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Introdução — 1

L INTRODUÇÃO

O conceito de espécie mais aceito entre os biólogos
evolucionistas é o conceito biológico de espécie, que enfatiza os

mecanismos de isolamento reprodutivo para a manutenção de sua
integridade. Assim, uma espécie pode ser definida como uma
população ou grupos de populações naturais com características

morfológicas semelhantes, constituídas por indivíduos que podem
acasalar­se, real ou potencialmente, sendo isoladas reprodutivamente

de outras populações semelhantes (Mayr 1940, 1963). A função dos
mecanismos de isolamento reprodutivo seria impedir o fluxo gênico
entre populações, evitando assim a destruição do sistema genético de
uma espécie devidamente adaptada à determinados ambientes.
Segundo Levin (1979), a aplicação do conceito para populações
separadas espacialmente não é vantajosa, pois o fluxo gênico pode ser
limitado a distâncias tão curtas que populações muito separadas
podem, virtualmente, evoluir independentemente.

População pode ser definida segundo Mayr (1970), como uma
comunidade de indivíduos de uma determinada localidade,

potencialmente em cruzamento. Para Stebbins (1974), populações
próximas podem viver separadas por longo tempo estando sujeitas a
pressões seletivas diversas, possibilitando o surgimento de diferenças
marcantes. Por outro lado, duas populações separadas podem adquirir
alta taxa de fluxo gênico, levando à formação de uma única população
intercruzante. Há ainda casos em que populações relacionadas ocupam
a mesma área de distribuição geográfica e não se intercruzam.

Provavelmente é uma regra geral que as espécies difiram em
suas constituições gênicas, sendo essas diferenças genéticas manifestas
de diferentes formas nos indivíduos através de características
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Introdução 2

morfológicas, fisiológicas, comportamentais, etc. (Dobzhansky, 1973).
A diferenciação genética entre as populações pode ser tão grande que

caracteres que afetam o intercruzamento difiram tanto que as
populações possam ser definidas como espécies distintas (Futuyma,

1997).
O processo de especiação inicia­se pela ação dos mecanismos de

isolamento reprodutivo que fecham sistemas genéticos coadaptados,

protegendo­os de ruptura ou contaminação com outros sistemas
genéticos pela hibridação, contribuindo para a manutenção da

adaptação. O processo de adaptação leva ao aumento do valor
adaptativo (W) resultando, assim, em elevação do estado­de­ser­
adaptado. O processo pode levar a um aumento da taxa intrínseca de

crescimento populacional através da frequência aumentada de
indivíduos mais aptos a elevar o estado­de­ser­adaptado da população,

pelo aumento da longevidade dos indivíduos, e pela produção de maior
descendência em menor tempo.

Os modelos de especiação tem sido classificados historicamente
pela localização geográfica das populações submetidas a processos de
alopatria, simpatria e parapatria que direciona a processos inibitórios
do fluxo gênico na evolução do isolamento reprodutivo. Alguns
autores, como Via (2001), sugerem que uma classificação alternativa
centralizada em mecanismos que dirigem a evolução do isolamento
reprodutivo seria mais produtiva.

Há espécies que apresentam pequenas diferenças morfológicas,
muitas vezes nenhuma diferença, ou que no conjunto pareçam
idênticas, sendo estas conhecidas como espécies crípticas. Algumas
espécies crípticas podem ter completado totalmente o processo de
especiação e se tornado reprodutivamente isoladas sem adquirir
diferenças morfológicas. O isolamento etólogico é provavelmente o
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Introdução 3

principal mecanismo de isolamento reprodutivo que impede as trocas
gênicas entre as populações de espécies crípticas na natureza. À

evidência mais conclusiva da falta de fluxo gênico entre estas espécies
é que cada uma delas tem seu próprio conjunto de polimorfismos
cromossômicos, que não são encontrados na outra espécie críptica

(Dobzhansky e Epling, 1944, apud Dobzhansky, 1973).
Espécies crípticas são conhecidas em todos os grupos animais,

mas são raras entre os vertebrados, havendo alguns casos em
mamíferos. Também são raras entre as aves, mas são comuns em

anfíbios e peixes. Estas espécies são encontradas comumente em
artrópodes como ácaros, aranhas e crustáceos, sendo ainda mais
comum em invertebrados inferiores como moluscos e vermes. Nos

insetos é grande a frequência de espécies crípticas, ocorrendo em
praticamente todos os grupos. Nos dipteros ocorre um grande número
destas espécies, sendo bastante estudadas devido a importância médica
(Anopheles, Aedes, Simulium), genética (Drosophila), ou citológica
(Sciara e Chironomus) (Mayr, 1970).

Vários complexos de espécies crípticas foram estudados no
gênero Drosophila, como os grupos: melanogaster (Provine, 1991),
auraria (Kurokawa, 1960), willistoni (Winge, 1965), ananassae (Futch,
1966), e saltans (Bicudo, 1973a).

Estudos de especiação com espécies crípticas de Drosophila,
onde híbridos são produzidos, mostraram que estes podem ser férteis
por resgate de mutações (Sawamura et al., 2000).

Representantes de diferentes espécies, crípticas ou não, podem
eventualmente quebrar as barreiras do isolamento reprodutivo e
produzir descendentes. Os termos "hibridação" e "híbrido" têm sido
usados por diferentes autores para designar, respectivamente,
cruzamentos e produtos de cruzamentos, entre espécies, raças ou
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Introdução 4

mesmo indivíduos de mesma população que diferem por um ou mais
genes marcadores. Para Mayr (1963) híbridos são os descendentes de

cruzamentos entre indivíduos de duas espécies diferentes. Segundo
Stebbins (1950), há evidências de que, em alguns casos, a hibridação
pode resultar no aparecimento de tipos novos, os quais podem
apresentar vários graus de divergência e distinção em relação às
populações parentais. Ainda segundo o mesmo autor, talvez os tipos

novos mais frequentes sejam novas raças ou subespécies que podem
surgir da hibridação entre raças de mesma espécie.

Qualquer que seja o modo como são produzidos, o efeito dos
processos de hibridação é produzir novas variantes, algumas das quais
podem apresentar condições de explorar novas oportunidades
evolutivas.

A especiação por hibridação é um processo simpátrico, quase
instantâneo que pode originar uma nova espécie combinando os
genomas das duas espécies parentais distintas (Bullini, 1994). Para
Barraclough & Nee (2001), especiação por hibridação ocorre quando a
hibridação entre duas espécies leva à formação de uma terceira
espécie.

A hibridação pode ocorrer quando as barreiras que separam duas
populações de mesma espécie ou de espécies diferentes são rompidas.
Populações alopátricas podem expandir sua área de distribuição e
tornarem­se simpátricas, ou quando mudanças ambientais criam
oportunidades para intercruzamento.

Sob condições de laboratório, e algumas vezes também na
natureza, algumas espécies que normalmente não se cruzam poderão
fazê­lo, transpondo qualquer uma das barreiras pós­copulatórias para a
troca gênica. Os híbridos F, podem não se desenvolver, podem se
desenvolver mas não sobreviver na natureza ou podem, ainda, ser
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Introdução 5

estéreis. Os híbridos podem também ser férteis, embora, muitas vezes,
sua fertilidade seja reduzida na comparação com os parentais.

Genótipos recombinantes híbridos são, em geral, menos aptos
que os indivíduos das espécies parentais, simplesmente porque a

maioria nunca foi testado pela seleção natural. Entretanto, mesmo
genótipos híbridos podem ser mais aptos que os parentais podendo
levar, direta ou indiretamente, à evolução do isolamento reprodutivo

(Turelli er al., 2001). Johannesson (2001) também afirma que híbridos
são tão viáveis quanto as espécies parentais, quando não mostram

sinais de incompatibilidade entre ecótipos.
Stebbins ressaltou a importância do isolamento sexual entre os

animais, "talvez o mecanismo mais efetivo de isolamento”, como fator

que limita a hibridação. Esse mecanismo, pela sua natureza, não existe
entre os vegetais. A hibridação natural é registrada nos vários grupos

animais com diferentes frequências. Em Drosophila, alguns casos de
hibridação natural foram detectados pela análise de arranjos gênicos
dos cromossomos das glândulas salivares, ou por meio de caracteres
morfológicos. Para Stebbins (1959), a hibridação, no gênero
Drosophila, parece ser tão rara que é difícil imaginar uma influência
pronunciada desse processo na sua evolução. A literatura registra
híbridos naturais entre várias espécies, tais como entre D. mulleri e D.
aldrichi e entre D. texana e D. flavomontana (Patterson, 1952), entre
D. melanogaster e D. simulans (Mourad & Mallah, 1960; Sperlich,
1962; Tracey et al., 1973), entre D. athabasca e D. azteca (Sulerud &
Muller, 1966), entre D. pseudoobscura e D. persimilis (Dobzhansky,
1973).

Dobzhansky (1936) analisando híbridos F; entre Drosophila
pseudoobscura e D. persimilis admitiu que a esterilidade e
inviabilidade frequentemente surgem como um produto pleiotrópico de
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Introdução 6

evolução independente em linhagens geograficamente separadas: alelos
que melhoram o valor adaptativo em um “background” genético

"normal" podem ocasionalmente diminuir o valor adaptativo quando
colocados juntos em híbridos com alelos de outra espécie.

A evolução do isolamento reprodutivo pode diferir da evolução
de outras características entre as espécies. Parece provável que
diferenças morfológicas ou fisiológicas entre as espécies geralmente
aumentam em proporção ao número de substituições afetando tais
características. O isolamento reprodutivo deve, contudo, aumentar

rapidamente linearmente com o tempo.
O rompimento das barreiras de isolamento em experimentos de

laboratório tem sido obtido com certa frequência em alguns grupos de
espécies de Drosophila, relatado, como por exemplo, por Singh &
Chatterjee (1987) e Carracedo er al., (1998), embora a fertilidade,

nestes casos, muitas vezes se mostra reduzida quando comparada com
a dos parentais (Moraes, 1992; Marin er al., 1993; Madi­Ravazzi et

al. 1997).
Hirai (1997) trabalhando com cruzamentos entre duas variantes

de cor de corpo de D. elegans (preta e marrom) de diferentes regiões

geográficas, constatou o desenvolvimento de isolamento reprodutivo
pré­copulatório entre as variantes preta e marrom da mesma localidade,
mas não entre linhagens de diferentes localidades da mesma variante.

Genes que afetam a inviabilidade de híbridos geralmente afetam
ambos os sexos, enquanto genes que causam esterilidade normalmente
afetam apenas um dos sexos. Machos híbridos podem acumular
substituições durante a evolução mais rapidamente que as fêmeas (Orr,
1999). A esterilidade e a inviabilidade de híbridos envolve forte
epistasia, com interações entre alelos de mesma espécie e alelos de
espécies diferentes (Orr, 2001).
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Introdução — 7

Hutter (1997) relata vários estudos sobre inviabilidade de
híbridos entre espécies de Drosophila, citando os trabalhos de

Sturtevant (1919, 1920, 1921) e Provine (1991) com híbridos entre D.
melanogaster e D. simulans; Crow (1942) entre D. mulleri e D.

aldrichi, Patterson & Griffen (1944); Yang & Wheeler (1969) entre D.
montana e D. americana, D. crucigera e D. bostrycha; Mitrofanov e
Sidorova (1981) entre D. virilis e D. lummei e Carvajal et al., (1996) e

Machado (1998) entre D. buzzatii e D. koepferae.
As espécies da mesma localidade parecem ser mais isoladas

reprodutivamente entre si que espécies de localidades geográficas
distintas (Tomisic er al., 2001)

Em espécies do grupo saltans de Drosophila, os estudos do
isolamento reprodutivo entre D. prosaltans e D. saltans mostraram que
ambas as espécies são intercruzáveis em laboratório, mas a frequência
de cruzamentos férteis (que produzem descendentes), varia conforme a
procedência geográfica das linhagens (Bicudo, 1967, 1973a). As
linhagens procedentes da Costa Rica, onde essas espécies são
simpátricas, mostraram isolamento reprodutivo completo em
laboratório. Quando alopátricas, híbridos Fi machos e fêmeas são

férteis em cruzamentos entre fêmeas de Drosophila prosaltans e
machos de D. saltans, mas machos híbridos são estéreis no cruzamento

recíproco.

Introgressão e hibridação são processos que podem ser
responsáveis por grande parte da diversidade animal. Hibridação pode
produzir diretamente táxons distintos, através de poliploidização ou
produto de clones através de reprodução unisexual. Por sua vez,
introgressão poderia eventualmente levar à estabilidade linhagens
independentes definidas por uma única combinação de características.
Em outro caso, diversificação taxonômica é melhor vista como um

FS
AVAVAV

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



Introdução 8

sub­produto incidental, resultante de acúmulo de diferenças genéticas
distintas e independência evolutiva (Dowling & Secor, 1997).

Hibridação introgressiva foi um termo proposto por Anderson e
Hubricht (1938) para denominar um tipo especial de hibridação onde
ocorre a “infiltração gradual do plasma germinativo de uma espécie em
outra, como conseqilência da hibridação e retrocruzamentos repetidos",
Isto significa que o processo ocorre quando híbridos F, são férteis e

produzem alguma progênie F, em retrocruzamentos com uma ou outra
espécie parental. A continuidade dos retrocruzamentos nas gerações
subsequentes tem, como consegilência, a formação de genótipos
recombinantes. À seleção preserva os recombinantes em que
prevalecem genes da espécie parental envolvida nos retrocruzamentos.

