturantes, preparados em tampdo Tris-HCl 0,375M pH 8,8. A eletroforese foi

conduzida por 4 horas a 180V, com Tris-Glicina 0,1M pH 8,3 como tampéo de corrida.

ApOs a eletroforese, os géis eram pré-incubados em tampao fosfato 0,1M pH 6,2 por 45
minutos e corados por 1 hora em 50 mL da solugdo do tampao acima contendo 30 mg
de beta-naftil acetato, 20 mg de alfa-naftil acetato, 60 mg de Fast Blue RR salt ¢ 5 mL
de alcool n-propilico. O alfa e beta naftil acetatos eram previamente dissolvidos em 1
mL de acetona. Apds a coloragdo, os géis eram descorados em etanol/acido acético/agua

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

A seqiiéncia completa da regido intergénica transcrita, ITS-1, foi amplificada
utilizando-se o primer F (5° CGTAACAAGGTTTCCGTAGG 3’) que se associam a
extremidade 3’ do gene rRNA 18S o primer R (5> GCTGCGTTCTTCATGCAC 3’) que
se associa ao inicio da seqiiéncia 5° 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

organiza¢do do rDNA de Drosophila melanogaster.

- Sintese de cDNA

Amostra contendo 1 pg de RNA total foi submetida a tratamento com a enzima
DNase (RQ 1 RNase-Free DNase - PROMEGA). Uma aliquota de 10 pL desse material
foi utilizada para ensaios de RT-PCR (reag@o em cadeia da polimerase com a enzima
transcriptase reversa). Essa reagdo utilizou 0,5 pL do primer R (33 ng/uL) descrito
acima, 1 pL da enzima ImProm II Reverse Transcriptase (PROMEGA), 4 pL de tampao
de reagio ImProm-II 5x, 2,4 pL de cloreto de magnésio 25 mM (2,6 mM de
concentragdo final), 1uL de mix de dNTP 10 mM (0,43 mM de concentragdo final) e
H,O DEPC para um volume final de 23 pL. A reagdo para sintese da cadeia
complementar a fita de RNA ocorreu segundo especificagdes da enzima,
correspondendo a 5 minutos a 25°C para associagdo das cadeias, 60 minutos a 42°C para
extensdo da primeira fita € 15 minutos finais a 70°C para inativagdo da enzima. Nessa
reacdo obteve-se uma fita simples de cDNA que engloba a regido espagadora ITS-1, a
qual foi utilizada para uma reagdo de PCR nas seguintes condigdes: 5 U de Taq

polimerase, 33 ng/puL dos primers R e F para a regido ITS-1, 2,5uL de tampdo para PCR
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1x, 0,5uL de mix de ANTP 10 mM, 2,0 pL de cloreto de magnésio a 25 mM de

concentragdo, em volume final de 25 pL. Essa reag@o foi iniciada com aquecimento a

95°C por 1 minuto para desnaturagdo prévia do DNA, seguindo 35 ciclos de 1 minuto a

95°C para fusdo, 1 minuto a 50°C para associa¢@o dos primers € 1 minuto a 72°C para
polimerizagdo da cadeia, finalizando com extensdo final a 72°C por 2 minutos. Os
fragmentos amplificados, correspondentes a regido intergénica ITS-1, foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE 1x corado com brometo de
etideo e posterior visualizagdo sob luz ultravioleta.

Como controle, amostras de RNA total tratados com a enzima DNase e amostra
de DNA gendémico dos parentais e hibridos foram submetidas a rea¢des de PCR
utilizando-se 0s mesmos primers para a regido ITS-1 e, em seguida, analisadas por

eletroforese nas condigdes ja descritas acima.

Resultados

- Hibrides Interespecificos e padriio de esterases

Cruzamentos interespecificos utilizando-se 28 casais em cada tubo contendo
meio de cultura de banana-agar enriquecidos com gérmen de trigo foram realizados em
ambos sentidos de cruzamento. No cruzamento entre machos D. arizonae e fémeas D.
mulleri, em 35 tubos com 28 casais cada, foram obtidos 51 machos e 16 fémeas
hibridos. No sentido inverso de cruzamento, entre machos D. mulleri e fémeas D.
arizonae, foram obtidos 11 machos e 09 fémeas hibridos a partir de 57 tubos com 28
casais cada. A producdo de hibridos utilizando as fémeas 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 fémeas D. mulleri e machos D. arizonae ja

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

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

nos dois sentidos. Esses ultimos autores também relataram maior produgéo de hibridos
em cruzamentos envolvendo fémeas D. mulleri e machos D. arizonae.

