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I. INTRODUCAD

0 termo esterase enaloba um arupo de enzimas
participam da  hidrdlise dos ésteves. Aalem dos ésteves,
eslETrRess apresent am a  tcapacidade de atuar  sobre outros
substyatos. hidvolisando peptidenss amidas ¢ halidas.

Lhma tentativa de classificacfo das esterases foi
veslizada  com  bhase ns sus afinidade pelos substratos. mas  esta
nfic feoi satisfatdria por nlo permitir uma distingo clara entre

B CAUGUSTIMSE0N,  £952, 4251 2m WALKER & HMACKMNESGSE, 190330,
Classificagbes mails precisas foram  obtidas  com rase M
compoviamento das enzimas frente o fnibhidoves.

GLORIGE (4983 classificou ws esterases, baseado nx
interagio das  atividades destas com ovganofosfovados. £ i
cetorases it (aromaticas ou =arilesterases.s E.C. Jedode2) e
participam oz hidvolise de organofosforados & apressntam o
hidrolise preferencial dos ésteres aromaticos: e esterases-B
(alitaticas alicstevases L 3A0 inibiidas
oroanafosforados por apresentavem um residuc de serina  em  SeU
centro ativo. et 8o incluidas, entvre a2 peterase-B
carboxilesterases (.C. 3.d4.4.4) & as colinestevases
e lmiatl X

arilesterasess tmrbém designadas por  esterases-n ou

\
esterases svomdticas, estido presentes principalments no plasms de
mamiferose. Feseas enzimas sfo caracterizadas por sua resisténcia a
ovganofostorados & eaeving @ sua sensibilidade 3 veagentes ddo

agrupo  sulfidrila como o FCHRB (p-cloromercuribenzoato) e FHRRE (p-

3 o}

hidrosximercuvibenzoatol. © wetais pesados como Hgtte Cu
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(L JUIMIEEE KLEES: 1i984). Nos wmamifervros. estio associadas
particulas de lipoproteinas de alta densidade (VHLI) do plasma.
A3 carboxilesterases (eatevases=-8 ou aliestevrases)s

como © proprio nome diz. participam da hidrolise de ésteves

carboxilicos. entre o5 quais incluem-se, 2aberes alifaticos,

csteres aromaticos, amidas aromaticas e tivésteres. com
prefevéncia pelos @steres formados por vadicais acila de  cadeda
curta (JUNGE. 1984).

As  colinesterases rvepresentam uma das familizss mals
polimdr ficas de enzimas ¢ 2stio presentes em todos 08 organismos.
Clas hidrolisam ésteres de colina & s&o compostas pelas
acetilocolinestevases Cale 304070 & pseudocolinesterases (IZ.0.
galeiog)y

4 utctiinmllnc"+ rase est’ geralmente localizada na
membyans celular  de  wverbebvados 2 dnvervtebrados.  Dssa @nzima
controla a covrente iBnica ¢ desempenha um papel  essencizsl  no
processo de cmnducéu Aeyvoss 2 fungio neuvomuscular (WHITTAKIR
i984),

Estudos em insctos cowmo  lepiddéptervos (ARFAGAUS ¢
TOUTANT, 1935 em ARPAGAUS et al.. 1988) 2 coledptevos (LENOIR-
ROUSSEAL et ala. 19835 sm ARPAGAUL et al.s 19881, dewonstraram que
g  acetilecolinesterase & wms enziea chave no  sistema n@rvoso
central e no animal adulto possui um polimorfismo molecular com

respeito & existncis de dimeros anfifilicos ¢ hidvofilicos de
subunidades cataliticas. FEm dipteros adultos: ocorrem também
mondmeros  hidvofilicos de acetilecolinestevase em adicdo aos doils
tipos de dimeros (em Dvrosophila melanogaster. FOURNIER et =al.

L7030 em ARPEGALLES et al.. 192893,
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Quankto as  psswdocolinesterases (colinesterases ndo

especificas), pecorrem em plantas. microvoanismos ¢ animais

patando presentes em muito tecidos de vertaebrados: entre os quals

incluem-se o figado e a massa cinzents do cérebro. Seuw  papel

fisiologico 2 pouco conhecido (WHITTAKER. 19847,

L,

19877

ae  cesterases tém sido caracterizadas e purificadas  em
vari@dade de ovaganismos incluindo leveduras (LELZ et al..

s peixes (LEIDBEL. $988). insetos (VENKATESI et alas

WILLANSEH et al.. 19897 ). momifevros. como rato (HINDA et al.s

TSUITA et al.e 498987, camundongo (DEIMILING & TAYLOR.

DETIHI

CAlAyY

LLING & UW&ASSHER, 4991). coclho (LITH et al.s 1289) & touro
e RIMON. 14987).

Evidéncias genéticas mostram relaciconamento entre

cavboxilestevrases em mamiferos. Ds dados genéticos vevelam gue

QENEE

que codiTicam esterases nuitas vezes eetlo oraanizados

"elusters' s havendn varins destes  localizados Mo T ReAT Do)

cromossomo.  Como exemplo. oe genes da csterase em ratose (HEORICH

DL
BV VAN
B ovi
SUgET
membr
iz

conti

n&o

sendao

IFTLING . L1277 em - HEALY et al.: 1??i)s 05 quais, estdo

"

Jados sm dois "cluster” ligados. Dentvo de cads “"cluster”, &

vl que existam multiplos genes originados por duplicacfos

indo  que o3 genes estevasicos denbro de cada “cluster”  sHo
s relacionades de uma familia génica. Estudos moleculares
varios genes para carboxilesterase e colinestervase tém
rmado  que muitoes sfo evolutivamente velacionados (MEYERS et
HAMALLIK et al.,: 1933 =m HOALY et al.. 19717
Catevases de insebtoss comparadas cowm a8 die  wmamilfevoss
cstio hem caracterizadas em termos genéticoe ¢ bioquimicos,

que entre  as melhores estudadsas estdo 38 estevases  de
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diptevrosy incliuindo Ivosophila. Neste génevos vavias estevases
fovram cavacterizsdas., principalments  quanto 3 sua abtividade
catalitica:; referente a diferentes substratos sintéticos, &  seu
comportamsnto frente a0 inibidorvres. Algumas  estevasses  foram
purificadas - tiveram EURES propricdades bioquimicas
eatabelecidas.

A ecterase 6 de D. melanogaster tem sido intensivamente
estudada. Fasta enzima €& uma carboxilesterase que apresenta

eespeci ficidade  pava o beta-naitil acetato (WRIGHT., £243).  Duas

.

alozimas principais est-6l e esb-5° sHo encontradas. Clas [ BUE

atiwvidade catalitica e propriedades moleculares similares, sendo
qui # composiciEo de aminodcidos 2 bastante sewelhante @ ambas
possuen  wn unico sitio catalitico (HaNE et al., 4i%283b). 0O peso
molecular da est-5 om . melanogaster & dio 452 kd. Essa estevass
apresenta umn @strubtuva monomEvics 2 fol detectads  btambém nas
espécice  cripticas D. simulans & 0. mauritiana nasg quais mostrow
as  mesmas caracteristicas. Jadoem outvas espécies do  mesmo
subgrupo. comd D. erectas . yakuba & [. teissieri, sus estvobura
quaternaria & dimévics @ seu peso molecular de  apvoximasdamente
120 kd (HORTON e SINGH. 1985).

Em D. pseudoobscura, a csterase S € uma das  enzimas
MaRLe estudadas: sendo controlada por um  loco extremamente
polimdrfice situado no cromonssomo X (ABRAHAM 2 LUCCHESI. 1974 2w
FaRMER e CarRl1ER, 1989). A est-% € uma carvboxilesterase, sendo
ligedivamentes  inibids (1&«8B5) pels esevins (107% My e grandemente
inibida  (772:8%) pov diisopropil{luorfosfato (179 Kr. Seu peso
molecular  foi  calculado ao vedor de 100,000 d (HARISE & HUBEY.

12646 Esta enzima & encontrada na hemolinfa de  larves 2
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hemolindiag @ olhos de  adoltos CUNDAY & FARMER. 197833 ARMASION =
CHAMEER 1984). A esterase 5 apresenta egpecificidade pava o heta-
naftil acetato., Me b oms, difavenga foi detectada NEEEa
ggpecificidade entre dois alelios diferentes (NARISLE &  HURKETY.
124663 Entretanto.  forvasm enconbvadas diferengas na rvresposta ao

calor e em parametros de cinética enzimatica. tais como Km

(Constante de HMichaelis-Menten) e V.. (velocidade médxima da

reaciod (FARKMER = CARTER, 1789, Fémeas heternzigotas apressntam
Trequentemente  trése bandas em eletroforese. evidenciando tratar-

de uwa enzimg dimévica (HUBRY & LEWORNTIN: i986Y. Cntrebantog
COREE  (42764) verificou oue alauns alelos mostrvavam difercrngas na
capacidade de dimervizar. Um dessss alelos nio forma hetevodimevo

nem homodimevos existindo somente na  forma monoméricx.: W
segundn 9lelo forma hetevo mas ndo homodimero ¢ um teveeivo tem @
capacidade de Tormar amhos, hetero ¢ homodimero.

A estevase 4 de Do mojavensis ol puridicada por

et al.. (i784). Seu peeo molecular foi caloulado entve A2.00¢ 2
44,000 d. A enzims purificada mostvyouw um maximo de atividade para
cebeves  de naftil de cadeis curta. cowm preferéncia para o alfa-
naftil =mcetato e foi classificads como uma acetilesterase. FEsta
enzimay, =m eletvoforese. mostvou wum padrio de  tré&s  bandas,
corvespondende & um dimevo (ZOUROS et al.. i982): sendo presente
somente 2m larvas de tevceivo estiddio. Alelos com difevengas nx
especificidade =ao  cubetrato {foram encontrados por ZOUROS e van
DELDEN (1232 o3 quais detectavam alelos com preferéncia pava O
i-naftil acetato e alelos com preferénecix para o 2-naftil
aoetato.  sendo  aguwe a3s enzimss codificadas por sstes alelos

apresentavam pouca diferengs na composicio de aminocidcidos (FEN et
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al.s 1?8867,

Alfa & beta-esterases de Do vivilie foram analisadas ¢
corvespondem 205 Tocos  estruturals  sb-alia & Cat-bets.
respectivamente. Uma caracterizacio bicquimica mostrou que ecstas
eeterases  apresentan  um cnmpnrtaﬁentm difevente quando  FCME
utilizado: sendo que somente & alfa-esterase exibe atividade.

ase  apresentou  um pH Otimo mais baixo que 3 beta
mestvrou-se mais instavel ao calov. O I'M da alfa foi calculado
vedor  de TEIQ0¢ @ da beta ao vedor de (4¢,02@ d. dE varvisnbes
alelicas mostraram  algunas ditervencae quanto a  inibidoves,

tevmosstabilidade @ a0 pH obiwmo (NARISIE, 19731,

{1 papel fis10logico das CSLETRSES NG insctos,

permancece aw o grande parvte ainda desconhecido. Contudo. existem
evidéncias de que estas participam da regulagio dos nivglg de
hovrmdnino Juvenil (KORT & SRANGER, 198i). da  repvroducio (por
exemelo. JOHMS0ONM et al.. 1768), de processos digestivos (KAPIN e
G, L985) da degradacio de dinseticidas (MOTOYAMA
DAUTERMAN s 19745 .

A esterase-F de D. wvirilie mostrou ser @& enzims
responsavel pela  inativacfo do horménio Juvenil. sendo ezsa
inakivacio necessaviy  para que 3 metamorfose  sejs cowmpletada
(RAUSCHENKACH et al.. 1i987).