O resultado final dependerá de um balanço entre os genes deletérios e
vantajosos do plasma germinativo estranho, nas áreas onde a
hibridação ocorreu, ou nas áreas para as quais os híbridos puderam se
estender.

A introgressão pode ser considerada um tipo especial de
recombinação da qual resulta uma variabilidade maior que a resultante
de recombinação intraespecífica. Isto porque, no primeiro caso, as
trocas gênicas ocorrem entre populações de espécies que exploram o
ambiente de algum modo diferentemente entre si, isto é, ocupam, na
terminologia de Wright (1932, apud Dobhzansky, 1973), "picos

.— adaptativos" diferentes, enquanto nas recombinações intraespecíficas
as trocas gênicas ocorrem entre populações que ocupam um mesmo
pico adaptativo (Sibley, 1954).

No gênero Drosophila, há alguns casos descritos de hibridação
introgressiva natural, como os registros de Patterson & Stone (1952)
envolvendo D. americana, D. novamexicana e D. texana. Há um

FS
AVAVAV

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



Introdução 9

número relativamente maior de casos mencionados na literatura, porém
resultam de experimentações em laboratório.

Atualmente, indivíduos não previamente identificados como
produtos de introgressão podem ser detectados por técnicas
moleculares como tendo características gênicas introgredidas. Com
advento de análises genéticas moleculares, agora é possível não só
documentar a extensão da introgressão entre populações, mas também

em nível de gêneros a que pertencem os indivíduos híbridos (Rhymer
& Simberloff, 1996).

A introdução de dados moleculares no estudo taxônomico deve
ajudar na resolução de algumas questões complexas, entretanto, até
agora não foram resolvidas nem questões simples das relações
filogenéticas. Por exemplo, dados moleculares geralmente contradizem
aspectos muito importantes das revisões de Grimaldi da filogenia de
Drosophila (Kwiatowski, 1999).

De acordo com Dowing & Secor (1997), táxons recombinantes
estáveis têm sido estudados com base em vários tipos de
características, incluindo morfologia, cromossomos, aloenzimas e
DNA. Espera­se que híbridos sejam intermediários entre as formas
parentais para características complexas, tais como as variações
morfológicas. Entretanto, híbridos não são sempre morfologicamente
intermediários entre os parentais (Neff & Smith, 1978; Ross &

— Cavender, 1981), e também, nem todos os intermediários
morfológicos são híbridos (White, 1978; Wilson, 1992). Para as
características mais simples (como por exemplo, aloenzimas e
cariótipos) as populações poderiam apresentar uma distribuição
equilibrada dessas variantes herdadas de todas as formas parentais. Por
causa da proporção de variantes específicas que seriam influenciadas
pela seleção e deriva, as contribuições parentais não persistiriam para
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todos os conjuntos de caracteres, mas estes poderiam ser detectados
por outros caracteres que poderiam ser identificados utilizando­se um
diagnóstico alternativo para um ou mais loci aloenzimático ou pela
análise de DNA mitocondrial de um táxon parental.

Com a utilização de marcadores isoenzimáticos foi possível
entender um pouco mais sobre a estrutura genética de populações

naturais analisando o fluxo gênico entre populações e os processos de
hibridação natural (Van Heusden & Bachmam, 1992). A técnica é

eficiente para se fazer estimativa direta de parâmetros, como
frequências alélicas e determinar os coeficientes de diversidade gênica
e heterozigose. A limitação da técnica pode residir em um número
reduzido de loci enzimáticos e também muitas vezes, na ausência de

polimorfismos.
Há várias vantagens na análise de DNA quando comparada com

as técnicas de análise de proteínas. E possível fazer uma análise mais
precisa do genótipo ao invés do fenótipo; determinadas sequências
gênicas podem ser selecionadas com base na taxa evolutiva ou modo
de herança; em princípio, as técnicas são aplicáveis a qualquer tipo de
organismo com DNA, até mesmo em quantidades muito pequenas.

Uma das aplicações mais comuns das técnicas moleculares
baseadas em DNA, tem sido no estudo de filogenias (Hillis et al,

1996). Atualmente, existem diversos métodos para a detecção de
polimorfismo genético diretamente em nível de DNA. Em populações
onde a variabilidade isoenzimática é baixa, análises com marcadores

de DNA tornaram­se mais adequadas para pesquisar polimorfismos.
Na identificação de indivíduos híbridos, são necessários uma ou

mais análises de marcadores nucleares tais como aqueles revelados
pelo estudo de aloenzimas, DNA microssatélites, RAPD, e DNA
nuclear de cópia única. Após cruzamentos a primeira geração de
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híbridos (F)) terá todos os seus /oci heterozigotos com alelos
específicos da população. Retrocruzamentos individuais entre as

populações híbridas e parental terão varias combinações de genótipos
dependendo do cruzamento e dos resultados da segregação mendeliana

(Rhymer & Simberloff, 1996).
Segundo Grodzicher er al., (1974) o primeiro marcador

molecular em nível de DNA foi gerado a partir da clivagem enzimática
desta molécula, com as chamadas enzimas de restrição, o que permitiu
a análise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição

(RFLP) (Gibson, 1989; Gibson & Wihittington, 1993; Hide et al,
1994).

Várias outras técnicas de manipulação de material genético
continuaram sendo desenvolvidas utilizando a combinação da reação
em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar sequências específicas
de DNA genômico.

Pequenas modificações na técnica de PCR original, levaram à

descrição de outras classes de marcadores moleculares, como por
exemplo, microssatélites (Beckmann & Soller, 1990; Su & Wellems,

1996; Wang et al., 1999); RAPD ­ DNA polimórfico amplificado ao
acaso ­ (Williams er al., 1990; Welsh & McCleland, 1990; Waitumbi
& Murphy, 1993) e mais recentemente, a técnica de AFLP
(polimorfismo “de comprimento de fragmentos de restrição
amplificados), descrita por Vos er al., (1995).

O mais importante, do ponto de vista da genética da
conservação, é o fato de que marcadores moleculares diferentes podem
ter taxas de substituição/evolução diferentes, de modo que, através de
uma escolha judiciosa desses marcadores, pode­se estudar desde
problemas de identificação de indivíduos à identificação de espécies
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crípticas ou formulação de hipóteses filogenéticas em grupos
supraespecíficos (Matioli, 2001)

Segundo Maughan er al., (1996), análise de segregação e
estudos de ligação indicaram que marcadores de AFLP são herdados

de maneira mendeliana e que eles segregam independentes uns dos
outros. Todos os marcadores de AFLP examinados por ele mostraram

um padrão de segregação dominante.
Marcadores moleculares disponíveis atualmente podem ser

classificados como dominantes (RAPD e AFLP) ou coodominantes

(RFLP, microssatélite, aloenzimas). Marcadores coodominantes são
preferíveis à marcadores dominantes devido à maior informação
contida. Um marcador molecular coodominante mostra a descrição de
genótipos homozigotos e heterozigotos em um gel de eletroforese. Para
marcadores dominantes homozigotos dominantes e heterozigotos não
podem ser distinguidos com base na presença ou ausência de bandas
(Piepho & Koch, 2000). Entretanto, Reineke (1998) afirma que,

marcadores de AFLP são coodominantes, sendo importantes para o uso
em organismos diplóides, tais como plantas e insetos.

Piepho & Koch (2000) estudando genotipagem de plantas,
utilizaram populações F, de beterraba para descrever um método de
análise coodominante de dados de bandamento em um sistema de

marcadores dominantes, quantificando o grau de amplificação de um
fragmento. Este mesmo método também foi utilizado, em tomate, por
Jansen et al/., (2001).

Cada uma das técnicas moleculares que estão disponíveis no
momento, tem um poder de resolução específico, de modo que,
nenhuma delas por si só é universalmente ideal, todas apresentam
vantagens e desvantagens. O emprego de uma ou de outra, depende da
aplicação que se quer fazer do DNA genômico (por exemplo, tipagem
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do DNA ou mapeamento de marcadores de DNA), do tipo de
organismo a ser investigado e da capacidade do laboratório. Por

exemplo, marcadores de RAPD tem sido propostos como uma
alternativa para marcadores de RFLP pois requerem pouco DNA, não

necessitam de "Southern blotting" e marcação radioativa, e a sua
metodologia é relativamente simples (Mackill, 1996).

Miyashita (1999) afirma que a tecnologia de AFLP combina
estratégias de RFLP e PCR. Em vários estudos, AFLP detectou um
grande número de polimorfismo mais eficientemente que outras

tecnologias de DNA, tais como RFLP, RAPD, e microssatélites ou
SSR (análise de polimorfismo de sequência simples repetida).
Comparada a essas outras tecnologias de marcadores moleculares,
AFLP apresenta igual ou maior performance em termos de
reprodubilidade, resolução e tempo eficiente. Provavelmente a maior
vantagem da tecnologia de AFLP está na sensibilidade e detecção de
polimorfismos com genoma total.

A repetibilidade dos marcadores de AFLP é muito alta,
resultando em maior sustentação às conclusões derivadas desta análise

(Tome er al., 1996). AFLP tem a capacidade de detectar um número
muito maior de polimorfismo por /oci que outras técnicas baseadas em
PCR usadas correntemente. (Thomas er al., 1995, Mackill er al., 1996,

Cervera et al., 1996)

A técnica do polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) é amplamente utilizada no estudo de genomas de
uma grande variedade de plantas e de microorganismos, contudo é um
método relativamente novo na análise de DNA de outros organismos.
Recentemente o uso de marcadores de AFLP tem sido estendido para
animais: rato (Otsen er al., 1996), bovino (Nijman et al/,1999), galinha
(Herbergs et al., 1999; Knorr et al., 2001), suíno (Óvilo et al., 2000),
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truta arco­íris (Bagley, et al., 2001) e tilápia (Agresti, et. al., 2000);
entre os insetos: abelha (Sauzo & Hall, 1999), bicho da seda
(Yasukochi, 1998), borboleta (Reineke & Karlovsky, 2000), carrapato
(Souza, 2001), besouro (Hawthorne, 2001), grilo (Parson & Shaw,
2001) e Aedes aegypri (Ravel et al., 2001).

Marcadores de AFLP podem ser utilizados na construção de

mapas de ligação de uma grande variedade de organismos
agronomicamente importantes (Tan er al., 2001).

Marcadores de AFLP têm encontrado ampla aplicação na análise
de variação genética em nível inferior à de espécie, particularmente em
investigações de estrutura e diferenciação populacional (Rouppe Van
Der Voort et al., 1997; Mueller & Wolfenbarger, 1999; Heum et al,
1997; Arens et al., 1998), e da variação genética dentro das populações
(Semblat er a/., 1998; Travis er al., 1998).

Além desses aspectos da estrutura de populações e variações que
podem ser analisados, os marcadores moleculares têm sido aplicados
para avaliar situações de: fluxo gênico e dispersão (Semblat er al,
1998; Arens et al., 1988; Travis er al., 1998), intercruzamentos
(Gaiotto et al., 1997), introgressão (Tohme er al., 1996) e casos de
hibridação (Arens et al., 1998; Mueller & Wolfenbarger, 1999).

A tecnologia de AFLP pode ser considerada um modelo

molecular para investigação de variações em sistemática e genética de
populações. Para Schmidt & Jensen (2000), devido ao seu alto
potencial de descoberta de variações genéticas em alguma parte do
genoma, esta técnica é uma ferramenta de grande eficácia para estudos
de genética de populações.

Populações experimentais de longo termo, fundadas com
híbridos de Drosophila, podem­se constituir em excelente material
para aplicação de marcadores moleculares visando o estudo das
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modificações ocorridas no genoma dos indivíduos ao longo do tempo.
Tadei (1974, 1977), Tadei e Bicudo (1981) analisaram populações

experimentais de D. prosaltans, D. saltans e de híbridos entre as duas
espécies, acompanhados de censos citológicos periódicos para
verificação, através dos pareamentos cromossômicos, da origem
específica dos cromossomos. Nas populações H; e H3, o conjunto
cromossômico dos indivíduos proporcionou um aumento da
variabilidade por introdução de material genético de origens
específicas diferentes, ocorrendo uma quebra do conjunto gênico
coadaptado de prosaltans, esse aumento da variabilidade foi
acompanhado por uma melhora do estado­de­ser­adaptado. Na

população H,., com base em estudos citogenéticos, os autores
demonstraram que foi reconstituído o genoma de Drosophila saltans,
não conservando nenhum trecho dos cromossomos de prosaltans.
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II, OBJETIVOS

Historicamente as populações denominadas H,, H; e H, foram
fundadas com híbridos F, de fêmeas de Drosophila prosaltans e
machos de D. saltans. Estas populações foram mantidas por 170

semanas pela técnica da transferência seriada com um censo semanal,
contando­se e pesando­se separadamente adultos e jovens.

Foram efetuados estudos relativos à evolução dos parâmetros do
estado­de­ser­adaptado das populações, que evoluíram de modo
diferente (Tadei, 1974 e 1977, e Tadei & Bicudo, 1981).