Machos e fémeas hibridos e das espécies parentais foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida quanto ao padriio da esterase Est-5, uma enzima
dimérica, que tem especificidade pelo B-naftil acetato. As linhagens parentais sdo
homozigotas para os alelos que codificam as enzimas Est-5 (em D. mulleri) e Est-5"
(D. arizonae). Ja nos hibridos obtidos em ambos sentidos de cruzamento, sdo
observadas 3 bandas para a Est-5 (Figura 1 A e B). A banda intermedidria dos hibridos
corresponde a formacdo de um heterodimero intraloco interespecifico derivado da
associagdo de uma cadeia “slow” codificada pelo alelo Est-5° de D. mulleri, e uma
cadeia “fast” codificada pelo alelo Est-5" proveniente de D. arizonae. Esses resultados

suportam fortemente a obteng¢do dos hibridos nos dois sentidos de cruzamento.

- Integridade e pureza do RNA total

Uma aliquota contendo 1 pg do RNA total obtido pelo método do TRIZOL foi
inicialmente utilizada para verificagdo da integridade do material extraido. Uma banda
bem definida foi observada em eletroforese em gel de agarose a 1,0%. Esses resultados
sdo mostrados na figura 2 para machos D. arizonae, fémeas D. mulleri ¢ machos e
fémeas hibridos nesse sentido de cruzamento. Os mesmos resultados foram obtidos para
o sentido inverso (ndo apresentados). Esses dados sdo similares aos de BROCHETTO-
BRAGA (2004) para a extragdo do RNA total de formigas lava-pés, Solenopsis

saevissima, em que apenas uma banda do rRNA foi observada.
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Figura 1: Padrio de esterases em hibridos interespecificos entre D. mulleri e D.
arizonae visualizados em géis nativos de poliacrilamida a 10%. (A) Cruzamentos
envolvendo machos D. arizonae e fémeas D. mulleri: 1) Macho parental D. arizonae; 2)
Fémea parental D. mulleri; 3 a 5) Machos hibridos; 6 a 8) Fémeas hibridas. (B)
Cruzamentos envolvendo machos D. mulleri e fémeas D. arizonae: 1) Macho parental
D. mulleri; 2) Fémea parental D. arizonae; 3 e 4) Machos hibridos; 5 e 6) Fémeas

hibridas.
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Bandas ribossomicas —

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

visualizado sob transluminador de ultravioleta. Bandas ribossdmicas a partir de material
de extragdo de RNA. Parentais e hibridos provenientes do cruzamento entre machos D.
arizonae e fémeas D. mulleri. 1) Macho parental D. arizonae; 2) Fémea parental D.

mulleri; 3) Macho hibrido; 4) Fémea hibrida.
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Na figura 3, observa-se que amostras de RNA total tanto de espécies parentais

como hibridos tratados com DNase ndo produziram quaisquer fragmentos amplificados

apos a reacdo de PCR utilizando-se os primers especificos para a regido ITS-I,

indicando que o RNA extraido ndo contém vestigios de DNA. Por outro lado, amostras
de DNA gendmico das espécies parentais e hibridos originaram fragmentos
amplificados para a regido ITS-1 de 500 pb utilizando-se 0 DNA de D. arizonae ou 600
pb no caso de D. mulleri. Ja para os machos e fémeas hibridos, independentemente do
sentido de cruzamento, a amplificagdo do DNA gendmico apresentou dois fragmentos

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

- Amplificacio do cDNA para regiio ITS-1

O RNA total, tratado com DNase, foi submetido a uma reagdo de RT-PCR
utilizando o primer R que se associa a extremidade da regido do rDNA 5,8S, originando
uma fita simples de cDNA que engloba a regido ITS-1. Apos um segundo ciclo de PCR,
os cDNAs correspondentes a regido ITS-1 obtidos a partir da amplificagdo do RNA
total de hibridos e das espécies parentais foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultra-violeta
(Figuras 4 A e B).