Alaumas catEerases estio relacionadas Com o
comportamento  veprodutivo:  em algumas especics de  dinsetos. P
Irosophila, wvariane egpécics apresentam esterases que ocorrem com
exclrusividade em um dos sexos. 0. aldrichi apresenta & esterase-
Fe uma heta-estevasge presente no sistema reprodutor masculino

CIOHNSOM et al.. 174338 KaAMBYSELLIGZ et al. 19437, Fm D. dunni foi
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7
detectads g, mstervase  tambaem denominada 0 ocowm ows mesmas
carscteristicas acima (CARRASCO et al1..4984). D. mulleri ¢
arizonensis (atualimente DO. arizonae:. detalhes em RULZ et al.s
19990) wpresentaram duas alfa-esterascs especificas dos machos.
eah-id 2 est-ilx sendo que D. arizonensils  possuia ooms bhehae
eeterase,  denominada sst-9 presente 59 nos machos & uma alfa-
estevase que ocorve &0 nas fémeas. & est~7 (CLRON, 19288).

= n. melanogaster =2 @ esterase O = encontrads
predominantemente no  bulbo ejaculatovio dos machos (SHEEHAN et
al.s  i9279). Esta esterase, poréms nio é exclusiva desse tecido

nem extlusiva dos machos, mas sua fungfo na reprodugio esta hem
estabelecida. RICHMOND et al. (198¢) mostraraa o presenga  da
est- b nn Fluido seminal dos machos ¢ wevidficavram que duvante a
copula  esta enzima é transferida dos machos para as {émeas. Essx
bvans fevéncis se dd duvante os trés primeivos minutos de copula e

o macho requer 24~48 horas para recuperar o nivel de  est-é

CRICHFODND = SENIDR. 49040, Apds alguns minutos e copula. @ esh-d

¢ transferidsa rara a hemolinfa onde permanece até quatroe dias

apds 3 cdpula (MEIKLE et al.. i79¢). & estevase & tem sido
relacionads 2 wvariss ebtapas da veproducio. Foi wverificado  gue
fémeas que recchevam a est~4 apresentam uma diminuig&o no  tempo
pava um novo acasslamento (RICHMOND et al.. 19925 2 apresentam uw
aumento na produtividade a 18920 (GILBERT et al..i981 em MANE et
al.a L9033b.

MANE et al. (1783x) mostraram que fémexs arods o
acuwsxlamento  com machos que continham a est-9 ativa, eram menos
vecephivas na oorbte  que  f3mens  inseminadss  com  machos  com

esterase & inativa. A rezacio catzxlisada pels est-6 & a hidrdlise
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cisovaccEnidll  acebtato produzindo dlcool cis-vacocenil.  Ambos.
ou seu rroduto derivado PETECEm atuar COme
antiafrodisiacos.

e esterwses 9 & 190 de D. melanogasters classificadas
comeo colinesteracses nio cspecrficas (pecudocolinesteryees) .
PossEuEm grande  similaridade com #as  psegdocolinsstevases
vertebradoss com todas as caracteristicas estruturais sendeo
consevyadas.  Devido o essa similavidade foi sugevido que 3 esh-%
€ @ est-1i9 exercem sua tuncio de peecudocolinesterace nos tecidos
digestivos (HEALY et al, 19941).

0 papel das esterasecs restantes ainda € especulativo. o
provavel ques  alyumas  das esterases de D, melanogaster tenham
fungdes similares 3 de wvertebrados. tanto quanto de outros
ingetos na  fun¢&o de desintoxicacio ¢ digestiva: como a eet-4,

eat-7 2 est-i7. alguwas destas com fungdo dupla. Assime
rilagumas isoenzimas encontradas  associadas o ovario € outros
tecidos  veprodutivos podem "sequestrarv” componentes  toxicos
impedir sua entrads no ovo (HEALY et al.., i9%i).

Muitae pesquisas em cstevases de Drosophila estdo
centvadas,  primavismente, na hevangs de variasntes de mobilidades
eletroforéticas. Os estudos piloneivos foram realizados &m
Irosophila melanogaster por WRIGHT (124637 = BECKHMAN & JOHNSON
(1764) que descrveveram doie locos que aprescntaram relagdo de
codomindncia  entve seus alelos. WRICHT estudou a estevase o @

BECKHAN ¢ JUHNSUN a eetevase~C. Em Drosophila melanogaster hs

iy enzimas  adicionais  que mostvam  consideravel  atividade

enzimaticas denominadas esterase A, esterase b e esterase F e que

eatidn provavelemente sob controles diferentes.
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Fara  estobH. duns variantes eletvoforéticas principais
foram encontradas e atribuiddas & presenga de dois alelos
codominantes. Ambos sio freguentemente encontvados em populagides
naturais,. mostrande w ocorvéncia de wm polimor fismo natural. &
localizacio deste loco ol estabelecida a2 35.8  unidades  ds
recombinacio no cromossomo 3 e mals precisamente. pela técnics de
hibridagio in situ na segdo 49 AL-AD3 (PROCUNIECR et al., i9941).

Ohservou-se  quie @ esterase U @ controlads pov um  loco
com dois alelos codominantes no cvomossomo . Fosteriormente.,
JOHNGOM (1984 encontyrow um alelo nulo vecessivo pava esse loco.

Um tevceiro loco estudade em D. melanogaster ¢ o
refevents A esterase~A. As variagdes sletrvroforéticas deste loco
foram dinicizlmente atvibuidas & fatores nie genéticos (DECKMAN e
JOHMSODM, (9540 . Fosterviormente foi demonstvada a presengas de  um
alelo nulo com hervanca recessiva (MIZIANTY e CASE. 1974t OLIVEIRA
e DEMRNMITRID . 1980,

Em D. wirilis foi demonstrada & existéncia de dois
locos gatruturais Fat-altw = Cet-beta. corvespondendo
vespechivamente, 385 aldn 2 bheta--esbterases (MARISE. 19730,
locos sio extremamente polimdrficos. TEUNDO et al.
detectaram 2 presengs de 44 variantes pava o loco Est-alfa & 11
para @ loco Fst-heta. Em estudos posterioves, oubtras variantcs

pava o loco est-alfa foram encontradas. cuio  apavecimento  {foi

atribuido & recombinagio intraafénica em  féEmEe  heterozigotas

CTSUNG . 1492030,
Em 0. buzezatii Jforam estudadas azs esterases i
reepectivamente, beta & alfa-csterases (EAST. 1982). A esteruse

predoming a3 hemnolinfa e a2 estevass & no aparelho  digestivo




2OV P govduroso. D perfil ontogenético dessas  enzimas fol
examinado € verificou-se que ambas surgem na época da eclosio do
ovo £ permanecem ateé que o desenvolvimento do adulto sz complete.
Tanto est-1 quanto est-2 apresentam uma ampla especificidade  wo
sybstrato:  sendo  que @ oest-1 bhidroliss o 2-naftil acetato em
nEior  taxs @ & est- 2y o0 d-naftil acetato. Os locos Let-1 e Esb-2
eetdo ligados a  inversdes que ocorvem no  cromossomo 2 @l
populagdes australianas., estando dentro ou adjacentes a estas, €
apresentam um Forte desequilibrio de ligagio (KNIBR et al.s
1907

uplicacdes em locos estordsicose foram obscervadas  em
Drosophila. Lstevase-4 2 % em . mojavensis ¢ D. arizonensis: si0
supnstamente produtos de ums duplicacio génica. fsses  genes
distam um do outro ¢.16 unidades de recombinacio e davergivam
consideravelmente apos 2 duplicagio. D loco para esterase
ativo durante todo o ciclo de wvida € aparece em alta concentragiao
nd  hemolinfa 2 corpo govduvoso. O loco parva esterase 4 ¢ abivo
somente no estadio larval € € concentrado principalmente no
exEsqusletn CZOURDE et al., Q3. MHwm oemstudo utilizando
anticorpos contra izt sh-13, masEtrou A1 g reacio

imunoldaica cruzada: mas existe poucs diferen¢ga na composicio de

aminodcidos entve essas enzimas. @ suns sequéncias  N-terminais

gfo idénticas, moctvando claramente sua origem comum (FEN et al.,
i2867.

A analise molecular do IINA eendmico que é adjacente ao
gene que codifica a estervase & de D. melanogasters mostrou  um
segundo  gene, est-Fy identificado como uma duplicacio em  tandew

de est-é. que € tranescrito somente no Tinal do estadio larval.
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Leses  genes  wmosbtvam 425 de similavidode nn sequéncis  de  NDNA
(COLLET et al., 1992 em HEALY et al. 1994). Assim. foi sugerido
pov  HEALY et al. (i991) que a organizacio genbmica dos genes
gsterisicos em Dhrosophila pode ser similsr a0 radrio de
“

clusterizacio” encontrado nos mamiferos.

0 desenvalvimesnto de am organismo & caractervizado  por

mudangas  em seu metabolismos veflexo de lteragfes na  EXPresEsio

génica. Dests  fovea, w andlise de diferentes sistemas gene-
EnZimas durante a ontoaenia,  revela mudangas metabolicas
ocovvendo devido & regulagio o modulagio da atividade do gene.

Uma wver que as esterases de wns determinado oraanismo
compreendem u@m conjunto  de  enzimas  sob controles genéticos
diferentes, essas esterases podem sev expressas diferentemente
durante o desenvolvimento desse ovganimo. Cm Drosophila. algumas
esterases e wmantdm  duvante todo o desenvolvimentos como  por
exemplo: =& est-3 de D, mojavensis (Z0OURDS et al., 1%82); us
esterases 4 e O de D. buzzatii (EAST. 1982). enquanto =alaumas
esterases  aparecem em determinados estadioes de desenvolwvimento.
avmentando  ou  diminuindo seu niwvel de  atividade nas  fases
seauintes. Algumas esterases apresentam seuw maximo de  atividade
nos estdadios  lavvaiss como 2 2st-4 de D. mojavensis (ZOURDE et
alay 47822, a est L de D. mulleri e 0. arizonensis (CERDN, 1988
2 oukras apresentan seu mEaximo de atividode ns fase pupal. como 3
esterase- de . virilis (KOROCHKIN et al., 41774). Exemplos de
esterases  exclusivas de adultos s8o as est-4i. est-3, est-4 e
gabt-id die D mulleri & . arizonensis (CERDON, 1989857,

L, analise cowparative dos adrdes  de EEtErasEa

durante o desenvolvimento, entre Do mulleri e ArizZonensis

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 i unesprl 12 13 14 15 16 17

18



]
|

constatow  diferengas no tempo de expressio de locos considervados
homdlogos. Como exemprlo. citamos a est-3 encontrada em larvas de
primeivo estddio =m D. arizonensis. & detectads somente em larvas
de segundo estadio de D. mulleri (CERON. 19785,

Ja  cruzamentos  envolvendo estoques de D. virilisgm
povtadores de diferentes alelos. mostrarvam haver difersngas sntre
o tempo de expressio do wlelo materno € patevnos onde o materno €

O primEivo 3 s manifestar (HORDCHKIN et al.. 1i%74:.