Por cerca de 25 anos, essas mesmas populações foram mantidas
apenas com transferências semanais para garrafas com meio de cultura
novo. À constituição cromossômica dessas três populações analisadas
por Tadei (1974 e 1977) e Tadei & Bicudo (1981) mostrou que H,
reconstituiu completamente o cariótipo de D. saltans, enquanto que,
H; e H;3, cariótipos de D. prosaltans foram reconstituídos, mas,
trechos cromossômicos de D. saltans foram mantidos.

Com a retomada dos censos semanais completos, a partir de
maio de 1999, estudou­se as populações Hs, H; e H, em seu atual

estágio de desenvolvimento genético, analisando os mesmos
parâmetros — populacionais: tamanho populacional, produtividade,
mortalidade e longevidade.

Em nível molecular, avaliou­se a variabilidade genética,
comparando indivíduos das três populações (EH, H; e H,) através da
técnica de AFLP (Amplifield fragment length polymorfism) com
indivíduos das espécies parentais (Drosophila prosaltans, linhagem
P76, € D. saltans, linhagem Ss), com descendentes F, dos cruzamentos
recíprocos de PisxS«. e com o forideo Megaselia scalaris, que
constitulu o grupo externo.
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II. MATERIAL E MÉTODOS

UI.1. Material Biológico

No presente trabalho foram utilizadas duas espécies crípticas de
Drosophila, pertencentes ao grupo e subgrupo de mesmo nome,
saltans: D. prosaltans e D. saltans que vem sendo mantidas em

laboratório a longo tempo.
D. saltans Sturtevant, 1916, da qual utilizou­se a linhagem S,;, é

procedente de Huychiuayan, México. Cromossomicamente mostra
homozigose para os arranjos padrões nos braços XL, IIR e III; para o
arranjo determinado pela inversão SXRa no braço XR e para o arranjo
determinado pela inversão SllLa, no braço IL (Bicudo, 1967, 1973b;
Tadei, 1974).

De D. prosaltans Duda, 1927, utilizou­se a linhagem P76 que é
resultante da mistura de duas linhagens brasileiras: P; (Eldorado, RS)
e Ps; (Belém, PA). Cromossomicamente são homozigotas para os
arranjos padrão nos cromossomos X e II, e heterozigota para o arranjo
determinado pela inversão PITIb no cromossomo III (Tadei, 1974).

A primeira etapa deste trabalho envolveu a análise de
populações experimentais de longo termo, fundadas com híbridos F,
entre essas duas espécies por Tadei (1974): H,, H;3 e Ha. Em outra
etapa, O DNA das duas espécies, seus híbridos F, e indivíduos das três
populações foram analisados molecularmente.

III.2. Populações experimentais

As populações experimentais híbridas de Drosophila saltans e
D. prosaltans denominadas H,, H; e H, foram fundadas por Tadei
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(1974) com 300 fêmeas e 300 machos F resultantes do cruzamento de
fêmeas P;; com machos S;. Essas populações foram mantidas em

garrafas de um quarto de litro em câmara temperatura constante a
254+1,0ºC, sendo recenseadas semanalmente pelo autor até 1977 pela
técnica da transferência seriada (Buzzati­Traverso, 1955, cf. Tadei e

Mourão, 1981). Esta técnica consiste basicamente nos seguintes
procedimentos: as moscas fundadoras foram colocadas em uma
garrafa de um quarto de litro com meio de cultura onde permaneceram
durante uma semana, depositando ovos. Na semana seguinte, as
moscas foram eterizadas, contadas, pesadas e, em seguida, transferidas
para uma garrafa nova. Quando as moscas começaram a nascer nas
garrafas anteriores, também foram eterizadas, contadas, pesadas e
transferidas, juntamente com as moscas adultas sobreviventes, para
uma nova garrafa até completarem cinco garrafas. A partir desse
ponto, toda vez que a população era recenseada, uma nova garrafa era
introduzida e a mais velha era descartada. Dessa forma, a parcela
adulta da população (que define o tamanho populacional) fica sempre
restrita à garrafa nova, enquanto que as quatro garrafas mais velhas
contêm ovos, larvas, pupas e moscas recém­emergidas. As moscas
recém­emergidas nestas garrafas constituem a parcela jovem da
população (produtividade). De 1977 a abril de 1999, as populações
foram mantidas apenas com transferências semanais. A partir de maio
de 1999, essas populações começaram a ser novamente recenseadas
semanalmente para a obtenção de dados de tamanho populacional e
produtividade, quanto ao número de indivíduos e biomassa úmida,
mantendo­se os mesmos procedimentos da análise anterior.

O tempo de eterização utilizado durante os censos foi de 90
segundos, em todos os casos.
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As populações foram mantidas em câmara de temperatura
constante (25+1,0ºC), sempre nos mesmos lugares das prateleiras,

sendo os censos realizados aproximadamente nos mesmos horários.
A análise populacional neste trabalho, teve por objetivo fazer

uma comparação com os dados obtidos por Tadei (1974, 1977) quanto

ao estágio atual de desenvolvimento.

IIL.2.1. Longevidade

A estimativa da longevidade média das moscas das populações
H;,, H3 e H, foi feita através do método de Levene (apêndice in
Dobzhansky & Pavlovsky, 1961). O método foi desenvolvido para a
determinação da longevidade em populações onde os processos de
nascimento e morte são considerados processos estocásticos
estacionários contínuos. Neste caso a longevidade média bruta (a) é

dada pelo número de indivíduos sobreviventes (N), dividido pelo
número médio de indivíduos nascidos num intervalo de tempo unitário
(B) Em populações experimentais mantidas pela técnica da
transferência seriada, o processo de nascimento é essencialmente
discreto, pois este não é o tempo biológico do nascimento dos
indivíduos, mas sim o momento em que são adicionados à parcela
adulta da população, e as mortes serão consideradas só a partir deste
momento. A mortalidade também é um processo discreto, pois as
mortes são computadas em intervalos regulares, somente no momento
dos censos.

Se a longevidade média for muito maior que o intervalo de
tempo entre nascimentos, ela pode ser calculada pelo valor a descrito
acima, mas caso contrário, a estimativa da longevidade média das
moscas requer correção. O fator de correção depende da distribuição
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do tempo de morte, e adotando o modelo de distribuição exponencial,

a probabilidade de que um indivíduo nascido no tempo zero, morra no
tempo tr é 1­e ”, sendo m a longevidade média corrigida expressa na
mesma unidade de rs . Esta distribuição considera que a probabilidade
de uma mosca viver um tempo £, e morrer entre f et +At é At m,
independentemente da idade da mosca.

As moscas sendo adicionadas em intervalos uniformes de tempo
c, o número esperado de moscas presentes no começo do intervalo,

Cc

que morrem no decorrer do mesmo, é (N+BXlI­e ”), e a proporção
viva restante é N=(N+B)e ", sendo N+B o número de moscas vivas
no início do período. Quando um tamanho estável de população é

alcançado, o número de indivíduos nascidos no início de cada período
deve ser B=(N+B)(lI­e "), e determinando para o próximo período
o número de moscas

N+B=(N+B)e * +(N+BXl­e ").

A relação entre a longevidade média a e a longevidade média
corrigida m, no intervalo de tempo unitário c, é dada por:

e —.o c

a N Net Ne * . e” 2"
ce B gm Ne”) (lI­cem)

A relação entre a e m é não linear, e a proximidade entre
m

F=—
Ccambos depende da razão , sendo o erro m—a tanto menor,

quanto maior for a longevidade média em relação ao intervalo de
tempo c.

Com duas transferências semanais, respectivamente com
intervalos de c e d dias, considerando que o número médio de
nascimentos diários seja de b moscas, têm­se cb o número de
nascimentos em c dias e db o número de nascimentos em d dias.

Neste caso a relação de equilíbrio é dada por:
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e

N=[(N+cb)e" +dble”
Sendo a longevidade média a em dias dada por a = NX tem­se

N = ab. Fazendo a substituição para o valor de N na expressão acima
estabelece­se a relação entre a e m, que é dada por:

—ce+d c

ce "” +de ”
—c+d

1­e *”

a=

Neste trabalho, propõe­se a aplicação do modelo de Levene para
populações com uma transferência semanal. Admitindo as premissas
do modelo, a expressão para a obtenção do valor a é dada por:

a =
­

1­e

Através da expressão acima, o valor m em funçãode a é
dado por:

a

I1II.2.2. Análise estatística

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando­se o

“software” estatístico Minitab for Windows 10.1. Foram obtidas

primeiramente as estatísticas descritivas para número de machos,
fêmeas, total de moscas, biomassa total e biomassa individual das

variáveis tamanho populacional, produtividade e mortalidade das três
populações, destacando­se as médias e erros padrões. Para
comparações entre as médias, visando verificar se as diferenças eram
estatisticamente significativas, foram utilizados o teste t de Student,
Análise de Variância e teste de Tukey.

A existência ou não de associação entre as variáveis foi
verificada por análise de correlação, calculando­se o índice de
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correlação de Pearson. Foram feitos diagramas de dispersão para a
representação gráfica destes testes.

11.3. Análise Molecular

Para análise molecular, machos de cada uma das linhagens
foram retirados dos estoques aleatoriamente, colocados em microtubos
de 1,5 ml e congelados à —20ºC para posterior análise através da
técnica de AFLP. As espécies de cada uma das linhagens foram
analisadas através de um pool de indivíduos. O número de moscas
contidas no pool foi determinado previamente através de um
experimento, onde foram analisados pools de 5, 7, 10, 15 e 20
indivíduos. O pool que teve a variabilidade genética das populações
melhor representada foi escolhido para todas as análises.

TIT.3.1. Grupo externo

O uso de informações sobre grupos externos permite O
estabelecimento — da direção das modificações evolutivas,
determinando os estados primitivos ou derivados de um certo caráter
(Matiolli, 2001).

Neste trabalho foi utilizada como grupo externo o díptero
forideo Megaselia scalaris Loew, 1866 (linhagem CP), proveniente da
cidade de Campinas, SP, e mantida nos estoques do Departamento de
Biologia da UNESP de São José do Rio Preto. Dentre as espécies do
gênero, M. scalaris, é considerada a mais polífaga e cosmopolita de
todas, com distribuição tropical e subtropical principalmente em
ambientes modificados pelo homem (Vetorazzi, 1993) .Foram

encontradas espécies de Megaselia em material biológico em
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decomposição, fezes humanas e de animais, parasitando colônias de
insetos e outros invertebrados, cultura de milho e de cogumelo e
causando miíase no homem e em outros animais.

111.3.2. Híbridos Interespecíficos

Estudos do isolamento reprodutivo dessas espécies, realizados

por Bicudo (1967, 1973a), mostraram que elas são intercruzavéis em
laboratório, mas, a frequência de cruzamentos férteis varia conforme a
origem geográfica das linhagens. As linhagens procedentes de regiões
onde essas espécies são simpátricas (Costa Rica), mostraram
isolamento reprodutivo completo em laboratório. Em cruzamentos

interespecíficos, com progênie, os descendentes F, do cruzamento de
fêmeas prosaltans com machos saltans são férteis, porém, no
cruzamento recíproco os machos são estéreis.

Para a obtenção de indivíduos híbridos, nas duas direções de

cruzamento, machos e fêmeas, logo após a emergência, foram
separados dos estoques de cada uma das espécies e colocados em
tubos de vidro contendo meio de cultura de banana­agar, onde

permaneceram isolados durante 5 a 7 dias para a maturação sexual.
Cruzamentos interespecíficos por casal foram realizados em

ambas as direções. Cada casal foi colocado em um tubo de vidro com
meio de cultura de banana­ágar permanecendo por 2 dias. Foram
realizados dois repiques a intervalos de dois dias cada, garantindo a
oviposição em 3 tubos. Todos os cruzamentos foram mantidos em
câmara de temperatura constante de 25+1,0ºC.

Dos cruzamentos férteis, somente os machos foram separados e
colocados individualmente em microtubos de 1,5 ml e mantidos

congelados até o momento da extração do DNA.
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111.3.3. Extração do DNA genômico

As moscas machos das espécies parentais, híbridos F,;,
populações e do grupo externo foram separadas, eterizadas, colocadas
em microtubos de 1,5 ml e congeladas individualmente a ­20ºC para
posterior extração do DNA genômico total.

As moscas foram maceradas individualmente em microtubos de

1,5 ml contendo 250 ul de tampão SET (NaCl 0,15M, Tris 0,02M e
EDTA 1 mM pH 8,0) com o auxílio de um bastão de vidro. Em
seguida, em cada amostra foram adicionados 9 ul de proteinase K (10
mg/ml) e 11 ui de SDS 25%, logo após, foram agitadas por inversão, e
posteriormente submetidas à incubação a 55ºC, por 2 horas.

Decorrido o tempo de incubação, às amostras adicionou­se 430
nl de NaCl 6M e centrifugou­se por 10 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo 40 ul
de acetato de sódio 3M e o seu volume foi completado com

isopropanol gelado (­20ºC). Imediatamente as amostras foram
colocadas no freezer por pelo menos 20 minutos, e depois
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. O pellet formado foi
isolado descartando­se o sobrenadante e lavado com etanol 70%. Em

seguida, o sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet seco à
temperatura ambiente, e depois ressuspendido em tampão 100 ui de
tampão TE (Tris 10 MM e EDTA 1 mM) depois de seco.