Observa-se na figura 4A que o cDNA correspondente a regido ITS-1 obtido a
partir do RNA total dos machos D. arizonae apresenta um tamanho em torno de 500 pb.
Para as fémeas D. mulleri, o fragmento amplificado nas mesmas condi¢des tem um
comprimento de 600 pb. No cruzamento entre machos D. arizonae e fémeas D. mulleri,

tanto em machos como em fémeas hibridos, observa-se um fragmento amplificado
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Figura 3: Amplifica¢do da regido ITS-1 em D. mulleri, D. arizonae € seus hibridos
obtidos dos cruzamentos entre machos D. mulleri e fémeas D. arizonae visualizados em
gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE 1x corado com brometo de etideo. 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 fémea parental D. arizonae;

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

hibrido; 6) RNA total de macho hibrido tratado com DNase; 7) DNA de fémea hibrida;

8) RNA total de fémea hibrida tratado com DNase.
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Figura 4: Gel de agarose a 1,5% em tamp@o TAE 1x corado com brometo de etideo de

c¢DNAs obtidos a partir do RNA total de D. mulleri, D. arizonae e de seus hibridos. L)
Ladder (marcador de peso molecular); W) Controle negativo (4gua). (A) Cruzamentos
no sentido macho D. arizonae e fémea D. mulleri: 1) Macho parental D. arizonae; 2)
Fémea parental D. mulleri; 3) Macho hibrido; 4) Fémea hibrida. (B) Cruzamentos no
sentido macho D. mulleri e fémea D. arizonae: 1) Macho parental D. mulleri; 2) Fémea

parental D. arizonae; 3) Macho hibrido; 4) Fémea hibrida.

AVA
AVAVAL

2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16

17

18



Resultados 35

correspondente ao ¢cDNA da regido ITS-1 com tamanho de 500 pb. Esses resultados

indicam que esse cDNA foi obtido a partir de um transcrito primario de RNA
proveniente de D. arizonae.

Na figura 4B, observa-se que o cDNA correspondente a regido ITS-1 obtido a
partir do RNA total dos machos D. mulleri apresenta um tamanho em torno de 600 pb.
Para as fémeas D. arizonae, o fragmento obtido a partir do RNA total por RT-PCR tem
um comprimento de 500 pb. No cruzamento entre machos D. mulleri e fémeas D.
arizonae, os machos e as fémeas hibridos apresentam uma banda intensamente corada,
de 500 pb, que corresponde ao fragmento amplificado referente a regido ITS-1 de D.
arizonae. Uma segunda banda, de menor intensidade, também pode ser observada
nessses hibridos e apresenta um tamanho de 600 pb que corresponde ao fragmento da
regido ITS-1 de D. mulleri. Nos machos hibridos destes cruzamentos, o fragmento
amplificado de 600 pb pode ser atribuido & uma pequena taxa de transcri¢do dos cistrons
para o TRNA presentes no microcromossomo do macho parental D. mulleri. Ja nas
fémeas hibridas, este fragmento amplificado corresponde a transcrigdo dos cistrons
ribossomais provenientes do cromossomo X do macho parental D. mulleri. Esses
resultados sugerem que nesse sentido de cruzamento (fémeas D. arizonae versus
machos D. mulleri) ocorre uma ativagéo preferencial do conjunto dos genes dominantes

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

Discussio

Em Drosophila e outros drosofilideos, a localizagdo das NORs, as quais o
nucléolo se associa, € caracterizada por varios padrdes: 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 a0 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 ribossomicos se agrupam tanto na
NOR principal do cromossomo X, como na NOR secundaria do microcromossomo
(BICUDO, 1985; BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981; BAFFI & CERON, 2002).
A NOR localizada no microcromossomo ¢ ativada em condigdes especiais como, por
exemplo, nos hibridos interespecificos (BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981).

A heterogeneidade da estrutura do rDNA ¢ principalmente devida a diferenga de
tamanho dos espagadores internos transcritos ITS-1 e ITS-2. Nos insetos, a
variabilidade de tamanho desses espagadores que em algumas situagdes se deve a
insercdo de elementos transponiveis (TOVAR et al,2000), tem permitido a
identificacdio de varias espécies cripticas, como por exemplo entre espécies de
mosquitos do complexo maculipennis do género Anopheles (MARINUCCI et al., 1999).
Nas espécies do complexo mulleri do grupo repleta, D. arizonae e D. mulleri podem ser
diferenciadas pelo tamanho da regido intergénica ITS-1 (BAFFI & CERON, 2002).