Desde 3 intrvrodugio da técnica da  eletvoforess ns.
agnctica de populacles:s a neutralidade ou selec®o de alozimas tem
=ido debat ida entre o5 geneticistas. Do grande  pavee  dos
trabalhos com espécies de Drosophila: come D. pseudoobscura
(FRAKASH et al., 1%96%). D. ananassae (JOHNSON, 41974): I
willistoni (AYalLA et zl., 4972) foi encontrado um padrio uniforme
de frequéncias génlcas. que gﬁué respectivos autores atribuivam &

ewirasténcia  de  selecBo balanceadova.  wmantendo o polimoviismo

| ohservado.,

Em . pseudoobscura: o loco Est-% foi . indcialmente
consilderagde ausente de presefio seletiva (raMaZakKI, 1974
ARNASGON . i902) . Esze vesultado fol contestado por SREASON (98027
aque most rouw que este loco esta sujeito = wma
balancesdora. Ums cowparacio sstatistics da  frequéncia
wlelos do loco Est-54, em populagles de I. psedoobscura: prewvista
com  hase no modelo neubvo. sugevin gue 3 distvibuicio dos alelos
desviam da newtrvalidade em direc&o a sele¢fo purdficadora (KEITH.
i3l

Em N. buzzatii = frequéncix  agenotipica de alauns

enzimaticos. incluinde as esterases, Em mostrado

AVA
AVAYEY

1 2 3 4 5 6 i unesprl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



13
associagio significantes i 0L VOV S0 L SmosE mized Lod s =l )
variahilidade do cacto utilizado (BakKER,. 4982). Fémeans de
diferentes gendtipos wmoshram selegio de habitat pava  locsl  de
pviposicko, facilitando = manutencio de polimorfiemo genético.

e oubyas associagdes com varidveis do cacto dndicam gue
selecio natural getad  afetando a frequéncaa de wlozimas e
portantos BUGETE heterogensidade ambiental 2 selaegio
diversificadors (o uY] 1e] wm mMeEcanismne pPERrR ® manutencio de
variahiliﬁade gensgtica (GARKER et al.. 1984).
A 'a  evolugio orgdnics ocovrve por meio de  mudangas  nas
frequéncias  g@énicss: &0 leonao do temro. Fesas mudancas podem ser
melhor estudadas compavando s constituigio gendtica de populagdes
qUE apresentam variados araus de separaciao evolutiva,

A elebvoforess tew se mostvado vme técndics dmporbante
no estude de enzimas € outras proteinase de diferentes populagbes
ou espécies. no sentido de wverificar mudangas na constituigio
génica. Com o aprimoramento desta técnicas tem sido poseivel
detectar difevengas minimas entve  proteinas. antes nion
detectaveis. Citamos. como  exemplos  WRIGHT (1963 CLLE 5
ubilizando gel  de  amidos detectow 1@ bandas  cowm  abtividade
gestevrasica  em D. melanogaster. J& HLALY et al. (4991) usando uma
combhinagio de aqel de poliacrilamida ¢ focalizag&o isoelétvica,
detectaram 22 handas Jifeventss na mzsma especic.
A anilise comparativa de enzimas € outras proteinas em
varios  grupos  btaxondmicos de plantas (por  exemplo. VASSEUR et
aleey £29@% KIDAMEL et al.; 172¢) o animais (por exemplos PabHl o=

KHULiAa=TUIKHE] - 1¥990:  MIiLLER & NOVAK. 198507 tem sido usadsa pars

gstudar problemss evolubivos ¢ tasondmicos.

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 i unesprl 12 13 14 15 16 17

18



analise da similavidade bioguimics o de difevengas  snbve
cspécies pode propovcionay dois tipos de informacgdes. e um lado.

anslises  podem  sev vistas como o uwm simples critério
taxondbmico adicional: € aesim podem sey importantes auxiliares
pary  distinguirvr entve grupos baxondmicoss pavticulavmente guando
a similaridade morfoldaica € grande. e ocutro lado, € mais
imporvtante, tais andlises propovoionam um meio de calcocular &
quantidade de mudangas genéticas que ocorvem em um unico  locos
durante 3 evolugios que algumas informaciszs  wmorfoldgicas  nio

a
podem proporcionar sozinhas (MCREYNOLIS. 19487) . )

[ JOHNSOH et al. (i9646) estudou estervasess com base na

especificidade =ao  csubstrato € ni inibig&o & ativagio da enzims
pelo d4lcools em varias espécies do génevo Drosophila ¢ werificou
QLLER a5 diferengas observadas  entre  as REPEELES eat o
correlacionadas com o estabelecimento de categorias taxondmicas. |

Oifevrentes: numevos @ tipos de alelos forvam wverificados
entre ESPECLES relacionadas,  tais come . americana. D.
novamexicana g D owvirilis (MeeiEYROLDOS. 492467 & entre I.
psevdoobscuras . persimilis ¢ D. mivanda (CDERZ e PRAKASH.
L7748

f analise das =mlfa-csterases em . borealis. D.
flavomontana = 0. montana mostvrou 4 presengy && L 2 e 3 looonsa
respectivamente: Ppara €5sas  enzimas. Haxseado na hipdtese de que
EEEEE FTocos OF L inay amese por dup licagios R EE matiudo
proporcionow  evidéncias que . borealis e 0. flavomontana nfo
devivam de D. montana: como indicade pov outros estudos (BAKER,

1730 )
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:PDLYﬁKDUH 2 KDROCHK I CLPiB4) analisaram,
compayativamente, =as mudangas no padrio de estevases em varias
sepécies de  Drosophila do grupo virilis. Foi wverificada  grande
similarvidade sntre espécies do wmesmo “phylad” & diferencas
maiores entre espécies de "phylads” diferentes. O "phulad”
virilis difere do “phylad” montana: por apresentar um  menov
numavao  de bandas com especiiicidade para o beta-nafbtil zcetato.
por  possuir  estevase pupal e pov diferencas na  intensidade de
coloragio.

G ohjeto do presente trahalho ¢ = SUPETCEPELLE
Dvrosophila serido (clustey buzzatii: complaxo mulleris subgrupo
mullevi, GYLPED repletal. Irvosophila serido ncontra--se
difundida na  America do Sul: distvibuindo-se pelo Brasil.
Adgroentinas Folivia ¢ Faraouai. No Grasil tem sido encontrads nas
caatingas.: dunas.s campos vupestyes @ em cevias pavies do pantanal

MRt OOrOsSECNEEs  enquanto  que ni Argentine: Lolivia e Faraguai &

sncontrada nas bhovdas do chaco (VILELA et al.s 1¥8@: CENE et al.s

178¢y RUIZ et al.s 1992: VILELA ot al.: (203) Drosphila seridos
descrita  por VILELA & SENE (49773, assim como wmuitas espécies do
arupo  repleta; utilizs o cacto em decomrosicio como alimento e
local de oviposi¢ho (FEREIRA et al., 1983). Admite-sc que este
fato tenha revmitido ao arupo & que pevtence 0. serido  ocupar
nichos ainda nEo explovados, oferecendo condigdes pava ume vapida
evolugio. As exigéncias ecoldaircas dos cactos. como tipo de solo
e umidades tém perwmitido deduwziv sua distvibuicio no passado =
conhecé~la nas condi¢fies atuais.

Conforme revielo em UIZZ0O (1982), existem fortes

evidéncias de vwa vecente glaciagio conhecids como Wev-Wisconsin.
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Cata glaciacio tovoow o clima no hemisfério sul msiz frio & seco

entre 12.000 ¢ 10,9099 anos atras. havendo entio uma expansEo das

regitdes  semi-dridas com a presencs de cactidcess e provavelments

de Il. serido. Com o final da glaciacio. houve wm  aumento da
umidade.:. fazendo com que a especie em estudo Ticasse restrita =
regides qusE PErmEnecEran  seoas. separando-ss em uma sévie  de
populactes alopatricas.
# distribuic&o em populagtGes separadas. Faz de
0. serido um dmpoviante material no estudo do  processo de
especiacio. £ estudo das caracteristicus morfoloégicas.
citogenidticas, geoldgicss & veprodubivas dessas populacies
indicou a existéncia de wuma diferenciacio geoarafica. levando
talvez a0 suvgimento de um grupo de espécies Jdifeventes. Hoje s3o
duas as espécics descritas ny supercspéciec . serido: D. serido ¢
. koepfevrae descrita por FONTRENVILA et al. (19887
Nos mestudos da, morvfologis  do apavelho genital
masculino: foi wverificada & existéncia de 5 tipos de edeagos
(SILVA: 12781 & SIVA e SENE, i291). 0 tipo A" ocorre ns  parte
Ee do  Brasil, desde o Ceard até o litoral do Rio OGrande do
Sul. D tipo "B ocupa a diagonal caatinga-pantanal matogrossense.

"W by c

0 tipo "C" ocorre conjuntamente com o tipo "A&” nwa Serrva do Cipd

MG. 0 tipo "7 tewm distvibuicHo que vai do intevior de 5850 Paulo
até a parte leste do chaco argentino. O tipo "E” ocorve ao leste
do chaco avgentinos Jja nas encostas dos Andes.

Tamb ém foi wverificada uma diferenga na coloracio do
COvpo ( testiculos de machos procedentes of ez diferentes

localidades. Na tinhagem A%%, provendente de Minanse CGeraids

Brasil: = coloracio do covpo tende para o preto e o testiculo se
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apvaesenta v lhocescuro: enquanto que na linhagem at el e
proveniente de Tapia:. Tucumam na Argentinzs o covpo tende para o
W T O o testiculo & alavanjado CHAD L -RAVAZZI 4 174303 ;
FONTIOEUILLA et al.. 41988).

duanto  &os rearvanjos cromossbmicos. e populaghes  de
D. serido foram divididas em quatyo tipos (TOSL. 4782: TOSX
SENE, 1928%). 0 tipo I é encontrado nas linhagens A77 (Cafarnaum-
BAYs AlGs B3 e BHY (as tvds de Milagres-Ba). 0 tipo IYI &
encontrado nas  linhagens BIL (Puerto Tivel- éaragentins) e R332
(Resistencia ~Aargentinar. 0O tipo I ¢ encontrado em B2¢  (Tapia-
Argentina) e B2é (Famatina-dAvaentinal). 0 tipo IV é encontrado em
Ail?  CIbhotivama-RPAYe A53 (Bella Wista-Paraguai) e a%5% (Bela Vista-
M&G)s  A%29 (Cardeal Mota-MG): R49 (Bavveivras-IA). RS9 (Ibotirama-~
Bavy e RS (Petvoliona-Pllr.

Nos estudos de cromossomos metafasicos. fol verificada
A, existéncia de seis tipos difeventes de cavidtipos. M
principaie difervengas referem s & quantidade ¢ distribuigcio de
blocos heterocromaticos  nos  Wicvrooryomessomns = 7 OMLEE0MDE
sexuais  (BAIMAL et al.. 1983). 0 tipo I inclui ae linhwsaens RHS
(Faulo  Afonso BA).  BLY (Milagrves-0a), BES (Petvolins-FPE).
Clhotivama-5AYa B4 (Barvelivas-Boo o B (Cavivanha-08A).
(Cristalina~0G0) e AYY (Kela Vista MS)., 0 tipo Il ocorve wpenas na
Sevva do Lipd-bb. O tipo 1 foi encontvado no Avrvaial do Cabo-RJ
(B9Y7). 0O taipo IV foi encontrado em FPeruithbe-SF. O tipo ¥V aparcce
em Itu-BP e Puerviéo Tivol: Chaco arvgentino. 0 fipeo VI ocovre na
maracm oeste do Chaco avaentino.

J& LU COMPERT &G RO das  handas doe CYrOmOsseomas

politénicos FLES glindulas salivaves das linhagens BRI
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CArgentinag e ATEFE (Brasil) mostvou sdiferengas na o regiio
proximal dos cromossomos 2. 3 e X (MADI-RAVAZZI . 1i988).

Quantao a0 isolamento repvodutivos  forvam  vealizados
crwzamentos  enveolvendo 14 linhaaens isofémeas, e verificada =&
existéncis de difevrentes niveis de isolamentos com bass nos quais
essase  linhagens fovam divididas em quatro grupost: o avupo 1 que
compyresnde as linkhagens 283 e BY553: o grupo [1. as linhagenzs BI%.
@ai7. L47,. EBY7, ADL e DOi:. o grupo 111, ae linhagens AYD, RE? ¢
BRE. oo grvupo V. somente CF o2 o0 grupo Vi opoy BaG e B2E 0 (DIZZ0.
198207, MANI-RAVAZZI  (4788) analisouw ag linhagens 4A%5%  (Minase
Gevais - Brasil) o BRON (Tapis -~ aAvgentinz) £ werificou ques
eetae aprescentam mecanismos de isolamento pré ¢ pos-zigoticos.