1.3.3.1. Quantificação do DNA

As amostras de DNA genômico, foram submetidas à análise em
espectrofotômetro com fator de diluição 100 para a detecção da
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concentração de DNA e proteínas. Todas elas apresentaram altas
concentrações de DNA, em média 80 ng/ul de solução. Além disso, a
razão DNA/proteínas mostrou­se adequada para a metodologia
utilizada, por volta de 1,9.

Após a quantificação, foram misturados 3 ul de cada uma das

10 amostras para a confecção dos pools.

I1II.3.4. Princípios da tecnologia de AFLP

Todos os pool de DNA foram analisados utilizando­se o
“AFLPº Analysis System 1” da Gibco BRL Products, em um
termociclador (MJ Research Minicycler). O protocolo da técnica de
AFLP utilizado no presente trabalho foi o descrito por Vos et al.
(1995) e o modificado por Vandermark (1999). A técnica consiste
basicamente nas seguintes etapas nesta sequência: restrição, ligação de
adaptadores, pré­amplificação e amplificação seletiva, descritas
detalhadamente à seguir.

111.3.4.1. Restrição

Para esta etapa, foram adicionados em cada microtubos de 0,2
ml, 25U de EcoR 1, 1,25U de Mse 1, SO MM de Tris­HCI (pH 7,5), 50
mM de acetato de magnésio e 250 mM de acetato de potássio, em
seguida, foram acrescentados 250 ng de DNA e água MIIIQ
autoclavada até o volume final de 25 ul. As amostras foram incubadas
no termociclador durante duas horas e 30 minutos a 37ºC e quinze
minutos a 72ºC para inativação das enzimas de restrição.

Neste processo o DNA genômico foi digerido por duas enzimas
de restrição: a EcoR IT (E) que reconhece o sítio de seis bases
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GAATTC; e a enzima Mse I (M) que reconhece o sítio de quatro
bases, TTAA. A digestão por estas endonucleases resulta em três tipos
de fragmentos, definidos pelos seus sítios de restrição: E­E, E­M e M­
M.

111.3.4.2. Ligação dos adaptadores

Os adaptadores são pequenas sequências de fita dupla
complementares às extremidades dos fragmentos resultantes da
digestão do DNA pelas enzimas de restrição. A função desses

adaptadores é facilitar a amplificação por PCR. Uma mudança de base
no sítio de clivagem de uma enzima impede o seu reconhecimento

impossibilitando a ligação
Em cada microtubo contendo o DNA digerido pelas enzimas de

restrição, foram adicionados os adaptadores das duas enzimas, 0,4

mM de ATP, 10mMM de Tris­HCI (pH 7,5), 10 mM de acetato de
magnésio, SO mM de acetato de potássio, 1U de T4 DNA ligase,
totalizando 50 ul no volume final. As amostras foram incubadas a
20ºC por 2 horas.

1I11.3.4.3. Pré­amplificação

Na reação de pré­amplificação, o DNA genômico foi
amplificado com iniciadores (primers) das duas enzimas contendo
apenas um nucleotídeo seletivo (EcoR TI ­ A e Mse T­ OC). As reações
foram feitas com 40 ul de “AFLP Primer pre­amp Mix T
(componente do Kit “AFLPº Analysis System 1”), 100 mM de Tris­
HCI (pH 8,0), 15 mM de cloreto de magnésio, 500 mM de cloreto de
potássio, 1U de 7agq DNA polimerase e 5 ul de DNA já cortado pelas
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endonucleases de restrição e ligado aos adaptadores, contabilizando­se
um volume final de SO ul. As amostras foram submetidas a 30 ciclos

de replicação, sendo que cada ciclo consistiu de 30 segundos a 94ºC
para a desnaturação do DNA, | minuto a 50ºC para o anelamento dos
iniciadores e 1 minuto a 72ºC para a extensão das cadeias.

111.3.4.4. Amplificação seletiva

Na amplificação seletiva, outros primers (iniciadores), os quais
são complementares aos adaptadores, apresentam em sua extremidade

3º de um a três nucleotídeos seletivos. São possíveis 64 combinações
de iniciadores para as duas enzimas que geram diferentes quantidades
de polimorfismo. O uso destes primers varia conforme a
complexidade do genoma a ser estudado. Geralmente para organismos
eucariotos, utiliza­se primers com 3 nucleotídeos seletivos.

As reações de amplificação seletiva foram realizadas em um
volume final de 20 ul contendo: 100 mM de Tris­HCI (pH 8,0), 15
mM de cloreto de magnésio, 500 mM de cloreto de potássio, 5 ng de
iniciador EcoR 1, 30 ng de iniciador Mse 1, SU de Tag DNA
polimerase e 5 ul de DNA pré­amplificado. No termociclador as
amostras foram submetidas a 35 ciclos, sendo os 6 primeiros de 30
segundos a 94ºC para a separação das fitas, de 30 segundos a 65ºC
para o anelamento dos iniciadores e 1 minuto a 72ºC para a extensão
das cadeias, os 6 ciclos seguintes de 30 segundos a 94ºC, de 30
segundos a 60ºC e 1 minuto a 72ºC, e os últimos 23 ciclos de 30

segundos a 94ºC, de 30 segundos a 56ºC e 1 minuto a 72ºC para a
extensão das cadeias, completando os 35 ciclos necessários. Por fim,
um último ciclo de 5 minutos a 72ºC permitiu a extensão final das
cadeias.
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Em todas as reações de amplificação foi utilizado um microtubo
contendo todos os reagentes, exceto o DNA molde, que serviu de

controle negativo para excluir a possibilidade de contaminação das
soluções com DNA.

No presente trabalho foram testados 15 combinações de primers

para a amplificação seletiva.

Primer 1 »>E­ACA/M­CAC Primer 9 > E­AAC/M­CTC

Primer 2 > E­AAC/M­CTT Primer 10 > E­AAG/M­CAG

Primer 3 »>E­AAG/M­CTC Primer 11 > E­ACA/M­CAC

Primer 4 >» E­ACC/M­CTA Primer 12 > E­ACC/M­CTG

Primer 5 > E­AGC/M­CTG Primer 13 > E­AGG/M­CTT

Primer 6 > E­AGG/M­CAG Primer 14 > E­AGC/M­CAA

Primer 7 > E­ACT/IM­CAA Primer 15 > E­ACA/M­CAC

Primer 8 > E­ACG/M­CAT

I1I1.3.4.5. Separação dos fragmentos amplificados

A separação por eletroforese dos fragmentos amplificados foi
feita em gel de poliacrilamida desnaturante a 8%. As amostras após
serem amplificadas foram diluídas na proporção 5:1 em solução
contendo glicerol 30%, xilenocianol 0,025% e azul de bromofenol

0,025%. Em seguida, as amostras sofreram desnaturação por
aquecimento durante 3 minutos a 90ºC e, logo após, transferidas
imediatamente para gelo a fim de impedir a renaturação, para
posteriormente serem aplicadas no gel. O gel foi polimerizado em
placas de vidro medindo 17,0 x 28,0 cm com espaçadores de 0,65 mm
de espessura.
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A corrida foi feita em cuba contendo tampão TBE 1X (100mM
de Tris, SOmM de ácido bórico e IMM de EDTA) a 25ºC, com

corrente elétrica de 600V, 100 mA e 100W (fonte Pharmacia EPS
3501), até que o corante xilenocianol atingisse o nível desejado de
corrida aproximadamente 14 centímetros antes da base do gel (cerca
de 3 horas ).

Em cada canaleta foram aplicados 7 ul de DNA amplificado de
cada amostra, inclusive dos controles negativos. Sempre na primeira
canaleta da esquerda para a direita foi adicionado aproximadamente
400 ng do marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb (GIBCO
BRL).

111.4.2.6. Coloração por nitrato de prata (ABNO;)

Após a eletroforese, cada gel foi colocado em um recipiente
plástico proporcional ao seu tamanho, onde procedeu­se a coloração
por nitrato de prata com o intuito de evidenciar as bandas

correspondentes aos fragmentos amplificados. Este procedimento
inclui em primeira etapa, a fixação do gel em solução contendo etanol
30% e ácido acético 0,75% por 10 minutos, agitando­se o recipiente
algumas vezes. Em seguida, foi realizada a coloração do gel por
solução de nitrato de prata 0,2% por 10 minutos, também agitando­se
algumas vezes. O excesso do corante foi retirado com lavagem em
água destilada. Em seguida foi adicionada, sob agitação constante dos
géis, solução reveladora contendo hidróxido de sódio 3% e

formaldeído 0,3% por tempo suficiente para que as bandas fossem
visualizadas. O bloqueio da revelação foi feito adicionando­se solução
fixadora inicial.

FS
AVAVAV

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



Material e Métodos 30

O gel corado foi seco entre duas folhas de papel celofane e
gelatina 5% e arquivados para análise posterior.

111.4.2.7. Análise estatística dos resultados

Os géis , depois de secos, foram analisados em um
transiluminador equipado com luz fluorescente para classificação das

bandas quanto à presença (1) ou ausência (0), gerando matrizes de
dados.

Estas matrizes foram analisadas utilizando­se software Statistica
4.5 A (1993) para o cálculo da distância genética e análise de clusters.
As distâncias genéticas foram calculadas pelo método de porcentagem
de desacordo (Puterka er a/. 1993). A reconstrução filogenética foi
feita pelo método não ponderado de agrupamento aos pares
utilizando­se as médias aritiméticas UPGMA (unweghted pair group
method with arithmetic means), agrupando indivíduos ou grupos mais
similares até os mais distantes
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IV. RESULTADOS

IV.1. Análise Populacional

No presente trabalho foram realizados 100 censos semanais
completos contando­se e pesando­se moscas adultas e jovens das
populações H., H; e Ha. Estas populações foram fundadas 30 anos
atrás por Tadei (1974), com 600 indivíduos híbridos F, descendentes
de cruzamentos entre fêmeas de Drosophila prosaltans e machos de
D. saltans. Após os estudos citogenéticos e populacionais de Tadei
(1974, 1977), estas populações continuaram sendo mantidas apenas
com transferências semanais, até serem retomados os censos

completos em maio de 1999.
A tabela I apresenta, para os 100 censos realizados, as médias e

erros padrões do número de moscas, biomassa total e biomassa
individual para adultos (tamanho populacional) e jovens
(produtividade) das três populações. Observa­se para o número total
de moscas que H, apresenta o maior tamanho populacional em relação
às outras duas populações. Quanto à produtividade, H; e H;
apresentam números semelhantes, enquanto que H, tem produtividade
menor. Apesar de apresentar a menor produtividade, H; mantém
tamanho populacional entre o das outras duas populações.

O teste £ de Student foi utilizado na comparação dos números
médios entre machos e fêmeas. Os resultados foram estatisticamente

significativos ao nível de 0,001 para adultos e jovens de H; e H;,
sendo o número de fêmeas maior. Para a população H, tanto para
adultos quanto para jovens, os valores não apresentam diferenças
estatisticamente significativas, contudo, nesta população, o número
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médio de machos é sempre maior que o de fêmeas para adultos e
jovens.

A tabela I também contém os valores das médias e erros

padrões da biomassa total, em miligramas, e biomassa individual, em
mg x 10?, de adultos e jovens destas populações. Nos adultos a
biomassa total de H, é maior que de H3 e Ha. Para os jovens os
números médios de H, e H; são semelhantes, sendo o de H, menor,

confirmando os dados referentes ao número total de moscas

produzidas. Quanto à biomassa individual, H, apresenta o menor
valor, tendo H, valor intermediário, tanto para adultos como para
jovens.

Os valores de F, para 2 e 297 graus de liberdade, das análises de
variância dos parâmetros estudados estão na tabela II, sendo todos
estatisticamente significativos ao nível de 0,001.

Devido aos valores significativos de F foi utilizado o teste de
Tukey para identificar as médias de quais populações diferiam. Para
adultos (tabela III) o número total de moscas e número de machos

apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre todas as
populações; para o número de fêmeas e biomassa total H; não difere
de H, e ambas diferem de Hb, e na biomassa individual houve

diferença significativa entre H; e Ha, mas ambas não diferem de Hb.
Nos jovens (tabela IV), H, apresentou diferenças significativas em
todos os parâmetros em relação às populações H; e H; que não
diferiram entre si, exceto para biomassa individual.

As figuras 1, 2 e 3 mostram o andamento dos censos semanais
das populações H,, H; e Ha, respectivamente. Verifica­se nas figuras 1
e 2 que os machos permanecem sempre em estratos inferiores em
relação às fêmeas tanto nos adultos como nos Jovens, exceto em
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alguns censos. O inverso ocorre em H, (figura 3), onde os machos
ficam em estratos superiores, principalmente nos adultos.

As figuras 4 a 6 apresentam os dados referentes ao andamento
dos censos para biomassa total e individual de H,, H;3 e Ha. Observa­se

que a biomassa total de adultos é maior que a de jovens nas três

populações, sendo essa diferença consideravelmente menor em H;
(figura 5), onde as linhas correspondentes à biomassa de adultos e

jovens aparecem imbricadas em alguns censos. Para biomassa

individual a situação se modifica, pois as três populações apresentam
o mesmo perfil, ficando a biomassa individual de adultos em níveis

superiores.
Na figura 7A são mostradas graficamente as médias e erros

padrões para o número de moscas adultas e jovens das três
populações. Para o número total de moscas H, tem tamanho
populacional maior que H;3 e H,; H;3 tem tamanho populacional menor
que H,., mas sua produtividade é equivalente à população H;. A
população H, tem a menor produtividade das três, mas mantém

tamanho populacional intermediário ao das outras duas populações,
evidenciando maior longevidade.