Essa diferen¢a de tamanho permitiu a utilizagdo da regido ITS-1 como um marcador
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molecular de transcri¢do em hibridos interespecificos entre D. mulleri e D. arizonae, e

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

mulleri em nivel de transcri¢do dos cistrons ribossomicos. Analises da transcrigdo do
rDNA também foram realizadas em plantas, como por exemplo em hibridos entre
espécies do género Brassica (CHEN & PIKAARD, 1997) e em hibridos de Arabidopsis
thaliana (LEWIS et al., 2004).

A dominancia nucleolar ¢ um fendmeno epigenético que resulta na ativagédo
preferencial de um conjunto de genes para o rRNA de um parental dominante, em
cruzamentos interespecificos (CHEN et al, 1998; LEWIS et al, 2004). Os dados da
figura 4A indicam que os machos hibridos obtidos do cruzamento entre machos D.
arizonae ¢ fémeas D. mulleri apresentam um fragmento de 500 pb amplificado por RT-
PCR a partir do RNA total, o qual corresponde ao cDNA da regido ITS-1 de D.
arizonae, indicando que, nesse caso, a formagdo 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 fémea parental D.
mulleri. Em fémeas hibridas, o cromossomo X da fémea parental D. mulleri teve sua
atividade suprimida em relagdo ao cromossomo X proveniente do macho parental D.
arizonae. Em ambos os casos, ndo foram detectados vestigios de expressdo do rDNA
proveniente da fémea parental D. mulleri.

Na figura 4B, que mostra os resultados do cruzamento de sentido inverso
(machos D. mulleri versus fémeas D. arizonae), observa-se tanto em machos como em
fémeas hibridas uma taxa de transcrigdo maior dos cistrons para o rRNA derivados do
parental D. arizonae, indicando que, nesse caso, ocorra uma dominincia nucleolar
parcial. Em hibridos entre trigo e centeio ocorre uma mudanga de domindncia nucleolar

do trigo sobre o centeio para codominéncia, dependendo de alteragdes na localizagdo da
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NOR originaria do centeio (VIEIRA, 1990). Outros estudos indicam que embora seja
bem estabelecida a domindncia nucleolar em hibridos entre linhagens de A. thaliana,
esse fendmeno nio ocorre em todas as células na situagdo reciproca, indicando, nesse
caso, a existéncia de um processo estocastico na ativagdo de cistrons para o TRNA
(LEWIS et al., 2004).

Virias hipoteses tentam explicar o fendmeno da dominincia nucleolar. Uma
delas é que genes dominantes possuem mais ativadores transcricionais, resultando em
uma competi¢do entre genes ribossomicos. Outro fator pressupde que a maquinaria de
transcricio dos genes ribossomicos 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 dominancia baseados na inabilidade aparente de um fator de
transcri¢gdo chave de uma espécie reconhecer o promotor do gene ribossomal da outra
espécie, denominado “fator espécie-especifico”.

Outra hipétese para explicar a domindncia nucleolar é do acentuador ndo
balanceado (“enhancer imbalance hypothesis”) no qual elementos repetitivos no DNA

adjacentes a0 promotor da RNA polimerase I atuam como acentuadores independentes

de posi¢do e orientacdo em oocitos € embrides iniciais. Esses acentuadores ligam-se a

um ou mais fatores de transcricdo que interagiriam com a seqiiéncia promotora para
ligagdo da enzima (PIKAARD, 2000 a; b; PIKAARD et al., 1990).

Em vertebrados e plantas, a metilagdo de citosinas ¢ freqiientemente
correlacionada com o silenciamento génico. Evidéncias em trigo e centeio mostraram
que os genes de TRNA de NORs dominantes sdo menos metilados do que genes de
rRNA das NORs reprimidas (NEVES et al.,1995), embora isso ndo tenha sido
observado em hibridos de Xenopus, fazendo com que o papel da metilagdo no processo

de dominancia nucleolar seja controverso (PIKAARD, 2000 a; b).
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Modificagdes em histonas que envolvem o DNA também podem desempenhar
fungbes de regulagdio na domindncia nucleolar. A acetilagdo ou a desacetilagdo de
lisinas na regido amino-terminal de varias histonas, principalmente histonas H3 e H4,
parecem controlar a atividade génica, alterando o acesso de fatores de transcri¢do aos
sitios de ligagdo na superficie do nucleossomo (PIKAARD, 1999). A hiperacetilagido de
histonas esta associada a maior atividade dos genes. Estudos bioquimicos recentes tém
sugerido uma combinagdo entre o padrdo de metilagdo de citosinas e o de acetilagdo de
histonas no processo de dominancia nucleolar. Entretanto, novos estudos devem ser
realizados para se determinar se o fendomeno da dominincia nucleolar pode, pelo menos
em alguns organismos, estar associado a submetilacdio de citosinas, acetilacdo de
histonas, ou a ambos 0s processos.