Fresentemente  estio sendo analisados oubtvos warvcadores
para estudoe dessze populagtes asbrangendo os padriecs de som  de
maichos na covte (NATHER et al.y 192910, andlise wmovfologica  da
genitalia masculina por  técnicas de  mor fometria multivariads
(TINON-SKLORZ e GEME, 17921). do compovtamento sexual (HORAES .,

da. sinapse cromossomica nos hibridos ¢ de alguns aspectos
do izclamento veprodutivo (MADL-RAVAZZI E RICULO,. 4991).

Mo pressote trabalbho fol realizsdo oum estudo dos
radrieces de estevases de linhzgens i1eofémeas da supevespécie Do
serido = de alguns hibridoss objetivando obter infovmwagdes sobvre
diferengas a0 nivel génico existentes entve clas. Assim. seriam
acrescentadas,  aos  wmavcadovres Jja existentess ubtilizados para
estabelecer o arau de divergéncois evolutiva entre ropulacbes

desan BUPETESP i x evidéncias bio L TRicas com o mEsmd TLim. tha

haibridos foram utilizados para facilitsr o estudo genético

bandas esterasicas o pava  detectar possivels mecanilsmos




incluida nesse

Fivd
analisads

génicy  opevando  seuw controle.
com & finalidade de comparacio por Ja ter sido
2 wma linhagem  de

&

regulaﬁin

estudo,

gquanto ao  padrio de  sstervases (EAST. D932

buzzatii, espécie proxima de Irosophila serido
no qusal se  inclui  também .

Irosophila
Relueters

MeEsmo
endémica do novdeste brasileiro.

pertencente RO

;
P Ec LE

borborema;

AVA
AVAVAY

7 unespwll 12 13 14 15 16 17 18

5 6



II. MATERIAIS E METONOS

i. A4s Linhagens

No presente trabalho foram utilizadas oito  linhaaene
isofémeaz pertencentes 3 trés espéciss diferentes o sando  cinco
de 0. seridos duas de D. koepferae & uma de Do buzzatii. Fseas
linhaaens foram cedidas pelo Frof. Iir. Fabio de Melo Sene: do
Departamento  de  Dendtica da Faculdade de Medicina  de  Ribeirio
Meto. Suas procedéncias ¢ cddigos sio mostrados na tabels 4.
pm iy

Mas figuras ¢ ftabelase. as linhagens W74, G953 e ASEFLL

referidas como Buz., A9% & ALY, respectivanmente.

2. Manuten¢io em Laboratdrio

fs linhaaens Toram mantidas em laboratdric €
bemparatura constante  de 2@ 1 190, contidas ewm garvafas de  285¢
ml, Essas garvafas possuiam no sew interior uma mistursa de meios
de  banany & cactox, na propoveio de L2111, prepavados com 08
sgauintes componentes!
ar Meio de banana
060 g de banana nanica descascada € moida
25 ml ode melado (1 kg de agucary ewm 206 wml de dgua.
deixando-se ferver até o ponto de melado)

iP5 g de Fevmento Fledschmann

£ a de agar-aaar

2oml o de acido propidnico
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Tabela 1.

Cédigo e procedéncia das linhagens isofémeas de

Drosophila seridos D. koepferae e D. buzzatii,
estudadas no presente trabalho.

L INHAGEM PROCCDENCIA

Drosophila serido B57a1 Petrolina - PLC Brasi)

pSeQ3 Ibotirama ' BA Brasil
ASS Bela Vista - MS Brasil
A?5 Serra do Cipo - MC Drasal

B31D1 Puerto Tirol/Chaco Argentina

Drosophila koepferae Be2oDe Tapia - Tucuman Argentina

B2S5D7 La Rioja Argentina

Drosophila buzzatii Buz (R74) Cafarnaum -
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- 3 oml b solugRo alocoolica de nipagin a

~ 1929 ml de Zgua

Meio de cachto
- i a de agar
S% g de fevmeEnto fleschmann
3 hananas AmassRdas
= 1@ wml de dcido propidnico
D9 ml de mElado de Reucar
e 4@ ml ode solucHEo slocodlics de nipagin
9 ml de purd de cacto

1@ ml de dgus

0l acto utilizeado foi Opuntia ficus—-ind
palmado. Para  a obtencio do purds oz cladodios sio
HOUE » batidos no ligquidiTicadory ¢ o material resul

seguids autoclavado.

3. Dbtengio de Moscas para Analise Intralinhagem

Apds o repique (transferéncia do estoque
para meio de cultuvy novols veslizado o cads 2¢ dias
recém-nascidas eram coletadas,. separadasg  guanto
wtrans fevidas PAaT tubos  contendo  meio  bhananaec
PEVIANEC LAam ateé completarem 19 dias de ddade.
analisadas individualwmente o congelsdas o ~2090: p

POSTETLION Tomou-se¢ 0 culrdado pars que o tempo de

nin ultrapassasse Lo s s PUEEO aEm ooue 0% vesultados

de moscas frescas © congeladas nio diferem.
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4., Obten¢3o dos hibridos

O  lLibridos foram obtidos por intercruzamentos das
linhagens duas a duas. Us cruzamentos pava o obtengio de hibyidos
foram realizadose em gavvafas, utilizandeo se 419 & 1% casals de
sete diss de idades obtidos da forma ja descrits pava  andlise
intralinhaaem. Apos 19 dias do cruzamentos o0s  pais 7 anm
transferidos  pava  uma nows gavvafa. Ds hibvidos evam  vebivados
g garrafas E medida  em que Masciam, & analisados

individualmente com £6 dias de idade.

Freparo dos

0 oel de poliacvilamida. uweado neste treabalho.
formado  por ums veacio de polimevizacio entre a acrilamida = seu
O OMET D de ligagdo crumada. a5 bhisacrilanida Ny s
metilenohisacrilamidal). transformando-se em umix E€Epecie de
"malha'” por onde passam as proteinss. Ums variacio no tamanho dos
porese  existentes nestza maihs pode serv obtida medificando
propoveio acrilamidasbisacrilamida que detevmina 3 povcentagem de

figagies coruwzadas ou  variando-se & concentracio do o gel. Mo

presente brabalhos of g8is Foram prepavadns s 10% de concentracio

(T%: com .6&% de ligaghes cruzadas (C%).
5o Tugides s tampaes empyvegados Foram adaptados dos
de DAVIS (19464) & LAECMMLI (4970). Fazem parte dos géis

sEeguintes componentes:
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o4
Solugio aquosa estoque de acrilamidasbisacvilamida: prepavadas
com 39 g de acrilamida € 9,8 0 de hisascrilamida dissolvidas en
Agua oem wm volume final de 106 ml. Cssa solugdo & wantida ew
geladeiras em Frasco €sSCUuro.
Tampio do gel (7,5 X concentrado! obtido com tvis = PRI
zjustadoe a pH 9.8 com HC1 &M. leve ser mantido em  frasco
EECUYO.
Solugéo aquosa de persul fato de amonio a &% (recémn-prepavadal.
1 persuifato dE  amdnio em po dieve  sey avmazenado  em
dessecador para evitar sua hidratacio.
TEMEL (M, K, N2y My tetrametilenodiaming) com aproximadament @
PR de puresas este deve ser o dltimo componente adicionado 3
eplugéo: dando inicio a pelimevizagio.
Qs componentes o @ d atuawm como catalizadores da veagio
de polimerizagio.
fle volumes de &oua € demals componentes utilizados para
0 preparo dos geis » (0% =30 o5 seguintes:

-1 0 R L R I O, N N R

Tawmpio do gel (75X pil 8,8 525 ml

Solucieo de mcrilamidasbis 8 8Ymi

Fevsulfato de amdnia a 28 . @14 ml

TERED D

Dz géis foram polimervizados entve duass placaz de vidvo
de  1OXI7RO.5 cm. A placas @Vam presas por garras com um o SEPEREO
entre elas  fovmado pela intvodugio de espacadores de  acvilicos
com um milimetro de ecepessuras: colocados nos lados € no  hovdo

inferiov. Paras a vedagdo: colocava-se umsg camada de vasslina. com
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0 auxilio de uma sevingas entve os espagadores. Uma dss placas
apresentava  um recorte com dois centimetros de profundidade. no
qual 2va adapltado wm pente de acvilicos com 4 dentes, para
formacéo dos pocos de aplicagfo das amostras. 0 espage entre
placas  eva entdo preenchido com a solucio de polimsvizacHo.
conJunto PreErmManecias entio: pPror S99 minutos N SSCUY0 PERYR
formacin dos géis, apods 0 ques o pente & o espagador  inferior
gvam retirvados e ag placas evam dispostas: na posi¢fo verticazl,
em uma cuba de scrilicos com o auxilio de gquatro garvas. 0 modelo
da cuba possibilitava a adaprtacio de dois conjuntos de placas a0

e

mesmd tempos. permitindn 2 analise simultines de 29 amostras.

4. Freparo das Amostras e Condigdes de Eletroforese

Moscas com 19 dias evam macervadas, individualmente, it

HwRC em 30/»1 a 00wl do tampio de amostra (Tris .41 M pH 8.8,

contendo glicevol o (€X) & ewm seguids centvifugadas o 2¢8¢ vpmy
por trés minutos. Fra utilizado. para cada  smostra. um volume de
i¢ = C@.}ul do sobrenadsnte. Apds o aplicacgdo das amostyas. 0O
ge1e  eram submetidos & eletroforese por trés horss ¢ 1% minutos.

wma voltagem  constants  de 200 Yy ubilizando-se pavse o
precnchimento  dos compartimentos superior ¢ inferior cubz. um

tampio Tris-glicina @.1 M pH 8.3,

7. Tratamento dos Géis para a Identificacio das Esterases

0 procedimento empreagado pars permitiv & identificagio

das  bandas  com atividade esterdsica. nos gdis: fol haseado nos
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Lt}

‘mEtodos de colovagio descritos por JOHNSON et al. (19662

STEINER e JORNSON CL273 0 wodi Ficadns por CEROH (1988, Para isso
os géie eram pré-incubados oy 3¢ minutoss & temperaturs
ambiente. wem placas de Petri  contendo 5¢ wl de tawpio fosiato
g9ei M pH 4.2, A segulrs o tampio era retirado € adicionada  w®
solugdo de colovagio constituida de 50 wml de  tampio fosfato G.i
I pH & contendo 1% me de beta-naftil acetato e 29 ma de &l fa-
naft acetato (previamente solubilizados em L oml de acetona ouw
metanol):, &€ mg de Fast Dlue KRR € 9% ml de N-propanol. Aapds =
colovago por umia hora. no escuro 2 3 teoperaturs ambiente,

esterases eram  visualizadas nos acis como bandas de colorvacfo
prebta ou verwmelhas  dndicabivas da presenga de alia & beta
esterases, respectavamentec. Apds =w colovacios 08 adis  eram
tratados com {0¢ wl de uma solugio de descolovagio contendn
alconl etilico comercial. &cido acético € agua na proporcio de

22 iaGy por 4 a 4 hovras.

8. Analise da Especificidade ao Substrato

Mara anzlise da especificidade =mos substratos das
Eaterssss. 08 gEis Forvam  submetidos =2 diferentes solugdes

corantes.

.1. FPreparo das amostras e aplicagio no gel.