Pode ser observado na figura 7B que moscas jovens de H; tem
maior biomassa total que as moscas de H, e H,, mas quando adultas

apresentam biomassa total menor que das outras duas populações. Em
H, ocorre o inverso, quando jovens as moscas apresentam a menor

biomassa total e quando adultas biomassa total intermediária,

apresentando maior ganho de biomassa úmida das três populações.
Para biomassa individual (figura 7C) as moscas de H;3 apresentam a

maior biomassa tanto nos adultos quanto nos jovens, mas são as que
menos ganham massa quando comparadas com H,; e H,.. Em H, as
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moscas tem menor biomassa individual nos jovens e adultos, mas
estas são as que mais ganham massa quando adultas, em relação a H,

e H;.

Os parâmetros número total de moscas e biomassa total de
adultos e jovens de H,, H;3 e Ha, foram analisados através dos índices

de correlação de Pearson (rt), sendo todos os valores positivos e
altamente significativos. Nos testes realizados houve forte correlação
entre número total de adultos e biomassa total de adultos para H,
(1=0,970; tog=38,8; P<0,001), H3 (170,965; 1fog=37,1; P<0,001) e H,
(1=0,956; 1s9g=31,9:; P<0,001), e entre número total de jovens e
biomassa total de jovens para H, (1=0,949; 7v98=29,7; P<0,001), H;
(1=0,939; 1,3=26,8; P<0,001) e Ha (1=0,955; fog=31,8; P<0,001). Os
diagramas de dispersão para estas duas variáveis são apresentados na
figura 8, para adultos (A, B, C) e jovens (D, E, FP).

Índices de correlação de Pearson (1) também foram calculados
para os parâmetros número total de moscas e biomassa individual de

adultos e jovens das três populações. Para adultos, as correlações são
todas negativas e estatisticamente significativas: r= —0,229; fog=2,3;
P<0,05 para Ho = —0,216; f98g=2,2; P<0,05 para H3 e r= —0,259;
fog=2,6; P<0,01 para H,. Para jovens, contudo, as correlações são não
significativas para H, (1=0,029; 15;=0,3; P>0,50) e H3 (= —0,128;
fog=1,3; P>0,20) e positiva e significativa para H,a (1=0,274; fog=2,8;
P<0,01). Na figura 9 são apresentados os diagramas de dispersão entre
o número total de moscas e biomassa individual de adultos (A,B,C) e
de jovens (D,E,F) das três populações.

Os valores médios e erros padrões para mortalidade das três
populações são apresentados na tabela V. As populações H; e H;3
apresentam valores médios muito próximos e maiores que os de H,
para a mortalidade de machos, fêmeas e total. Considerando­se as
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populações individualmente, a mortalidade de fêmeas em relação à de
machos, é maior em H; e H;3, ocorrendo o inverso em H,. As

comparações pelo teste r de Student mostraram que as diferenças entre
os números médios de machos e fêmeas são estatisticamente

significativas ao nível de 0,001 para H, e H;3, enquanto que em H, não

diferiram significativamente.
Na tabela V também estão descritos os valores F2.»597 da análise

de variância para mortalidade de machos, fêmeas e total de moscas

das três populações. As diferenças são significativas ao nível de 1%
para machos e de 0,1% para fêmeas e total de moscas. Devido aos

valores significativos de F foi realizado o teste de Tukey (tabela VD.
As populações H,; e H;3 não diferem entre si mas ambas diferem de HL,
para machos, fêmeas e total.

Na figura 10 está representada graficamente a mortalidade de
machos, fêmeas e total das três populações durante os 100 censos
realizados. Em H,; e H3, os machos mantém­se em estratos inferiores

em relação às fêmeas, ocorrendo o contrário em H, na maioria dos

censos. A mortalidade total em H,, salvo algumas exceções, está
sempre abaixo de 200 indivíduos, enquanto que em H, e H;3 apresenta­
se quase sempre acima desse valor.

A comparação entre mortalidade e natalidade média das três

populações mostrou que ambas apresentam valores muito próximos
(figura 11). As populações H, e H;3 não diferem entre si, apresentando
taxas de natalidade e mortalidade semelhantes. Em H, as taxas de

natalidade e mortalidade são menores, e ao contrário de H; e H;3, as

fêmeas nascem e morrem em número menor que os machos. Mesmo
tendo taxas de mortalidade e natalidade muito próximas de EI) e
maiores que H, H; mantém o menor tamanho populacional.
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Numericamente as médias podem ser observadas comparando­se as
tabelas I e V.

Na tabela VII encontram­se os valores obtidos pelo método de
Levene para a estimativa da longevidade média bruta (a) e corrigida
(mn) na unidade de tempo dos censos (semanas) e também os valores

em dias para a longevidade média corrigida (m*), longevidade
mínima e máxima de machos, fêmeas e total de moscas das

populações H,, H; e Ha” Observa­se nestas populações que a
longevidade média é dada pela ordem H, > H; > H;3, destacando­se H,
das demais. O intervalo de variação das médias extremas (H, — H;3) é

de 7,6 dias para machos, de 6,5 dias para fêmeas e de 7,2 dias para o
total de moscas. Em relação à população H; há um aumento na
longevidade média de H, de 38,2% para machos, 33,2% para fêmeas e
de 36,2% para o total de moscas.
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TABELA ]L. Números médios e erros padrões (Xt5­) para tamanho populacional e produtividade das populações
fundadas com híbridos de Drosophila prosaltans e D. saltans. Teste 1 de Student para a commparação das médias de
machos e fêmeas. N = 100 censos semanais. T=total, M= machos, F= fêmeas. *** = P< 0,001; = não significativo

População
Tamanho Populacional Produtividade

Nº de moscas Biomassa

(mg)
Biom. Individual

(mg x 10?)
Nº de moscas Biomassa

(mg)
Biom. Individual

(mg x 10?)

H,

H, T

M

F

198: MxXF

354,0+8,5

147,9:+4,2

205,8+4,9

9,03 ***

281,8+8.5

115,44,]

165,65,4

7,40 ***

321,8+9,7

166,6:5,6

154,5+4,8
1,65

346,08,3

279,7+8,45

305,8+8,7

0,981+0,007

1,000+0,008

0,958+0,009

224,07,2

99,63,5

125,6:4,0

4,92 ***

217,54+6,9

96,543,4

124,243,8

5,48 ***

156,747,1

80,9+3,6

75,943,8
0,97"

173,1+5,8

178,95,4

113,95,6

0,773+0,007

0,816+0,009

0,716­0,009
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Tabela II. Valores de F7.»5; da análise de variância para a comparação
das médias das populações experimentais H,, H3 e Ha. *** = P<0,001

Nº de moscas Biomassa Biom. Individual

(mg) (mgx 10%)

TAMANHO POPULACIONAL

Total 16,42 15,36+**+* 6,93*+*+*

Machos 30,75

Fêmeas 28,87

PRODUTIVIDADE

Total 41,13*+** 38,41***

Machos

Fêmeas
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TABELA UI. Valores absolutos das diferenças entre pares de médias
referentes ao tamanho: populacional (adultos) das populações H,, H; e
Ha. d.m.s. =diferençamínima significativa do teste Tukey. * = P<0,05.

População. H; HH;

Número total de moscas. d.m.s.=29,64.
H;
HH,

Númerode machos. d.m.s.=15,46.
H;
Ta

Númerode fêmeas. d.m.s.=16,62
Hz
Ha.

Biomassa total. d.m.s.=28,18
H;.
H.

Biomassa individual. d.m.s.=0,0267
H;
H;
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TABELA IV. Valores absolutos das diferenças entre pares de médias
referentes à produtividade (jovens) das populações H, H; e Ha. d.mss. =
diferença mínima significativa do teste Tukey. * =P<0,05

População H, H;

Número total de moscas. d.m.s.=23,41
H;
H,

Número de machos. d.m.s.=11,42
H;
H,

Número de fêmeas. d.m.s.=12,83
H;
H,

Biomassa total. d.m.s.=18,57
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TABELA V. Mortalidade média (xs) para machos, fêmeas e total)
de H,, H; e Ha. Valores de F2.597 para a comparação das médias das
três populações e de / de Student (f198) para.acomparação demachos e
fêmeas de cada população. ** = P<0,01; ***=P< 0,001; “= não
significativo

PopulaçãoN Machos. Fêmeas. Total f1o8

100

100

100

99,50+3,94

95,43+3,81

'80,40­+4,73

5,80 **

125,64+4,23

125,51­+4,39

75,61+4,6]

42,7] *+*+*

223,87+7,67

220,98+7,24

155,92+8,33

24,50 **+*

4,52 FR

5,17 At
0,73

5
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TABELA VI. Valores absolutos das diferenças entre pares de médias
referentes à mortalidade das populações H,, H; e H,. dms. =
diferença mínima significativado teste Tukey..* = P< 0,05

População. H, Hs.

Número total de moscas. d.m.s.=25,69

H;
H,

Númerode machos. d.m.s.=13,83

Númerode fêmeas. d.m.s.=7,72

H;
H,
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Tabela VII. Estimativas da longevidade média a e m, em semanas, e
valores médio, mínimo e máximo da longevidade em dias, das
populações HD, H; e Hi, obtidos pelo método de Levene.

Populações
Longevidade

dias

m* min.

Total

Machos

Fêmeas

Total

Machos

Fêmeas

Total

Machos

Fêmeas
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Figura 1. Número total de moscas, número de machos e de fêmeas para tamanho populacional e produtividade da
população H,, durante os 100 censos semanais do experimento.
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Figura 2. Número total de moscas, número de machos e de fêmeas para tamanho populacional e produtividade da população
H;3, durante os 100 censos semanais do experimento.
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Figura 3. Número total de moscas, número de machos e de fêmeas para tamanho populacional e produtividade da população
Ha, durante os 100 censos semanais do experimento. 9p

so
p
o
in

sa
y

rh
AVAVAY

“AV

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



Biomassa total de H2 adultos
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Figura 4. Biomassa total, em miligramas, e Biomassa individual (mg x 10?) de adultos e jovens da população H,, durante
os 100 censos semanais do experimento.
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Figura 5. Biomassa total, em miligramas, e Biomassa individual (mg x 10?) de adultos e jovens da população H3, durante os
100 censos semanais do experimento. 8h
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Figura 6. Biomassa total, em miligramas, e Biomassa individual (mg x 10?) de adultos e jovens da população Ha, durante os
100 censos semanais do experimento.
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Figura 7. Número médio de adultos e jovens para total de moscas (A),
biomassa total (B) e biomassa individual (C), das populações H,, H; e H,.
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Figura 8. Diagramas de dispersão das variáveis número total de moscas e biomassa total em miligramas das três
populações, para adultos na parte superior (A, B, O) e jovens na inferior (A, B, O).
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Figura 9. Diagramas de dispersão das variáveis número total de moscas e biomassa individual em mg x 10º das
três populações, para adultos na parte superior (A, B, OC) e jovens na inferior (A, B, O).
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Figura 10, Mortalidade de machos, fêmeas e total de moscas das populações H, H;3 e H,, ao longo dos 100 censos
semanais.
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Figura 11. Médias e erros padrões do tamanho populacional e do número total de
moscas, de machos e fêmeas para mortalidade (A) e natalidade (B) das populações
Hb, H; e H,.
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IV.2. Análise Molecular

O DNA genômico de cada indivíduo foi extraído separadamente

e depois reunidos formando pools, respectivamente, para cada uma
das espécies de Drosophila, para os descendentes F, interespecíficos
nas duas direções de cruzamento, para as três populações (HE, H;3 e H,;)

e para Megaselia scalaris (grupo externo).
Inicialmente foram testados conjuntos de 5, 7, 10, 15 e 20

moscas de Drosophila prosaltans e D. saltans, para comporem o pool

de DNA a ser analisado. Para a amplificação seletiva do DNA, na
análise por AFLP, foram utilizadas diferentes combinações. Ao todo

foram testadas 15 combinações de primers nas reações de

amplificação, sendo 8 (primers 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 15) utilizados no
presente estudo por apresentarem boa qualidade de amplificação, com

visualização de bandas bem definidas e em número considerado
adequado para a análise de clusters.

Para a análise de dados foram consideradas bandas cujos

fragmentos de DNA tinham tamanho inferior a 1500 pares de bases
(pb).

Os cinco pools acima referidos apresentaram resultados de boa

qualidade com os primers 5, 6, 7, 10, e 15. Para cada um dos cinco
primers utilizados, o respectivo padrão de bandas foi obtido em todos

os pools testados para Drosophila prosaltans e D. saltans. A figura 12

apresenta os produtos amplificados pelo primer 7, exemplificando o
padrão de bandas exibido pelas duas espécies.

O padrão de bandamento obtido com o primer 6 (figura 13) foi

semelhante entre todos os pools de D. saltans, em D. prosaltans, para
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o conjunto de 7 indivíduos o padrão foi diferente apresentando

ausência de 2 bandas (setas brancas) e presença de outras 2 (setas
pretas).