Como salientado, a domindncia nucleolar pode ser atribuida a diversos fatores

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

de se analisar quais dos mecanismos de regulacdo estariam atuando neste processo em
Drosophila. Contudo, como ressaltado por LEWIS et al. (2004), a dominadncia nucleolar
corresponde a um fendmeno complexo no qual as NORs, e ndo apenas os genes

individuais para o rRNA, sejam provavelmente as unidades de regulacio.
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4.1. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho permitiu analisar em nivel de transcrigio o fendmeno da

dominancia nucleolar entre D. arizonae e D. mulleri avaliadas nos hibridos

obtidos em ambos os sentidos de cruzamentos.

Analise da transcrigdo da regido intergénica transcrita, ITS-1, mostrou que
os cistrons do rRNA presentes no cromossomo X e no microcromossomo de

D. arizonae sdo preferencialmente transcritos nos hibridos.

Nos machos hibridos provenientes do cruzamento entre f€meas D. mulleri e
machos D. arizonae, os cistrons do TRNA presentes no microcromossomo
derivado de D. arizonae suprime totalmente a atividade transcricional dos

cistrons oriundos do cromossomo X de D. mulleri.

Nas fémeas hibridas provenientes do cruzamento entre f€meas D. mulleri ¢
machos D. arizonae, os cistrons do rRNA do cromossomo X originario de
D. arizonae é ativado enquanto o conjunto dos cistrons do rRNA presente

no cromossomo X de D. mulleri permanece totalmente silenciado.

Os hibridos do cruzamento reciproco, envolvendo fémeas D. arizonae
versus machos D. mulleri, mostraram uma dominincia nucleolar parcial de

D. arizonae sobre D. mulleri. Nesse caso, tanto os machos quanto as fémeas
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hibridos apresentam uma baixa taxa de transcrigdo dos cistrons oriundos ou

do cromossomo X de D. mulleri (nas fémeas hibridas) ou do

microcromossomo desta espécie (nos machos hibridos).

Este estudo abre perspectiva de se estabelecer os mecanismos de regulagio
envolvidos no fenomeno de dominéncia nucleolar em hibridos 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 sido espécies cripticas pertencentes ao
complexo mulleri do subgrupo mulleri do grupo repleta cujas isolinhagens cruzam-se
em laboratério, em ambos os sentidos. Este trabalho teve como principal objetivo a
analise da domindncia nucleolar em hibridos interespecificos provenientes dos
cruzamentos entre Drosophila mulleri ¢ D. arizonae, baseado na amplifica¢do da regido
intergénica ndo codificadora transcrita ITS-1 como marcador molecular da transcri¢do
dos cistrons de rDNA. D. mulleri e D. arizonae podem ser diferenciadas quanto ao
comprimento da regido ITS-1. Em D. mulleri o fragmento amplificado para essa regido
tem 600 pb enquanto em D. arizonae corresponde a 500 pb. A amplificagdo do cDNA
por RT-PCR do RNA total extraido das espécies parentais e hibridos seguida de reagédo
de PCR para a obtengdo da regido correspondente ao ITS-1, mostrou que os cistrons

ribossomicos presentes no cromossomo X € no microcromossomo de D. arizonae sio

preferencialmente ativados nos machos e fémeas hibridos em ambos os sentidos de

cruzamento. Esses resultados confirmam, a nivel molecular, o fenomeno de dominancia

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, ITS-1, as molecular marker of the rDNA
cistrons transcription. D. mulleri and D. arizonae can be distinguished from the lenght
of the ITS-1 region. In D. mulleri the ITS-1 spacer is 600 bp in length, whereas in D.
arizonae this spacer is 500 bp in lenght. The amplification by RT-PCR of the total RNA
isolated from adult flies of the parental species and hybrids followed by PCR reaction in
order obtain the correspondent ITS-1 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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