Uma mesma zmostra  ere preparada de modo & permitir

quatyo  aplicacdes no gel. Esta evae constitudds de quatvo woscas

mdultase (machos) maceradas em i@@}ul do tanpio de smostra.
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A aplicagio no gel era feita de modo 3 possibilitar

chtengio de auatro conjuntos exatamentes iouais de seis amostvras.

raferentes 0 seis linhagens difeventes. Cada gl possuia dois
conjuntos que. apos a corrida € antes da coloracfo. eram

separados.

8.2. Teste de coloragio

Fara o teste de coloragfo foi rexlizado o procedimento
normal, diferindo  somente nas propovedes  de substratos das
zsoluctes de coloragios que era diferente para cada conjunto de
ailOstvas.  As quatvo solugdes continham as seguintes quant idade:
de substyvatos (adicionadas a2 5% ml de zolugfio contendo Fast Blue
agud destilads e propanol nas concentracdes usuaiz):

.45 9 de alfa-naftil acetato
Ga%3 g de beta-nalftil acetato
% alfa-nafitil acetato @ .08 g de beta-naftil acetato

L B P alfa -naftil acetato 2 %.¢4 g de beta-naftil acetato

Secagem dos Géis

:,

i secagem dose adis Toi basesda no método de CERON et
al. (1972, inicialmente os géis evam mantidos em oms so0lucio de
acido wceético a 7:5% € glicerol a 10X por duas horas. Fm seguidas
zvam  banhados noma solwido de gelatinag comevaianl 3 9%, prensados
em wm hastidor entre duas {olhas de papel celofane € deixados &
temperatura  ambients por tvés a quatyo diss para a secsgem.  Por
este procedimnento os géis desidratam. transformando-se  em uma

fina pelicula entre as folhas de celofane que 530 vecortadas o
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guasvdadas para a anadlise.

i0. Anilisee [Cstatisticas

i2.i. Teste t e Qui-quadrado

Mara comparagio da wvariabilidade de radrées entre
machos @ femsas. fovasm aplicados o
Fara analise pelo teste t; Toi cxlculado o P parsa

machos e Féwmeas de todas as linhagens. onde:

ne de padres encontrados
f-" ns

n: de individuos analisados

[
i oaplicada a tvansformacio “angulay de Fishev” ( ave ﬁﬁnbﬂ: = 4PN .

que  normaliza dados percentuals ou propoveilonais: € gstabiliza =

variinecia.

i9.2. Indice de Similaridade (IS)

0 indice de similavidade, utilizado neste trabalhos foi
inicialmente  wbilizado por WHITNEY et al. (42893 pava v estudo
comparativo do  padvio de proteinas em quatvo tipos  de TUNGOss
como um carater taxonomico.

0 s no presente trabalho. foi1 calowlado da  seguinte

fovma

Ne DE PARES DE BANDAS SIMILARES

DE DANDAS DITERENTCS + Ne DE PARES DE BANDAS SIMILARCS
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i9.3. Analise de Dependéncia (ANADER)

@ andlise de dependdncia @ uma técnica geomdtyicy pava
0o estude de associacoes entre linhas & colunas (neste caso entre
bandas estevdsicas ¢ linhagens: respectivamente) de ums tabela de
clascificagio crusada. Neste trabzxlho w tabels € = due
povecentagens  de  ocorvéncis de cada bands estervdsics para  cada
linhagem (29 X 8) (tabelx &, ver apéndice).

D wmétodo ANADER . segundo CORDEIRD (49873 €. em linhas
geErais. 0 seouinte: cada  linhaaems vists como wm vetor das
propovedes  das  bandas estevidsicas nela encontvadaz, @ um ponto
(ne sentido acométrico) no espaco real de dimensio 2¢F da mesma
fovma  cads bandas esterasicas vista como wm wetor das Propoveaes
das linhagens em que ela € encontrada:. € um ponto em um espago de
dimensio oito. Tevemos. entios no 2spago de dimensio 20.  vnz
nuver de oito pontos. cads uma reapresentando ums linhagem. € no
G R0 dee dimensZo Ox  uma nuvewm o 20 ponkose  cada Lt
repvesentando uma banda esterasica.

Dadas estas configuvagdes die pontoss o mEbtodo procurs
usando  técnicas matematicas adequadas. divegfies nos reospectivos

onde  estio as linhagens (dimensio 26 = onde estio  as

handas {(dimensic 8). que disponham para o ohzervador agueles

ohistos ou pontos (lihagens @ bandas? o wmais dispersos possivel.

¥

Isto €. nat diregGes mais favoravels para o enxeraarem os pontos
(linhagens.  por  oxempliolr no senbido de que #les Tigusm 0 mals
afasztados possivel um do outro.

Cada dive¢fic ¢ um fator de deopendéncia &

ovdenados pela ovdem decrescentse das sus depsndEncias (medidas
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G

quantidade de cspalhawmento dos pontos ao longo de sus divecio no

E8Ppago

corrvespondente). i fator de  dependéncia

povtanto. squelese que tem 3 maior  dependéncias ; fRTor

dependéEncia (T & &% segunds maior depend@ncias € wesim  por

disnte.

22U

total

fm cads espago. @ depend@ncia de cads fator £ 3 mesma de

corvespondente: na Gl"d&‘!'li?l(-.'gfj no outvro SEPRCO. A dt-:pendé?l‘rcia

& o soma das dependéncias de todos os fatores ¢ 02 wails

informative apresentay estas nao em valores absolutos: mas  como

pevoentuais  da dependéncia total. Com isto rvepressnbam-se a8

importincias dose fatores de dependénciza.  em fungio doe

peroentunis da dependéncia tobal explicsdas.

( numeEro maximo de fatores & ®  menor das duas

dimensdes. Neste tvabalho ¢ oito. guando as catsgorias oruzadas

{linhagens X bandas esterdsicas) nfo rossuen associacios. entios =

depend aneia @ nula 2o consE quentamen e EL hi fator e

dependéncia. Mass quando houver associacio na tabelas auanto mais

forte

TV » wWEnor ndmero de Fatores se Snoary egn de explicay LLI

percentual masi o de dependéncian  total. £ hom PRT&

interpretagio das  associacies existentes na tabela. qus POBCOS

tatores

expligquem x maior pavte da dependé&nciza.
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III. RESULTADOS

im ftotal de 43 bandas com ati

encontrado  em AP0 dndividuons snalisados

icofémeas. Fesae bandas foram diferenciad

gl a g 3@ refeve s omobilidade eletvof

padrio de colovacio que reflete suwn espec

A distrvribuicio destas bhandas 2atre 335 lin

padrio de colorsgio E 2 ESPESSUra

Escuematica, ne figura i.

i. Posigio das Randas

i posicio das  bhandss com  ati

estabelecida por meio de vms andlise esss

entre linhagene. Assim. as bandas

detervrminadas em relagio 3 posicSo das band

sempere  comparadas quando presentes em oum

Evitar 0 evvro devido a pequenas odiferven

migvacio de um ael parz outro.

f NUMET &G RO das bandas foi

extvremidade  anddics do gel. Bandas que

padrGes de

MIQr&G&HO .

velocidade de mas

fovam numeradas difeventsmenta.

2. Variac8o das DBandas quanto & Coloragio

fe bandas apresentaram variagio
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AVAVAY

1 2 3 4 5 6

eetio

L unesp ™,

vidade esterasica foi

a das  oito linhagens

pela sUa POSILGRO noO

as

orética [ o LB A

ificidade zo substrato.

hagense SU8 FAmET S E0

mostrados, de forma

vidade esterasica  foi

nocialmente compavabiva

de  uma  linhzsagem eram

a5 de outras linhagenss

mesme gel: & fim de

gaE nx velocidades

feita =a  partir

apresentavam 2

W S

coloracio diferentes,

¢ Espessura

aquanto & cor {(tons de
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Figura | - Bandas de esterase (1 a 43) encontradas
em machos e femeas das linhagens

anglisadas.
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preto  ow vermeihos sm fungHo do sobstvato hidvolisadol)s gquanto 2
intensidade de colorvagfo (mais cecuras ou mais claras) € quanto &
EEPEHEEUT A

guanto & egpecificidade ao substvratos. =as bandas foranm

divididas em tvéds grupos distintos. Um  primeivo gvupo forisdo

preizgse bandas  betss, que hidrolisaram preferencislmente o beta-
naftil  acetatbo @ apresentaram umz  colovacio wvevmelha, LA
outro grupo constituldo pelas  bandas alfas que hidrvolisaram o

a1 fa~naftil acetato 2 apvesentavam uma colovagio preta @ o dltimoe
arupos  constituldo por bandsxs que apresentaram  umix  coloragio
intermedisvia entve o wvermelho = 0 preto. indicando  gque  essss
bandas nfo eetfo envolvidas com uma hidrdlise preferencial frente
ans dois substratoss as bandas al fa-beta.

Na Ffigura £ € mostrade o comportamento das  bhandas
utilizando o lugdes die colovagio contendo difeventes
concentragoecs dos  substratos. Na figura 2a as Camostras  foram
tratadas com  solugio covante contendo somente alfa-naitil
acetato,  em b contendo somente beta-naftil acetatos em 2o com
alia @ beta-naftil acetato na propovegio de 221 @. em 2d. com 03
mEsSROE  componentes na  proporeio de 1:2. 0 mesmo conjunto  de
handas pressntes am 29 foi obbtido em 2c e 2ds pevrmitinde concluir
que  todas as handas corvespondem w estervases que  Lhidrolisam O
alia-nafti) acetato. Cntretantos, nem todas as bandss presentes &m
232 estio presentese  em 2h. Alogumas.: &E VEREE RPAVECEM  COM W
coloracfo muito clara. como as bandas P, $i. 2. 19 & 6. Jd  as
handas que ocorrveram com exclusividade nos machos € que nsa TLgUura
2 egetio reprvesentadas pelas  bandas 28 (linhagem AYEFE) . 5@

(linhager BES27GLY & 19 2 &0 (linhsgem BRON2r ndo foram detectadas

AVA
AVAVAY

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



Figura 2 a-d. Coloragio das bandas usando diferentes solucdes. a.

2,95 g de alfa - naftil acetato.
acetato. «c.

beta-naftil

(coluna 1),

(coluna 4) e AS9M11 (coluna 95) e B31iD1 (coluna &).

1 2 3 4 5 6
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b. 2405 g de beta -naftil
2,24 g de alfa-naftil acetato e 0,02 g

acetato. d. 9,02 g de alfa-naftil acetato e
2,94 g de beta-naftil acetato. Cm todas as

foram utilizados machos na seguinte sequéncia: B2eD2
A?5N3 (coluna 2)s; Duz (coluna 3), DBS5S%?Qi

de

colunas
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em i2h. R figura Ehe a2 banda L3 aparvece fracamente  oovads  am

todas a8 linhagens, exceto em ASSFL1i: na qual pode ser wvieta

nitidaments. Em oubtvos géiss poréms. svbametidos somsnte 3o beba-

nafiil =weetato, = bands 40 apresentou-ze bem covadas come  nas
linhagens B250Y = APSEFS.