O padrão de bandas mais diverso entre os cinco pools foi
apresentado pelos produtos de amplificação produzidos pelo primer 5
(figura 14). Em D. prosaltans (linhagem P75), onde ocorreu maior

diferenciação, cada pool apresentou um padrão de bandamento
próprio, mesmo tendo algumas bandas compartilhadas. Na outra

espécie, D. saltans (linhagem Ss), o padrão de bandas foi semelhante

para os pool 5, 7 e 10, contudo, nos de 15 e 20 indivíduos os padrões
foram diferentes entre si e em relação aos demais.

O pool composto por amostras de DNA com número variável

de indivíduos (5, 7, 10, 15 ou 20), parece não influir no padrão de
amplificação do DNA da espécie, porém, o fator mais importante está

no emprego das combinações de primers que mostraram ter papel
importante para evidenciar a variabilidade genética destas duas
espécies.

Pelos dados acima descritos foi escolhido o pool composto por
amostras de DNA de 10 indivíduos para todas as análises no presente
trabalho.

Dessa forma, foram realizadas análises comparativas conjuntas
de pools de DNA de 10 indivíduos machos: das espécies parentais,
Drosophila prosaltans (linhagem P7.) e D. saltans (linhagem S5); dos

híbridos F, nas duas direções de cruzamentos (GSsxPPr e
SP76x?Sg); das populações H; H; e Hu; e de Megaselia scalaris
(grupo externo), empregando­se sete diferentes combinações de

primers (3, 6, 7, 8,9, 10 € 15).
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Descrições com alguns pormenores do padrão de bandamento
serão feitas para três primers (primers 6, 7 e 8). Estes, Juntamente com
os demais serão analisados mais à diante.

A análise conjunta do DNA genômico das oito classes de
moscas com o primer 6, mostrou que cada uma delas apresenta padrão
de bandas característico (figura 15). As bandas consideradas na

análise foram aquelas de tamanho igual ou inferior a 1500 pares de
bases (pb). Fragmentos amplificados maiores que esse valor são

difíceis de serem discriminados, por migrarem muito pouco.

No padrão de D. prosaltans observou­se a presença de 14
bandas, e em D. saltans de 19. Dessas bandas, apenas algumas são

compartilhadas pelas duas espécies. A linhagem S; de D. saltans,

apresenta 3 bandas exclusivas, enquanto que a linhagem P7; de D.
prosaltans não apresenta nenhuma com o primer 6. Nas populações

H>, H3 e Ha foram observadas respectivamente, 10, 9 e 14 bandas. O
padrão de bandamento da população H, diferencia das outras duas, por
apresentar mais bandas. Apesar de seu padrão de bandas se aproximar
muito de S«, H, apresenta duas bandas iguais as da linhagem P7; que
não estão presentes em S,.

Quanto aos descendentes F, dos cruzamentos GISxPP,, e
SPi6x Se, apresentaram respectivamente, 16 e 17 bandas, cujos
padrões foram muito semelhantes, compartilhando a maioria delas.

Com o primer 6, M., scalaris, apresentou 13 bandas, um dos

menores “números que esta espécie exibiu, sendo 5 delas
compartilhadas com pelo menos uma das classes de Drosophila.
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A figura 16 ilustra o padrão de bandamento obtido com o
primer 7 que produziu 84 bandas, sendo o maior número observado na

análise conjunta das oito classes de moscas.

A análise comparativa das bandas geradas pelo primer 8 (figura
17), mostra que as populações H, e H3 compartilham a grande maioria
de suas bandas com as de P7«.. À população H, apresenta um padrão de

bandas bastante diferente das duas outras populações, compartilhando
mais bandas com a linhagem Se.

Em todos os padrões de bandas de todas as combinações de

primers, a maioria das bandas de H; e H; são compartilhadas com.
bandas —espécie­específicas de D. prosaltans, mas essas duas

populações compartilharam também bandas espécie­específicas de D.
saltans.

Os híbridos F, do cruzamento GS;xQP,, compartilham muitas
bandas com os híbridos F, do cruzamento recíproco. O padrão de
bandas dos híbridos F, do primeiro cruzamento é praticamente o
mesmo das populações H, e H;3, que por sua vez são muito próximas

de Ps, enquanto que, no padrão dos híbridos da outra direção, pelo
menos 4 bandas estão ausentes em relação a H,, H;3 e P7..

O número de bandas produzidas por cada um dos sete primers

nas oito classes de moscas está apresentado na tabela VIII. Foram
observadas 363 bandas ao todo, dos quais M. scalaris apresentou 176

bandas, o maior número observado, seguida pelos híbridos F; nas duas
direções de cruzamentos, 174 para SS.xQ?P,, e 151 para o cruzamento
recíproco.

Pode­se observar ainda o número de bandas monomórficas

(aquelas que estão presentes em todas as classes de moscas) e bandas
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exclusivas de Drosophila e de M. scalaris. Com o primer 7 foi obtido
o maior número de bandas (84) e também de bandas monomórficas
(5), em contraposição, o primer 15 apresentou o segundo maior

número de bandas monomórficas (3), mesmo sendo o primer que
menos produziu bandas no total (30).

O maior número de bandas exclusivas de Drosophila foi

produzido pelos primers 3 e 7, seguidos pelo primer 10 (tabela IX).
Era esperado que Megaselia scalaris apresentasse mais bandas

exclusivas que Drosophila. Das 54 bandas produzidas pelo primer 9,

mais da metade estão presentes apenas em M. scalaris, enquanto das
84 bandas produzidas pelo primer 7 apenas 18 são exclusivas de M.
scalaris.

Com o padrão de bandas obtido para cada primer foram
construídos dendogramas representativos da distância genética por

porcentagem de desacordo e agrupamento utilizando o método
UPGMA (figuras 15 a 21).

O dendograma obtido com os dados relativos ao primer 3

agrupou a linhagem P7; e as populações H; e H; em um cluster e a
linhagem S«., a população H,, e os descendentes F, dos dois

cruzamentos (ISsxPP76 E SP76xSe) em outro cluster, e como esperado
M.,. scalaris (grupo externo) manteve­se como um grupo à parte (figura
18). Dentro do primeiro cluster, H; e H3 foram agrupadas com

distância genética de cerca de 0,05. O segundo cluster está
subdividido em dois grupos, de um lado a linhagem Ss e a população
Hi, e de outro, os descendentes F, dos cruzamentos SSsx?PP76 E
SPr6xFSç­
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A figura 19 ilustra o dendograma gerado pelos produtos
amplificados obtidos com o primer 6 distinguindo também dois
clusters, um deles compreendendo a linhagem P7; e as populações H,

e H; e outro a linhagem S,, a população H, e os descendentes dos
cruzamentos ISsxFPPrs E TPi6xSe, além do grupo externo (M.
scalaris) distante dos demais. Neste dendograma, o cluster

envolvendo Ps, H; e H; é semelhante ào gerado pelo primer 3,
contudo as distâncias genéticas entre eles são maiores. Ao grupo

formado pelos descendentes F; dos cruzamentos ISsxPP7r E
SCP7i6x PS junta­se H,, e que eles, por sua vez, aproximam­se de Sç,
formando segundo cluster.

O primer 7 produziu um padrão de bandas cujo dendograma
está apresentado na figura 20. O perfil deste dendograma é semelhante

ao do primer 3. Os mesmos grupamentos são observados nos dois

diagramas, diferindo apenas quanto às distâncias genéticas. De modo
geral, os clusters relativos à Drosophila apresentaram maiores

distâncias genéticas utilizando­se o primer 7 do que o primer 3.

Todavia, a distância genética das classes de Drosophila em relação à
M. scalaris foi praticamente o mesmo nos dois casos, acima de 0,6.

No dendograma gerado a partir dos dados referentes ao primer
8 (figura 21), os indivíduos F, do cruzamento ISsx9P7 foram
agrupados junto à H, e H;3 e próximos à P75, formando um cluster; Ss,

H, e os descendentes F; do cruzamento SPr.x?2S; em outro cluster,
com distância genética de aproximadamente 0,02, e permanecendo o
grupo externo isolado.

A figura 22 apresenta o dendograma gerado pelos produtos
amplificados com o primer 9, onde foram verificadas as menores
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distâncias genéticas entre as classes de moscas estudadas, com

exceção do grupo extemo quando comparadas aos demais
dendogramas analisados. A maior distância verificada entre as classes

de Drosophila é por volta de 0,26, enquanto para a maioria dos outros
dendogramas a distância é acima de 0,3. As classes de Drosophila
foram divididas em dois grupos, Ss e H, de um lado e Pr, H> H;,

descendentes F, nas duas direções de cruzamento (GCS«sxPPr E
SP7i65x Se) de outro. No segundo grupo, há duas subdivisões, uma
com os descendentes F, dos cruzamentos interespecíficos, e outra com

P76, Ho e H3z. As duas últimas (EH; e H;3) estão muito próximas
apresentando distância genética de apenas 0,02.

Os agrupamentos do dendograma da figura 23 foram obtidos

utilizando­se o primer 10. As populações H, e H;3 que estão no
mesmo grupo, separam­se das demais classes de moscas que foram

reunidas em outro grupo. Neste grande grupo, os subgrupos mais
próximos entre si foram H, e descendentes F, do cruzamento

SISexPP76, seguidos por S« e descendentes F, do cruzamento SP76xSe,
ficando Px; o mais distante dos demais. O grupo externo sempre
manteve­se mais afastado do restante.

Na figura 24 o dendograma gerado pelo primer 15 dividiu as

classes de moscas em dois clusters. No primeiro, Ps está agrupado
próximo a H; e H;, e essas três aproxima­se dos descendentes F, do

cruzamento  SSsxPPr distanciando­se dos descendentes F;, do
cruzamento GP7xS«. No segundo grupo, Sk e Ha, que mais se
assemelham, formam um cluster com M. scalaris, diferindo de todas

as outras situações, em que esta sempre se manteve isolada.
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Uma análise conjunta de todos os produtos amplificados por
cada um dos primers está apresentada no dendograma da figura 25.
Todos os 363 marcadores produzidos com os sete primers mostram

que o perfil desse dendograma é o mesmo apresentado pelos primers 3
e 7 (figuras 18 e 20 respectivamente), diferindo apenas quanto às
distâncias genéticas. No entanto, o dendograma do primer 7 é o que

mais se aproxima desse dendograma de dados reunidos também por
apresentar distâncias genéticas menores.
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Figura 12. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 8% dos
produtos amplificados com o primer 7 para os pools de 5,7, 10, 15e 20
indivíduos da linhagem S; de Drosophila saltans e da linhagem P7; de D.
prosaltans. M = marcador de peso molecular de 100 pb; B = controle
negativo.
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S6
10 15 20 B

Figura 13. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 8% dos
produtos amplificados com o primer 6 para os pools de 5,7, 10, 15 e 20
indivíduos da linhagem S; de. Drosophila saltans e da linhagem Pr; de
D. prosaltans. As setas brancas indicam as bandas ausentes e as setas
pretas indicam as bandas exclusivas no pool de 7 indivíduos da linhagem
P76.. M = marcador de peso molecular de 100 pb; B = controle negativo.
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P16
10 15 20 B 5

Figura 14. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 8% dos
produtos amplificados com o primer 5 para os pools de 5,7, 10, 15 e 20
indivíduos da linhagem P7« de Drosophila prosaltans da linhagem S; de
D. saltans. M = marcador de peso molecular de 100 pb; B = controle
negativo.
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Figura 15. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 8% dos
produtos amplificados com o primer 6. As setas indicam as bandas de H,
que estão presentes em P;; mas não em Ss. M = marcador de peso
molecular de 100 pb; 1 = P..; 2 =S.3= HH; 4 = H;; 5= Hi 6 =
SISXPP16; 7 = IPi6x Se; 8 = Megaselia scalaris; B = controle negativo.
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Figura 16. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 8%
produtos amplificados com o
de 100 pb; 1 = P,.;2= S68; 3 = Hi; 4 = HH; 5 = H;; 6 = TSXPP16; 7=
SP16x? Se; 8 = Megaselia scalaris; B = controle negativo.

dos
primer 7. M = marcador de peso molecular

FVS
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de poliacrilamida a 8% dos
primer 8. M = marcador de peso molecularde 100 pb; 1 =P, 2=S,.3= Az; 4 = H;3; 5 = Hy 6= ISxPPre; 7 =SPrexQ Se; 8 = Megaselia scalaris; B = controle negativo.
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Tabela VIII. Número de bandas produzidas em cada combinação de primer em cada classe de moscas (linhagens P;s € S;
de Drosophila; populações H; H;3 e H,y; híbridos F;, dos cruzamentos SSsx9P76 & SP76xSó) & Megaselia scalaris. T =
número total de bandas; E = número de bandas exclusivas.