Nas figuras D¢ e 2d podemos notarv dodis tipeos de bandas.
U tipo 2 constituddo por bandas que apresentsm ssmpre o mesmo
padr&o de coloragio. independentemente ds  concentragido dos
substratos.  Agui.  inclusme-se as bandss 2% 2 31 que hidrolisam
prefervencialmente o heta-naftil acetatos mas, que na  auséncia
destes participam da hidrolise do alfa-naftil  acetatoe (figura
ma):  ws  handas  wusentes em 2b oque hidrolisam somente o
paftil zcetato = 28 bandas 12y 26, 24 ¢ 145 da linhagem Buz & 3 34
da  linhagem APSF3 que hidrolisam preferenciaimente o sxlfa-naftil
acebtato. D oubtvo tipo @ formado pov bandas cuis intensidade  de
coloragio ¢ dependente da concentracio dos substratos. sendo mais
escuras  quando o alfa-naftil estd em waior concentvagiio e muis
vermelhas quando o heta-naftil estd em maior concentrag&o. Heste
caso  inclusm-s3e a3 bhandas wmais anddicas 2a 3 4: 51 7 B e i e
as handas centrais 23, 24 ¢ 20,

Moemo  auande & mesma concentrac&o de  substratos  foid
utilizada. de modo geval.s ochssvvouw-s2 variacio na intensidade de
cor de ums mesma banda entve diferentes individuos de uma  mesma
linhagemas provavelmente veiletiodo diis Tgas ns quantidades  de
ENFIMAE presente. km algumas  linhagens. aloaumas handas
apresentavam, constantewsntes uma coloracio fraca. Exeaplos deste
casd 30 ag bandas 4 e 7 nas linhagens NEI0E e ASSF1d, as bandas

i 2@ em Bux oo RSNV . oan banda 24 2w Buzs 24 em B2ENT . i
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Bty B2EDY . ASETLL e BECGE ¢ ms bandas 27 e 34 na linhagen
GPSF3. Essas wvariacbes na intensidade de colorzc&o poderic ser
vishas nas figuras corvespondentes a0s g8is (figuras Ga. 7 & ¥
i),

A vaviabilidade na egpessura das bandas  aprecentou-
gevralmentes, velacionada com 3 intensidsde de colovagio. isto
bandas mzxis fortemente covadas evam mais espezsas. bEntretanto,
Aalgumas  bandas  aprvesentavam-s2. frequantemsnte. mails  @sSpessas.

independentemente da intensidade de colors¢io. como as bandase 29,

7. J3 as bandas 38 & 3%, caracterizarvam-$3 povy  SEvem

delgadass de aspecto semelihantes a wum trago.
3. Mariabilidade Intvalinhagem dos Fadrdes de Esterases

Fara facilitar 2 andlise da  varviabilidade existente
dentro de cada linhagem: o padvio de bandas de cada individuo
analisado foi esquematizado e a partir desses dadoss construida
a tabela 2.

Na tabela & <o mostrados os numeros de individuos
analisadons de cada sexos de padvr8es obhservado:z: 2 de individuos
que  apresentaram  os padrdes mais @ menos frequentess  em cada
linhagem.

(e machos de todus  #®s linhaaens, exeeto Dz s
apresentavam  vaviabilidade wadior que as féueas. Isto pode  ser
obegvvado  eegpecialmente nzxe linhagens REEU0F . LRE4041 e A0 5. onde
o ndmero  de padvdes encontrados nas fémeas 2 da ovdem de

VEZEESE mMenor que e SEOUS respectivos machos. Grande parte
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Tabela @, Variabilidade dos padroes observados intralinhagem. A
frequencia refere-se ao numero de individuos portadores
dos padroes.

PADRGES

HACIID
LINHA- TOTAL DE  TOTAL FREQUENCIA TOTAL DE  TOTAL FREQUENCIA
GEM FEHCAS IE MACHOS bt
ANALISADAS PADRGES MIN - MAX ANALISADOS PADRGES MIN

B2en2 33 14
B25p7 42 4
B3int 49 5
Ass 38 15
B5704 3 15
B30G3 45 17
A9S 39 8 48 15
Buz 40 14 42 14

TOTAL 324 92 369 142

92 19
57 16
44 290
44 i8
37 ee
45 18

P b e et i e e

O A S
'

i
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vaviabilidades aumentads  nos  wmachos & devide  Bs esterases
rresentes somente neste sexo.

Ne linhagem L2507 s 42 fémewns anwalisadas mostraram

quatro  padrdes diferentes, sendo que um dessesz  padrBes

comum & 37 fémeasi nos machos,. em 57 individuos analisados

fovam  encontrados  £4 padvdes 2 o mais frequente ocorreu  em
individucs. aApesar desta diferenca entre machos e fémeas. BESDY
ini 2 linhagem que apresentow, no totals o menor  admers  de
padrbes, isto é; DO.

Entvetante: o teste t com a transformacifo angular de
Cishevs  caloculado pava iguasldade do ndmero de padirBes detectados
em fEmeas € machos: em todwas ae linhwgens analisadae. mostrou que

difevenga entrve 03 #2303 2 ndo significativa (t= 1,603 p=

GL=  41i.,4). 0 cdlculo de X% de igualdade rara o ndmero de padiroes

e fEmeas @ machos em cada linhagem wmostrou que a dL ferengs

significativa  para as linhagens SB2907 (X-= {d.43 P¢ @0a@51, BIiDE

(XEm £81 PC @,04) & APSID (X8 4,243 P 8,05).
A seqguirs sfo descritos aspectos dos padrées observados
mmocada linhagem wtilizando os dados do tabela & 2 as {iguvas 3 a
Como as bandas fovam detectadas em uma porcentagem wvarizvel
de  indviduoss em cada linhagems nem sempre a figura  apvesentads

Fara llustraglo contém todas as handas mencionaduas.

Linhagem E2elP
Vinhagem R200L2 foram analicadas 87 moscas. sendo 52
Messes individuns fovam encontvadas 17 bandas

apresentaram combinsdas de wmodo a  conebditudr
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padrdes.
bandaz ma
alfa 15,

Apresent &avam

individucs,

banda 15, Us

dando muitas
também APPRT
individuns |
dois primeir
beta  Frequen
enceto, tamheé

fortemsntes o

15 frequentes

abyservasto Em TEmens & machos.

Um desses padrdes foil

gm B2l {ovam as alfu-beta 4. 9 ¢ 24,

hae 2% & 2% w a3 beta 34 (Figuvas 2 2 4). D8 machos

minda handas alfa 19 ¢ 2¢.

as

bhandas 5 2 £45 peovreram  Juntas  em B304 dos

zendo  que quatroe individuos wpresentarvam soment e

25 handas estio localizadas bem prdswimss entvre sl

VverRes a impressio de wns unica bands difues.

patevases @l fac~heta covrvespondentes 35 handas 4 & 5

EC e ain aquass SEMmMPTE Juntas. exceto em POUC oS

=

AxER Y que apvesentarvam somsEnte A banda 5. (veEy 0%

ot individuos da {igura 4). Feseas duas bandas wlfa-

tement e tgualavam na intensidade de colovacEo.

=

m: em aloune individuos nos quaie a banda % era mnais

rada que 5 4.

Linhagem R2507

Neet &

wachos e
diferenteos.

fovam

alfa 36

Como

PUEOXLMAS »
Banda. A

am Foalih dos

coloragieo.

42

frequentemsnte

(=35

linhagem fovam awnalisados 99 individuns. 57

~

TEMEAS encontvado um total  de padries

envolvendo 17 bandaes. fe bandas mals frequentes  em

L8

handas sldfa-beta O » (€. 35 31fa {9 2 (45 8 heta

@an

o ev 5.

({iguras

=
d

Em REdNg,. as bandas alfa e 14 pocorveram sempre

A lmpressio de  sey oama unica

dando

terasecs &l fa-beta vistas nas handas O e 19 ocorveram

individuns, sempre juntss e com igual intensidode de

AVA
AVAVAY
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Figura 4, Padrdes
machos,

de

esterases na linhagem B20®D2. Colunas

colunas B-14= fémeas.
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Figura 5.

Padrdes
machos,

de

esterases na linhagem B25D7. Colunas

colunas 0-13= fémeas.
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Trés esterases fovam detectsdas ewxclusiveaments nosz
machoss  em  B2EN/Y  as bandas alfx 1%: P2 & 4. 2 primeirs  com
frequéncia em torno de @Y e as duas outras. em torno de $5%. @
banda 24 foi detcctada nas outras linhaaens (com excecSo de Buz e
WEIRAYy  ocovvendo  tanto em  wachos como sm fémesns e ewm  altas

frequéncin. an contrario de EEEN7.

Linhagem B3ili

Foram analisados 93 individuos da linhagem 02404, cendo
44 machos 2 47 Témeas. Nesta linhagem foram observadas 9 bandas
constituindo 2y padriics diferentes. Todos 0% padries
apresentarvam a3 bandas alfa-bets 7 2 2 2 a5 bandss 3183 12 & 13,
Em todos o padrBce a bands 7 apresentou uma coloracio mais fracs
que 3 banda 8. & as bandas {2 & {0 apresentaram igual intensidade
de coloragio. Qutrae handas frequentes nos padrbes de EBoi(4
fovam s bandas alfa 23 & beta 34 =2, com uma migracfo mais Tenda,

# banda alfa 36 (figuras 2 e 4).

Nesta linhagem foram encontradas cinco caterases

ocorrendo  apends nos machos e com frequincia supervior 3 i0X. @

auals  podem s visualizadss ng amostra ndmero 2 constituinde  =ae

bandas 3¢ & 37 o as band 2ite 35 e 33. mais fracamiente corados.

A banda 22 € & mwis clara dae trée.

Linhagem a%5F14

Em A%5Fidi., foram estudados 82 individuos (44 muchos

- ot

emeas ) e detectados 36 padvdes difeventes. envolvendo 14
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Figura 6.

Padrdes
machos,

de

esterases na linhagem B31D1.

colunas 8-i4= fémeas.
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Bandas de atividade esstevasics.
A linhagem ASYF11 aprezentou, com maior frequénciz.
bandas alfa-heta 4. S5, Fa 3. iy oA alda i2. 13 2 35
i, Os machos de ASSFii wpresentaram ainda &e bandas 3
com {requéncia elevada {(figuras 3 = 7
Ui cumportanent o interessante. no radrio dests
linhagem: foi 2ncontvado quanto 33 bandas 4. 5. 7 ¢ 8. As bandss
2 ocovrevam em 894 dos individuos. sempre juntas {amostras 4
sendo a2 banda 4 mais clava que a3 54 as bandas 7 s
8 ocorveram em S6:4%s também sempre juntas (amostras 3 4. 9,
12 & 13} tendo a banda 7 colovagio mais fraca que 23 8 M

individuos que apresentaram ae quatro bandas. estas ageralmente

EVHM M POUCO meEnos Covadas.

Linhagem BSYQi

Na linhagem RE9Q1 foram estudados 70 individuos (37
machos & 32 [émeas? = observadas 19 bandzs  com atividade
ceterasics, constituindo 37 padrBes. Nesta linhaaem,
principais  bandas encontvadas foram a5 alia-beta S5y 7. 23 2

alfa 12, 40 € 36 € & beta 31. Nos machoss ocorreram ainds
estevases  que corvespondem s bandss alfa 3¢ @ 37 e 3 banda
30 que pode ser vista nas amostras £ 2 e 7 (Figuras 8

Az bandas L2 @ 13 da mesws mansiva que fas linhagens

e

ASEFAL e DO4Dd . encontraram se sempre associadzs. Ji ae  bandae

sl fa-beta 9 e 7 apvesentavam pouwcs difevencs ny  wvelocidade de

MigracRos causando dificuldade na sua definicHo.
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Figura 7.

Padrdes
machos,

de esterases na linhagem ASS5F11.
colunas 8 13= fémeas.
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Figura 9.