Primer Classes de moscas

Nº de bandas P16 H; H; STSXPP716 SPI6xFSs — M. scalaris
21 2 ­ ­ 2 ­ 15
49 18 14 10 25 20 21

1 ­ ­ ­ ­ ­ 8
34 14 9 16 17 13

23 3 ­ ­ 18
84 26 40 38 43

Primer 3

Primer 6

Primer 7

21 ­ ­ ­ 21
53 19 24 18 33

31 ­ ­ 1 29
54 14 19 20 37

9 ­ ­ ­ 8
59 26 28 18 21

Primer 8

Primer 9

Primer 10

4 ­ ­ ­ 4
30 19 22 20 8

Primer 15

S
M

H
M

4S
4m

M
4

5
M

43
45

8
43

45
m

S
O

120 5 2 1
363

Total

­
À

6
9

sO
pp

IN
S

ay

rh
AVAVAY

vAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 unesp Ll6 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27/ 28
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Tabela IX. Número total de bandas produzidas por cada primer,
monomórficas, exclusivas de Drosophila (linhagens Ps e Ss; populações
H;, H;3 e H;y; indivíduos F; dos cruzamentos SSsxPP7r6 € SPrexSe) e de
Megaselia scalaris.

Primers Bandas

Total Monomórficas Exclusivas

Drosophila — M. scalaris
Primer 3 49 5 15

Primer 6 34 1 8

Primer 7 84 18

Primer 8 53 21

Primer 9 54

Primer 10 59

Primer 15 30
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Primer 3

0.3

H2

H3

S6

H4

mS6XIP76

mP76XfS6

M

0.2 0.3 0.4

distância genética

Figura 18. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 3 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 e Sã), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mSsxfP6 € MP76XfSg6),
das populações Hs, H; e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 6

0.3

H2

H3

S6

nH4

mSEXfP76

mP76XIS6

M

0.2 0.3 0.4

distância genética

Figura 19. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 6 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 & Só), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mSsxfP76 € MP76XÊSg),
das populações H>, H;3 e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 7

0.3

H2

H3

S6

H4

mS6XfP76

mPT76X1S6

M

0.2 0.3 0.4

distância genética

Figura 20. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 7 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 & Só), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mS«sxfP76 € MP76xfSg),
das populações H>, H;3 e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 8

0.3

H2

H3

mSG6EXIP76

S6

H4

mP76XfS6

M

0.3 0.4

distância genética

Figura 21. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 8 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 & Só), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mMSsxfP76 € MP76XfSg),
das populações H,, H; e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 9

0.3 0.4

H2

H3

mSG6XIP76

mP76XfS6

S6

H4

M

0.3 04

distância genética

Figura 22. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 9 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 e Só), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mMSsxfP76 & MP76XfSg),
das populações H,, H;3 e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 10

0.2 0.3

S6

mP76X1S6

H4

mSG6XIP76

H2

H3

M

0.2 0.3

distância genética

Figura 23. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 10 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 € Só), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mMSsxfP76s e MP76XfSç),
das populações H,, H;3 e H, e Megaselia scalaris (M).
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Primer 15

0.2 0.3

H2

H3

mMSG6XfP76

mP76XfS6

S6

H4

M

0.2 0.3

distância genética

Figura 24. Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com o primer 15 entre indivíduos das linhagens parentais de Drosophila
(P76 € Ss), F1 dos cruzamentos nas duas direções (mMSsxfP7s é MP76xfSç),
das populações Ha, H;3 e H, e Megaselia scalaris (M).
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H2

H3

S6

H4

mSSXIP76

mP76XfS6

M

0.3 0.4

distância genética

Figura 25, Dendograma representativo da distância genética por
porcentagem de desacordo e agrupamento pelo método UPGMA obtido
com os primers 3, 6, 7, 8, 9, 10 e 15 entre indivíduos das linhagens
parentais de Drosophila (P76 € Se), F1 dos cruzamentos nas duas direções
(MSsXfP76 € MP765xfSs), das populações Hr, H;3 e Ha e Megaselia scalaris
(M).
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V. DISCUSSÃO

Ao estudar­se a variação genética em populações, deve­se

considerar, além da deriva genética, as outras forças que possam estar
envolvidas nas alterações das frequências alélicas (mutação, fluxo

gênico, seleção natural e suas combinações). Teoricamente, se for
considerada apenas a deriva genética nas variações de frequências
gênicas, observa­se que o tamanho da população interfere diretamente

na magnitude da variação das frequências alélicas a cada geração. Em
populações grandes, os efeitos da deriva podem ser desprezados,
contrariamente ao que ocorre em populações pequenas (Matioli,
2001).

As frequências alélicas também podem variar dependendo das
pressões seletivas a que a população está submetida (Futuyma, 1997),
influenciando diretamente na variação do tamanho populacional. O

tamanho populacional, definido como o número médio de indivíduos
adultos da população em uma determinada unidade de tempo, resulta
da interação de vários parâmetros, como sucesso de cruzamento,
produtividade, viabilidade, mortalidade e longevidade. Estes
parâmetros são fortemente influenciados pelas interações genéticas e
ambientais a que as populações estão submetidas. Dentre os fatores
ambientais destacam­se a quantidade de alimento disponível, espaço
vital, temperatura e umidade relativa.

O efeito da seleção natural sobre populações pode ser medido
através da quantificação do estado­de­ser­adaptado destas populações.

O estado­de­ser­adaptado é a capacidade dos portadores de um
genótipo ou conjunto de genótipos de sobreviver e se reproduzir em
um determinado ambiente (Dobzhansky, 1968). O uso do número de
moscas e da biomassa (peso úmido das moscas) foi proposto por
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Carson (1957, 1961) para medir o estado­de­ser­adaptado de
populações experimentais de Drosophila. O tamanho populacional e a
produtividade da população foram utilizados para estimar o estado­de­

ser­adaptado de diferentes espécies de Drosophila (Carson, 1961;
Ayala, 1970; Tadei, 1975; Tadei & Mourão, 1981; Mueller, 1987;
Branco Jr., 1994; por exemplo) e de outros insetos, tais como o

Diptera, Phoridae, Megaselia scalaris (Vetorazzi, 1993; Manzato &
Tade1, 1995; Manzato, 1999:entre outros).

O processo de especiação se inicia pelo estabelecimento de
mecanismos de isolamento reprodutivo que impedem a ruptura ou
contaminação do sistema genético da população, já coadaptado ao

ambiente, Este processo pode levar a um aumento da taxa intrínseca
de crescimento populacional através da frequência aumentada de

indivíduos mais aptos a elevar o estado­de­ser­adaptado da população,
pela produção de maior descendência em menor tempo, e pelo
aumento da longevidade dos indivíduos.

A quebra das barreiras de isolamento reprodutivo entre espécies
pode ocorrer através de hibridação. Os termos "híbridos" e
"hibridação" tem sido utilizados para designar, respectivamente,
cruzamentos e produtos de cruzamentos, entre espécies, raças ou
mesmo indivíduos de mesma população que diferem por um ou mais

marcadores (Mayr, 1963, por exemplo). O efeito da hibridação é
produzir novas variantes, algumas das quais podem apresentar
condições de explorar novas oportunidades evolutivas, podendo
produzir novas espécies. Especiação por hibridação pode originar uma
nova espécie combinando o genoma de duas espécies parentais
(Bullini, 1994; Barraclough & Nee, 2001).

Com o intuito de verificar o grau de divergência genética, ao
longo de quase 30 anos das populações HH, H;3 e H,, fundadas com
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híbridos F, descendentes do cruzamento entre fêmeas de Drosophila

prosaltans e machos de D. saltans, este trabalho foi desenvolvido
comparando­as através de análise populacional e molecular.

Tadei (1974, 1977) e Tadei & Bicudo (1981) realizaram estudos
citogenéticos e populacionais nestas três populações, que fazem parte
do grupo iniciado com híbridos F, descendentes do cruzamento macho
D. saltans e fêmea D. prosaltans, juntamente com outras fundadas
apenas com D. prosaltans (populações P), apenas com D. saltans
(populações S) e com moscas destas duas espécies (populações PS). O
autor constatou que as populações E; e H; se tomaram
cromossomicamente híbridas e divergiram das populações H, e H,, do
mesmo grupo. Estas duas últimas, eliminaram completamente os
cromossomos originários de D. prosaltans, reconstituindo a
constituição cromossômica de D. saltans, como ocorreu com as
populações PS.

Até a época da análise realizada pelo autor acima citado, as
populações H, e H; mantiveram o cromossomo X das duas espécies, o
cromossomo UI de D. prosaltans, recombinantes portadores do braço
1L de D. saltans e IIR de D. prosaltans, o cromossomo HI de D.
prosaltans e recombinantes portadores de um ou mais segmentos de
cada espécie. Ambas eliminaram completamente o braço IIR de D.
saltans e as secções 79 à primeira faixa da secção 85 do cromossomo
NI da mesma espécie. Tadei (1977) concluiu que essas duas
populações, portadoras da maior variabilidade genética em relação aos
arranjos — cromossômicos, apresentaram o melhor estado­de­ser­
adaptado.

Neste trabalho os dados referentes à análise populacional foram
comparados com os resultados de Tadei (1977), considerando­se o
primeiro período de recenseamento com 50 censos semanais.
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Naquele período, para tamanho populacional as médias
relativas ao número total de moscas e biomassa total foram,
respectivamente, de 307+10 e 317+9 para H,, 28311 e 29110

para H;3 e, 252+9 e 231+8 para H,. Para jovens o número total de
moscas produzidas e biomassa total foram, respectivamente, de
256+11 e 193+8 para H,, 262+13 e 195º9 para H;3 e, 217+10 e
156+7 para H,.

Na comparação entre os dois períodos, observa­se para o

tamanho populacional, que H, e H, apresentaram aumento no número
de moscas e biomassa total, enquanto que H;3 não apresentou alteração
no número de moscas e mostrou redução na biomassa total. Apesar de
se assemelharem cromossomicamente, H, e H; mostram, assim,
diferenças nas duas análises realizadas.

Quanto à produtividade, observa­se diminuição para número
total de moscas e biomassa total nas três populações, sendo contudo
esta redução mais acentuada na população H,.

Através dos dados referentes ao número de moscas (tabela D), as
maiores variações ao longo de todo o tempo de manutenção ocorreram
em H, onde houve aumento nos parâmetros relativos ao tamanho

populacional e, inversamente, maior diminuição nos valores referentes
à produtividade. Os resultados indicam que o tamanho populacional é

mantido por maior longevidade das moscas (em média 19,9 dias —
tabela VII) e menor taxa de natalidade. Das três populações, H, foi a
que apresentou as maiores variações ao longo do tempo, variações

estas que se refletiram em melhora de seu estado­de­ser­adaptado.
Quando se comparam as taxas de natalidade e de mortalidade

em cada população (tabelas I e V), observa­se que estas não diferem.
Contudo, as diferenças são significativas nas comparações entre as
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três populações, apresentando H, a menor mortalidade, enquanto H, e
H;3 não diferem entre si.

A natalidade e a mortalidade interferem diretamente no

tamanho populacional, pois a longevidade das moscas em populações
experimentais é afetada por fortes pressões seletivas devido à
competição intraespecífica, tanto na fase larval como na fase adulta. À

longevidade aqui tratada é a do adulto, ou seja, o tempo decorrido
entre o ingresso do imago na parcela adulta e a morte da mosca na

população. O modelo apresentado por Levene (apêndice mn
Dobzhansky & Pavlovsky, 1961) considera exatamente esta situação,
tendo sido validado por Manzato (1999) com o estabelecimento
experimental da estrutura etária de populações de Megaselia scalaris.
Neste estudo constatou­se diferenças na longevidade média das
moscas (tabela VID, sendo maior a longevidade em H, (19,9 dias) e
menor na população H;3 (12,7 dias). As maiores diferenças, contudo,
são observadas quando se consideram os extremos superiores da
distribuição da longevidade, moscas de H, sobrevivem mais que o
dobro do tempo das moscas de H, e H;.

Nesta análise, as populações H; e H; apresentaram o número
médio de fêmeas superior ao número de machos, ocorrendo o inverso
na população H,, onde o número médio de machos foi maior tanto nos

adultos como nos jovens (tabela D). Nesta população, o aumento no
número de machos adultos ocorre devido a um pequeno aumento
consistente na natalidade e à uma longevidade ligeiramente maior dos
machos. Isto não foi observado por Tadei (1977), podendo­se inferir
que o atual aumento no estado­de­ser­adaptado desta população se deu
mais acentuadamente nos machos. Esse fato parece corroborar a
afirmação de Wu & Davis (1993), de que em espécies em estágio
incipiente de especiação, o sexo heterogamético (machos), de acordo
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com a regra de Haldane (1922), evolui em taxas mais rápidas que o
sexo homogamético (fêmeas).

Tadei (1974) demonstrou que a população H,, reconstituiu
completamente a constituição cromossômica de D. saltans. Através da
comparação dos dados referentes à produtividade da população H,
(tabela D verifica­se que esta assemelha­se à produtividade das
populações S (grupo controle de D. saltans recenseadas da 35º a 68º
semanas de manutenção), estudadas por Tadei (1977), que na média
das quatro réplicas totalizou 154 moscas, sendo 72 machos e 81
fêmeas.

Com relação à biomassa (tabela D, para uma mesma biomassa
total produzida, H> mantém uma biomassa média total na população
adulta maior que H3. A população H, reflete claramente maior
aproveitamento dos recursos do meio devido ao maior aumento na
biomassa; em outras palavras, H, apresenta o melhor estado­de­ser­
adaptado, pois é a população mais eficiente em transformar os
recursos energéticos disponíveis no meio em matéria viva de seu
próprio tipo.