Padrdes

de esterases na linhagem B5%9Q1. Colunas

i2= machoss colunas 8-11 e i2-14= fémeas.
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Linhagem ES50QZ
Neeta
Py fazerdo um tobal
resulitantes
D

bandas  alfa-beba

Tamlém Foram
corvespondentes s

fas
diliculdade of i
individuos
bhandas

\
Ha

Guranto
encontradas nas
pProximas e
individuos
ile &

quieE a

na amostva 9. fo:u

Linhagem AYS5F3

Em ATS5FQ
T
diferentes e um

merioy detectado nas

ATSEFE S foram ae

A banda  alfa-bets

fol obsevads em

linkagem

iz

7
detectadas
handas
bandas al fa-bheta
definigio
apresent aram
ia

linhagens

foram ecetudados
wachos ¢ A
total de
Finhagens analisadas.

alfa-~hetx

e

wd

pOucCos

6

3 e 24,

AT

13s

1=

FEmemas .

g e

foram analisados 4% machos ©

individuos.

da combinagio de 14 bandas.

B
soment e
B3¢ o= 37 (fig
o S
quE m
# handa 7 ¢

BUBE Carac

Bodld .

L7 0% mostravam somente 3 bhanda $93.

13 bandas, n

nde we wl

pode ser

individuos

lunesp

L

ARGGFLL e BEYQ4,

87

Tovam

obliservada

4% fEmews

Fovram obsevvados 33 padrfes

Fm BE2QL predomingyam

e

fa ilas 13 =2 34 e 2 beta 34.

nos machos. esterases

it

MRS o

tambeém apvesentaram a

REEM ST

BEPGL. Entretantos  alguns

om padri&o  de  banda owlfa.

teristicas foram s mesmas

cstando  bem

tendo igual intensidade de coloracfo. Contudos alaguns

apresentaram a banda {2 com uma coloragho maie intenea

A banda 39, vista

encontrada somente nesta fémen.

individuos. dos quais 48

i

2z on e ;i padydes

umero este que constitui o

A principais bandas de

34 beta 27,

fa dd:. 24 ¢ 36 e =u

fnas amostvas 7 32

e i1).

{(Tiguras O
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Figura 190.

Padrdes
machos,

de esterases na linhagem BS@Q3. Colunas

colunas 8- 14=

Témeas.
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Figura 11.

Padroes
machos,

de esterases na linhagem A?5M3. Colunas
colunas 8-1i4= fémeas.
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Alguns  mechos desta Tinhagem apresentarsm sinds vas
alTa-gsterase, ndo detectada nas fémeas,. numerads como banda o8 .
stz banda ndo estd presente em nenhum macho da filgura 4. mas

rode s6r wieta na figura 183, que sera anslisadsa posteriormente.

Linhagem Buz

Nesta linhagem, 02 individucs foram analiszdos. sendo

A2 wachos ¢ 4@ fémeas. Fovam verificados 23 podrBSes @ 14 bandas.

bandas mais frequentes Toram as xlfa~beta 0. O e D4, xe -alfx

e a2 @ 36 = oa beta 29 (figuras O e 42). Entre 3¢ bandas 9 @

provreram varias outras,; pouco frequentes, que  podem  sev

istas nas  amnstras 3 e 5 da figura i2. Cstas bandas  foram oas

principais  responsaveis pela variabilidade de radroes nesta
linliagew.

i dnica banda ohservada apenzs nose machos foi @  bandsa

4Gy gque  apresenton ums frequéncis baixs de (4.7%: nio estande

presente  em  nenhuma amostra da figurs 10, Em BEONZ eeta  mesma
banda fol detectada em wachos e f8mess.

s bandas &l1fa beta 2 e 2, semelhantemente s bandac
alia-beta 4 ¢ 9 de B20D2 2 8 & (@ de 0PRS07. estiveram presentes
gempre conguntamente e com igual intensidade de colovagfo.

@ banda 7, apaveceu em alguns individuos. acowpsnbhads
pov  outra mais claras a banda 1i; adauirindo um aspecto duplo,

Ja obsevvado sm oubras Tinhagens.
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Figura 12.

Padroes
machos,

de

6

esterases na linhagem
colunas 8 i4= fémeas.
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4. Variabilidade Intevlinhagem dos Fadr8es de Esterases

A Tiguva 13 apresentas para fins de compavacios um gel
centendo  amostras  de machos ¢ fEmeas de todas as  linhagens,
exceto A3 L. Mests figuras. pavte das descricdes apresentadas
separadamente pode ser wvista em conjunto. Pode-se notar que toduas
as linhagens apresentavam bandas alfa-beta na vegifo mais anddics

=1, Fetas s80 as bhandas & e 3 em Buzs 4 em DEOUE (tzmbém  em

ASE I, embora nEo mostrado na figurals 5§ sm BRODD.

BU9Qi e DEOGT (também em ASSFii & A9SF3). 7 em L3404,

@ BEeG3 (também em ASSL4), 8 em 82507, 0B3iDE e ATSED
(também em ASSFi4) e 49 em BESNY: as quais formaram  duplas  na
maiovia dos casos: exceto nas linhagens BS?GL. B9G22 & AYSIMI. Ew
seguidas  observou-se. em todas as linhagens. uma ou duass bandae
alfa  que awm BRGNL & R2ABD7 corvespondsm 45 bhandaz (5 e ids  ew
AZEFZ & banda {4s em Buz & handa 9 & em RIANE. ASEMi4, RE9GL e

bhandas {2 = {3.

Todas ase linhagens também apresentaram:. na porcio

central  do gels bandas al fa-beta que frequentemente apresent seam
umz coloracio  intensa. como pode ser visto. neste ael: nas
linhagens APSC3 (handa 24, B340 (banda 23« Buz (banda 25 2 no
macho da linhagem BS9GE (bhands 24).

Apds a5 bandas alfa-bets, em divechio so citodo O VL
em todas &as  linhagens. uma  bands bets que em Due e A95FD
covresponds 3 banda 29 e nas dewmsis linhagens 3 banda D4,

Ceterases detectadas exclugivamente nos machos  foram
ohservadas em todas as linhagens & sstio representadsss. na figura

13 pelas bandas 42 em BEYNE e REENY . 20 em ROONE, 30, 30 & 3% em

AVA
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Figura 13.

Padr8es das linhagens para comparacio. Sequéncias das

linlhagens nas colunas: i e 2= DBPoD2;
6= AP3I1'33 7 e 8= B31iD1; ?2 e 106= Buz;
13 e 14= DB59Q1i. A coluna da esquerda refere se sempre

aos machos e a da direita.

as feémeas.

AVA

AVAYAY
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3 e 4= DCSD73 S5 e
11 e 12= B5S0Q3 e
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BN 37 emm BHOGD & BEPGL & 20 om APSNS.

A fiagura 44 apresenta & distribuicio das
compartilhadas pelas  linhzgens anslissdsas. as bandasz
Toram compavtilhadas por  todas as  linhagens. Sequiv
brandas 17 & 31 que a9 nfo foram observadas  em AP5ET3
banda 24 nfo detectada apenas em BIL0L & Puz e a bhands
em Buzx = B2EDY.

fAe  bandas 17 € 20 estiveram presentes nas  linhasens
AR, EABNY e RBux. Ussas bandas ns concentvagio de  substrato
usada normalmente para coloracfo (20 me de beta-naftil e 49 ng de
al fa-naftil) ndo wostrvavam difevengas de colovracios apresentando.
rortanto & mesma numeracio. Entretanto: no experimento  em  que

somante o bets nafbil fol uwsado s solucHo covants,: as bandas 49

€ @ de Iuz hidreoliearam esse substvatos diferindo destase bandas

am BRI e DRGNY que ndo  spresentavam 3 mEsmy capacidade .

evidenciando tratar-se de enzimas diferentes.

As bandss f ¥ L i L8 202, 2% B3 B FORm
compartilhadas por apenas duas linhagens. Entre elass a 02 ¢ = 22
foraa compartilhadas pelas linhagens B3iDE & B59Gi. = a3  bandas
il e 3¢, por APLFZ e Buz.

Ae bandwes Y 42 2@ e 37 fovam xe unicas compaviilhadas
exclusivamente pelas linhagens B3iD1. ASHILL. BS92QL & BSQQD.

Auanto  &s  demais bandss. pode-se considersr QUE O
padrdo de compavtilhamsnto foi hastante varidwel.

A figura 1% apresenta &8s handas detectadas o
euclusividade w0 ums s 2% Linhagens.  com  oms respechives

frequéncias.  Nenhuma handa exclusiva foi detectads nas linhagens

ASETIL . ROGG: & RBEVGL.

1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16 17
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14.

Distribuigdo das bandas compartillhadass nas linhagens
analisadas. Asteriscos indicam bandas com mesma

migrag3os
coloragao

4 5 6

mas com respaosta diferencial as solugdes de
(ver texto).
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Figura
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linhagem e suas frequéncias.
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@ Linhagem BRONE spresentou duss bandas ewxolusivaes.
€ acly ambae com frequéncia haixas cstando presentes em apEnas

povesnto  dos individuos analisados. D wesoo HOOVTEL o0

Goe 32 de BOLDY . mae esta limhsgaen  apresentou também

bandas 4
banda - 2welusive 12 presente em D4.0%  dos  individuos. RI{D¢
apresentow umx dnicw banda exclusiva, = 25, QUE DCOTTen em J&.4%

£ ow s

dos machos parecendo assim especifice deste sexo. Do GGG

banda &7 ocorrew em 13,8% dos individuos: & handa 24 em 5S8.4%,

2 bands  @3;  em 54xi4 dos wachos. & linkagem buz  foi A

apvesentouw numero maior de handae especificas, seis. Entre
vandas 2a 3. T o2 28 apresentavam altas frequéncisss enquanto

a kanda 14 foi observvads somente em um individuo.

Fava determinar 2 proximidade des linhagens com  base
nos padrics de esterases Toi calcuwlado o rndice de Cimilaridade
(IS8)y em trés situacdes. Na primeirva (tabelzs 2) o IS foi
calculado considerando & totalidade das handas. Na szecounds
Chabela 41y fovam eliminadas a5 bandas  que apresenk avaim
frequéncia  ainferior & 4%% & na terceira (tubela 2. foram
considevadas  somente as bandas que apresentsyam frequdncia igual
ow superior a 206X,

Naz  trés formas de cdlculo do 18 Buz foi & linkaoem
que apresentou o menorv indice medio (respectivamentes Gaids @443
€ 9,08) seguids de AFEFD (8.20: 0.18 e €.1%). & linhagem BROLS
apresentou o indice médio seguintes em escala crvescente  (G.33,
P26 € D,22): intermedidrio entre DRSN7 (0,31, Q.24 ¢ ©.1%) e
BIIDL (@37 @Ga3i e 4290 was wais proxims da primeiva do  que
desta  wltima. fe linhagens ALEFLL (0,42, ©.44 & B,29), EL9Q4

)

(@340 @337 @ Ga303) 2 BIOGS (Gs43y G380 2 @437) apresentarim. nas

AVA
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Tabela 3.

Iindice

de

similaridade das linhagens analisadas,

considerando todas as bandas.

;48 0,30 0,35

6
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Tabela 4.

indice de similaridade das linhagens analisadas,

considerando as bandas que apresentaram frequéncia
1gual ou superior a 10%.

047 0,13

9,16
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Tabela 5.

indice de similaridade das linhagens analisadas,
considerando as bandas que apresentaram frequéncia
igual ou superior a 30%.

AVA
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tabelas, valores mais praximos entve si do que de aquea l gquey
fae  demzis  linhzgens: especialmente nae tabelas 4 ¢ 5 Fode-ae
observar  que 3 tabela 9 2 3 que apvessnts 5z diferencas  de
indices médions mencionzdas de forma mais nitids.

Aplicada & Andlise de Dependéncia (ANADER) considerandso
as 4@ handae mais frequentes verificou-ge auEe ®E  CONPRIaCbes
linhagens X  bandsas estevdsicss apresentou » mesms  velacis  de
proximidade ou separacio das linhagens, tanto no gvafico FTH b A
Flds lcomo BT4 X ET3 BET2 X B “0r esta vazio. apresentamos
apenas & Tigura corvespondente & comparacio doe fatores FTL ¥ FTP
Cfigura f42.