Considerando estas três populações, Tadei (1977) observou que
H; e H3, naquele período, apresentaram os maiores valores de
biomassa individual para adultos (1,043+0,010 e 1,040+0,011,
respectivamente), enquanto que H, apresentou o menor, 0,920­+0,011.
Na produtividade, as três populações não apresentaram grandes
variações para biomassa individual, sendo esta de 0,761­+0,008, para
Hb, 0,755+0,011 para H;3 e, 0,720:0,006 para H,4. Comparando­se os
dois períodos de análise, verifica­se em H; e H; diminuição da
biomassa individual em adultos e aumento nos jovens, enquanto que
em H, observa­se aumento na biomassa individual de adultos e

pequena diminuição na de jovens.
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As análises de correlação mostram que estatisticamente não há
diferença entre número de moscas e biomassa total, indicando que o
tamanho populacional pode ser medido através destes dois
parâmetros, para estas três populações (figura 7A e 7B), corroborando
a proposição de Carson (1957, 1961) para a utilização do número de
indivíduos e biomassa para a medida do estado­de­ser­adaptado de
populações.

No presente estudo, confirmou­se as conclusões de Tadei (1974,
1977) e Tadei & Bicudo (1981), que houve divergência em dois
erupos das populações H, de um lado H> e H;3 que continuaram
híbridas durante o tempo em que foram estudadas, e de outro as
populações H, e H, que reconstituíram a constituição cromossômica
de D. saltans. Na análise atual, esta divisão também foi observada,

principalmente através dos dados referentes à produtividade. As
análises de Tukey (tabela IV) mostram que a população EL, difere das
outras duas em todos os parâmetros, enquanto que H, e H; só diferem
para biomassa individual.

Atualmente, a população H, apresenta o melhor estado­de­ser­
adaptado, pois seu tamanho populacional é mantido por longevidade
ligeiramente maior que as taxas de natalidade e mortalidade, que são
significativamente inferiores às das outras duas populações.

As técnicas mais recentes para determinar a quantidade de
diferenciação genética que acompanha o processo de especiação
desenvolveram­se também ao nível molecular, permitindo comparar
material genético de diferentes populações. Além de estudos da
dinâmica das populações H,, H; e H; e de seu estado­de­ser­adaptado,
estas populações foram analisadas também quanto a variabilidade
genética e quantidade de polimorfismo à nível molecular.
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As populações H,, H; e H, foram comparadas conjuntamente

com as espécies parentais (D. prosaltans e D. saltans), com híbridos
F, nas duas direções de cruzamento entre estas espécies e com o

forídeo Megaselia scalaris como grupo externo, utilizando­se a
tecnologia de AFLP.

Apenas moscas machos foram analisadas, pois fêmeas

fecundadas armazenam espermatozóides em suas espermatecas,
evitando assim a contaminação do seu DNA genômico com o DNA de
outros indivíduos.

Utilizando­se a técnica de AFLP foram avaliadas amostras

compostas por número variável de indivíduos (pool) das espécies D.
prosaltans e D. saltans que pudessem conter a maior parte da
variabilidade genética de cada espécie. Constatou­se que o número
variável de indivíduos que compõem o pool, fornece quantidade de
DNA que parece não influenciar significativamente no padrão de
amplificação, sendo a escolha dos primers papel mais importante para
evidenciar esse tipo de variabilidade.

Nos pools formados por amostras de DNA de 10, 15 ou 20
indivíduos machos, em quatro das cinco combinações de primers
testadas, foi observada constância no padrão de bandamento, sendo
assim, foi escolhido o pool com 10 moscas para todas as análises.

Utilizando­se a tecnologia de AFLP foram feitas análises
comparativas entre as oito classes de moscas e sete combinações de
primers. À quantidade de polimorfismos detectados pela técnica
variou conforme o primer utilizado. O número obtido de bandas
variou de 84 (primer 7) a 30 (primer 15), sendo em média, 51
marcadores com os sete primers utilizados (tabela VIID.

EV
AVAVAY

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



Discussão 87

Os diferentes níveis de polimorfismo evidenciado por cada uma

das combinações de primers permitiu a determinação de relações
filogenéticas.

As distâncias genéticas foram calculadas pelo método de
porcentagem de desacordo (Puterka er al., 1993). A análise de clusters
foi feita pelo método não ponderado de agrupamento aos pares,
utilizando médias aritméticas (UPGMA), agrupando indivíduos mais
similares, até indivíduos ou grupos mais distantes.

Assim, diferentes dendogramas foram construídos de acordo
com a distância genética e agrupamento de dados para cada padrão de
bandas de cada combinação de primer. Os dendogramas gerados com
os primers 3 e 7, respectivamente, com 49 e 84 bandas, produziram os
mesmos agrupamentos, porém com distâncias diferentes.

Através dos marcadores produzidos por AFLP os dendogramas
de seis dos sete primers, agruparam as populações H, e H3; com a
espécie parental D. prosaltans. Na análise cromossômica de Tadei
(1974), nessas populações o cariótipo de D. prosaltans tinha sido
reconstituído e em cariótipos ainda com componentes de D. saltans a
tendência era para sua eliminação.

O autor acima citado, constatou que toda a constituição
cromossômica de D. saltans foi reconstituída na população H, até
aquela data. Na análise atual, utilizando AFLP, essa população foi
agrupada diretamente a essa espécie em cinco das sete combinações
de primers testadas e esteve mais próxima a espécie parental D.
saltans do que a espécie parental D. prosaltans.

Estas duas observações feitas com os dados referentes à análise

por AFLP, indicam que estas três populações mantém as
características de divergência detectadas por Tadei (1974), isto é, de
um lado H; e H; apresentando ainda maior quantidade de
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componentes genéticos de D. prosaltans, e de outro, H,, que mantém
grande parte da constituição genética de D. saltans.

Sobre esse aspecto, em relação à população H,, a análise de

fragmentos genômicos amplificados com o primer 6 detectou 2 bandas
espécie­específicas de D. prosaltans, indicando possivelmente que
esta população não eliminou completamente todas as sequências de

DNA de D. prosaltans do seu genoma, divergindo da análise de Tadei
(1974)

Nos estudos cromossômicos realizados por Tadei (1974), foi
constatado que nas populações H, e H; estavam presentes cariótipos
com constituição híbrida e somente de uma das espécies parentais, Na

análise molecular realizada neste trabalho, a presença de bandas
espécie­específicas de D. saltans em H; e H;3, indica que estas
populações continuam híbridas, pois mesmo apresentando a maior
parte das bandas espécie­específicas de D. prosaltans, ainda
conservam segmentos de D. saltans. A presente análise, realizada com
pools de indivíduos, não permitiu a discriminação de genomas
inteiramente de D. prosaltans, que possivelmente, ainda poderiam
estar presentes nas populações.

Quanto às relações filogenéticas com todos os primers entre
todas as oito classes de moscas estudadas, foi construído um único

dendograma que apresentou os mesmos agrupamentos dos
dendogramas produzidos com os primers 3 e 7, sendo: Hy e H;
agrupadas com D. prosaltans e Ha com D. saltans como era esperado,
os híbridos F, nas duas direções de cruzamentos foram agrupados
próximos à H, e D. saltans e o grupo externo (Megaselia scalaris)
mantendo­se distante de todos.
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VI. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos possibilitaram as seguintes conclusões:
1. Na comparação entre os dois períodos de análise, o tamanho
populacional e biomassa total de H; e H, aumentaram na análise atual,
enquanto H; não apresentou alteração no número de moscas e mostrou
redução na biomassa total.

2. Quanto à produtividade, observou­se na atual análise
diminuição para o número total de moscas e biomassa total nas três
populações, sendo esta redução mais acentuada na população Hi.
3. —Quantoãàs taxas de natalidade e mortalidade, as populações não

diferem — intrapopulacionalmente, “contudo, as diferenças são
significativas nas comparações entre as três populações.
4. A maior longevidade das moscas adultas é observada em HL,,,
sendo esta população a que apresenta as menores taxas de natalidade e
mortalidade.

5. Em relação à biomassa individual, houve diminuição entre os
adultos e aumento nos jovens nas populações H, e H;3, enquanto que o
inverso ocorreu na população H,.
6. Das três populações, atualmente H, é a que apresenta o melhor
estado­de­ser­adaptado, pois é a população mais eficiente em
transformar os recursos energéticos do meio em matéria viva de seu
próprio tipo.
7. Através da análise feita com as 7 combinações de primers, as
populações H; e H; são muito próximas e mostraram mais
semelhanças com DD. prosaltans; Ha, assemelha­se à D. saltans, sendo
os híbridos F,; nas duas direções de cruzamentos próximos entre si e à
H, e D. saltans.

EV
AVAVAY

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



Conclusões 90

8. A população H,, mesmo sendo agrupada próxima a D. saltans,
ainda conserva segmentos de DNA de D. prosaltans, como indicado
pela presença de bandas espécie­específicas da última espécie.

9, As populações He H;, apresentaram algumas bandas espécie­
específicas de D. saltfans mesmo compartilhando a maioria das bandas
de D. prosaltans, indicando que estas duas populações ainda devem
conservar cromossomos recombinantes das duas espécies.
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VIII. RESUMO

Neste trabalho três populações experimentais H;,, H; e Hay,
fundadas por Tadei (1974, Tese de mestrado, USP, São Paulo, SP)
com híbridos F, descendentes do cruzamento de fêmeas de Drosophila
prosaltans com machos de D. saltans, foram analisadas novamente
após um intervalo de 30 anos. Estas populações, mantidas pela técnica
da transferência seriada, foram estudadas quanto ao seu estado­de­ser­

adaptado, através de análise dos parâmetros tamanho populacional,
produtividade, mortalidade e longevidade das moscas. Ao longo do
tempo de manutenção estas populações divergiram em dois grupos,
ficando de um lado H, e de outro, H; e H3. À população H, é a que
apresenta o melhor estado­de­ser­adaptado, sendo seu tamanho
populacional mantido pela maior longevidade das moscas adultas e
menores taxas de natalidade e mortalidade. Esta população é a que
melhor consegue transformar os recursos energéticos do meio em
matéria viva de seu próprio tipo. As três populações também foram
comparadas quanto ao polimorfismo de fragmentos de DNA gerado
pela técnica de AFLP, juntamente com mais cinco classes de moscas:
as espécies parentais (D. prosaltans e D. saltans), os híbridos F, nas
duas direções de cruzamento entre estas espécies e o forídeo
Megaselia scalaris, utilizada como grupo externo. A técnica de AFLP
mostrou­se eficiente para evidenciar variabilidade genética na
comparação entre as classes de moscas estudadas. Da análise feita
com 7 combinações de primers, verifica­se que as populações H, e H;3
são muito próximas e mostram mais semelhanças com D. prosaltans;
H, assemelha­se à D. saltans, sendo os híbridos F, nas duas direções

de cruzamentos próximos entre si e à Hy e D. salfans. Apesar do
cariótipo de D. saltans ter sido reconstituído na população Ha, como
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mostrou a primeira análise citogenética realizada a cerca de 25 anos,

esta população ainda apresenta segmentos de DNA de D. prosaltans.
Nas populações H, e H3, foi confirmada a presença de cariótipos com
cromossomos recombinantes, pois bandas espécie­específicas de D.
saltans compartilham a maioria das bandas de D. prosaltans,
indicando que estas populações ainda conservam cromossomos

recombinantes das duas espécies.

Palavras­chave: Drosophila; AFLP; populações; híbridos; DNA;
marcadores moleculares.
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IX. ABSTRACT

In this work three experimental populations H,, H; and EH,
founded by Tadei (1974, Master thesis, USP, São Paulo, SP) with
hybrid descending F, of the crossing of females of Drosophila
prosaltans with males of D. saltans, were analysed again after a 30
years interval. These populations, maintained by the technique of the
serial transfer, were studied with relationship to theirs adaptedness,

through analysis of the parameters: population size, productivity,
mortality and longevity of the flies. Along the time of maintenance
these populations diverged in two groups, being on one side H, and on
other side, H> and H3. The Hi, population is the one that presents the
best adaptedness, being its population size maintained by the largest
longevity of the adult flies and smaller birth and mortality rates. This
population — present the best performance transforming the energy
resources of the medium in live matterof your own type. The
populations were also compared in relation to the polymorphism of
DNA fragments of generated by the AFLP technique, together with
five groups of flies: the species parents (D. prosaltans and D. saltans),
the F, hybrid in the two crossing directions between these species and
the forideo Megaselia scalaris, used as an external group. The
technique of AFLP was shown efficient to evidence genetic variability
in the comparison among the groups of these flies. Based on the
analysis with 7 primer combinations, we verified that the H, and H;
populations are very close to each others, and they show more
similarity with D. prosaltans; H, is closer to D. saltans, being the F,
hybrids, in the two direction of crossings, close to each other and to
H, and D. saltans. In spite of the karyotype ofD. saltans having being
reconstituted in the H, population, as shown by the first citogenetic
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analysis made about 25 years ago, this population still presents DNA
segments of D. prosaltans. In the H;, and H3 populations, the
karyotype presence was confirmed with recombinant chromosomes,
because species­specific bands of D. saltans share most of the bands
of D. prosaltans, indicating that these populations still maintain
recombinant chromosomes of the two species.

Key words: Drosophila;, AFLP; populations; hybrids; DNA;
molecular markers.
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