Fidi. “FTR2 » FT3, explicam 746.8% da
depend@noiz  das  linhagens ew relagio a0 perfil  mavginal. Oz
fatoree FTi e FTR: z&%0 fatores de contraposi¢®o de linhagens. FTi
explica 34694 & permite a2 visualizacio ds separacio de  B2oDo.
Loony AYSFS das demais linhagens e FTE: que explica 24.7%,
pevmite  wvey 2 sepavacio de AYSID & Buz de BROID e BE2SDY. O fator

FT2, aue explica 18,6X da dependéncia total. mostra

dissimilavidade enbtve o3 grupos de linhagens vistss abrawvd:

das bandas vietws através das linhagens).,

Comparanda o5 vesultados: obtidos pela Andlize de
Dependéncix  com  os Fndices Hédios de Similaridade:. a difevengs
obtida & que a primsiva sgrupa 82404 Junto com ASSEid, BS59QL  w
BIOQS & w  segunda permite  separar aquela  linhagem destas.
Considevando. pordms  os valoves de (5 individuais & ndEo  sus
méding, pode-ee observar que o8 maiores valores estfo de fato nas
comparacdes aatve B3N, ASSFL4. B9PGL 2 BESOG3. o0 que veforcs o

dados da AaNAUEF.
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FT2 21.7 %

FT1 36.54

16. ANADEPRP - Linhagens e bandas esterasicas em FTLxFT2
As linhagens estao renreseqtadas por (o) e as bandas
por (x). (ver apendice)




4. Padroes Ecterasicos de Hibridos

Forsam utilizadas A interoruzamento,  visando
sndlise das bandas esterdsicss  dos hibvidoss Linkagens  que
mostraram  padvdo semelhante (D56QD e 052043 e linhasgens Aue
mostiraran padyride: hazstante difeventes das primeivas 2 entre =51
(R7SF 3, BEeNZ e LIi04). FPara esta escolha: levou-ge em  conta
tambems 2 capacidade d= producio de dizzcendentes, razio pels
nkc  foi wtilizada a linhagem de D. buzzatii. Como mencionado  Gm
materiais ¢ métodos, Teram cruzados 49 a 4% casais para obtencio
e cada tipo de hibrido.

(s padries esterdsicos dos hibridos envolvendo ag cinco
Tinhzgsns  paventais estdo esquematizados na figura 17
apresentades  em  Totos de 9dis nas Tiguras 18 & 24. O mnumere de
individuos analisados em cada divecio de cvuzamento e o ndmsro e

frequéncis de padrfes encontrados constam da tabeiz 4.

Fode se obssrvar nas figuves wmencionadss qus s de modo

geral: o padréo dos hibridoe & constituido por um somatdric dae

bandaz paventais. Entretantos em alguns hibridos foram phasrvadas
diferengas quant o w atividade enzimatics f{intensidade de
colovagiolr e difevengas devidas 3 auséneis de bandas Pressntes

nas lirnhagens parentais: que serio analissdas a SEQUAT .

Hibridos entre BS52G3 ¢ ES59Qi

Nos hibrideoe dos cruzamentos entre ae lirnhagene REOQD e
(figurss 7 a3 19} 3 banda i7s pressnte em  ambas  ae

linhagens parentais. nio foi detectads em nenhum dos 56 hibridos
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Tabela 4. Variabilidade de padrdes observades nos hibridos

PADRGES

CRUZAHCNTO  TOTAL DE  TOTAL FREQUENCIA TOTAL DE  TOTAL FREQUENCIA
FEMEAS L5 e St MACHOS DE
ANALISADAS PADRGLS MIN - MAX ANALISADOS PADRGES MIN -

= 16 ¢
135 ?
18 13
i1 7
28 i0
34 3
ed ie
143 63

FB50Q3MBS704 16
FB5701MB59Q3 9
FB3?Q1MATS {5
FAPSMBS?Q1 ie
FA9SMD20D2 4
FB2@D2MA?S 30
F20D2MD31D1 e

TOTAL 118

Mnwun dn 30
Lol ol o R S o |

w2
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Figura 18. Padroes
(colunas
macho e 4 -

machos hibridos e 10 a 14 - fémeas hibridas.

de
i

6

esterases de parentais e hibridos. BS9Q1
macho e 2 - fémea); DB50Q3 (colunas 3 -
fémea); fémeas BS5@QG3 X machos BS9Qi (5 a 9
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Figura 19. Padroes de
(colunas 1
e 4- fémea)s
machos hibridos e 19 a i4- fémeas hibridas).

esterases de parentais e hibridos. B5@Q3

macho e 2:

fémea): B5S?Q1 (colunas 3- macho

fémeas B3?Q1 X machos BS0QG3 (5 a 9
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7%
ansligados. nae duas dirve¢fes de cruzamento. Também as bandas 19
2 (presentes em BEPELY e 04 (presents em BECGC3r  ndEo Fovam
oheervadas nos hibrideos. Contudo deove se ressaltar que as quatro
bandas mencionadss  apavreceysEme s Tinhagens  paventais. com
frequéncias entre 2 = 1i0%.
ée bhandas 283 & 24, presentes em fémers € machos das
Tinhagens parentais; mostravam constantemente wwa maior abtividade
nee machos hibkridos do que nas {émeas hibridas. RNase linhagens
parentsis  ess3 maior atividade foli tambem obsevvads nos machos.
poréms em pouces individuos. Também as handxe 20 € 27. presentes

apEnas  am wachos parentais @ mechos hibridos: mostvavam  moior

atividade noe dltimas.

Hibridos entre BS9Q1 e A9SF3

Mose hibridos entre =g linhagens BES5901 e APSF2 (Figuras

iei ndn foram obsevvadas as bandas 238 & 4 Camisas

ohservadas em AZ9F3) e 17 e 22 (observadas em ES59Gi), as quais
Eambem U0V VET AN nas linhagsns  pavantais  com frequénciss

inferioves & 1i9%. Também n&o Toram observadas: nee hibhridos. =e

bhandss  SF & 34: presentes em aPS02 cowm fvrequéncis msis elevads

quE ®E bandas mencionadas anteviormente, respectivamente 10,8

Ha porem = possibilidade de ndo tevem sido detectasdas

nos hibridos devide & sua haixa atividade Jj& na  linhwgem
pavental.

@ bhands 37, cbservada apenws nos machos da  linhagen

B37GL, wmanifestou-se 4 mesma maneivs nos  hibridos das  duas

directies de cruzamento. reforgande = idéia de uma especificidade
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Figura 20. Padrfes de esterases de parentais e hibridos.
(Coluna 1=

macho) s
(colunas 2 a 8-

B59Q1 (coluna 14-

APSF3
fémeas D59Q4 X machos A95F3

machos e colunas ? a 13- fémeas);
machos).
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MFigura 21.

Padrdes
(Coluna
AP5F3 X
? a 14-

de
1—.

esterases de parentais e hibridos. BS92Q1
macho)s; A?5M3 ( coluna 2 macho); fémeas

machos BS59Q1 (colunas 3 a 8- machos e colunas
fémeas).

6
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pava 085 mschos.,

A handa 20, observada em AYSFE n&o Toi visualizada noe
hibvridoss havendo povéem 5 possibilidade oo ndo  ter B idn
tdentificads por estar muito proxima da bandsx 20.

oo osevvado  no ovuzamento  anteviore os machos
hibridos destes cruzamentos apresentaram wm reforgeo na coloracHo

das bandas 23 2 24,

Hibridos entre A?5F3 e BEQI2

Noe hibridos de AP5F3 com REslz (figuras 17, 22 &
ndo fovam detectadas oito bandas presentes somente =m B2GDD
quatto  handse presentes apenas em APSFDE. Alaumas dessas  bandas
apareceram  com  frequénciazs infevioves s 0% ou proximas  desse
nae  linhkaoens parentais. B o caso das bandas 1 e
CAPSIT3Y @ das  bandas  i7. 39 41 & 42 (BRehRr. As  handas
(RRol2) & 27 e 34 (AY5F3) s&o bandas que apresentaram freaudnei:

mais Elevadas: principalmente a4 24 34 (respectivamentes 529

S0.8%):, mas  aue tEm bzixa atividade nas  linhagens parentais

podendn ter  passado  desapevosbidas nos hibvidos. Vale @ pens

destacar, POorEm. © que ocorre com &s handas 1% & 7€, encontradas

exclustvaments am machos da linhagem BRONI . com uma fvequencis de
0% ¢ aue nic foram detectadas nos hibridos analisados.

Yz - seag ltar tambem, O comportamento das bandas 293

=9 presentes em AYSIFZ. A banda 28:. exclusiva dos machos APSF3,

onde ssteve presents comn frequéncin de S8%. fol obsevvada apenss

em machos hibridos da dirvecfo fémea A95F2 com macho LEADR. maz

n&e o3 cruzamentos reciprocos. & banda 27, altamente frequente
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Figura 22. Padrdes
(Colunas
machos);

machos e colunas 19 a 14- fémeas).

de
i

esterases de parentais e hibridos.
e 2- machos)s A95I3 (colunas 3

Bz2eD2
e 4.

fémeas A95M3 X machos B20D2 (colunas 5 a ©

6
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Figura 23. Padrdes
(Coluna
macho

s
e

6

de

4 G
(colunas 5 a @

esterases de parentais e hibridos.
i- machos e 2 fémea)s; APSF3

B2eDe

(colunas 3-
fémea); femeas B2@D2 X machos A?5F3

machos e colunas 10 a 13- fémeas).
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T
em ambos os  sexose da linhwgem AYSFD (28%) . tambéem Toi detectads
B0 RE o araEamenta entre 2wEa A%STD e macho  BIEADE. nos
descendentes de ambos =0 sexos.

dginda nos  mesmos hibrides: auanto e diferengas  de
atividade, observamos que 2 bands 24, presents nas duss linhasgsns
parentais ¢ noe hibvidoe ohtidoe nas duss dive¢tes, mostvouw se
mais  covada nos machos hibvidos. & bands 15, presente spens: 0
linkhaaem EBROD2 & nos hibridos das duas divegles de  cruzamento.
tambénm wostvou maior atividade em algun:s machoszs hibridos da

"=y

divecio feémes AYEFY com macho BEALE,

Hibridos entre B2OIR2 e R2iDi

Oz  hibridos entre e linhagens EBRCDE ¢ L2404 que =Eo
obtidos  em uwa 50 divecio de cruzamento (Flmea BEODD com  wmmehos
B3ild)  (figura 417 e 24) n&o apresentaram cete das  bandas
presentes nss  linhagens paventais. Entve e2lass: 38 bandas

(R3401) ., 41 e 42 (L2elz2) 417 ¢ 39 (ambzae as linhagens) podem nio

ter sido soncontvadas nos hibvidos por estarem presentes.  nas

lirhagene parentaie, com frequéncias proximss ou  inferioves

A hands 22 encontrada apenas nos machos ds  linhagem
B3EDL:  com frequéncis proxima de 35% 2 2 banda 26 que ocorve  na
linhagem B2002 com {requéncia proxima de 55%, podem nfo ter sido
detectadazs nos hibridos devido 3 sus baixa atividade na linhagem
parental.  As bhundae 30 ¢ 2V {bandas wxi1fa:. encontradas nos machos

fda Livhagem SB3404Y 335 o 35 (handas bets.: enconbradas nos  machos

da mesma linhagem), tambeéem cstiveram presentes exclusivamente noe
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Figura 24. Padroes
(Colunas
machos) ;

machos e colunas 1@ a 14- fémeas).

6

de esterases de parentais e hibridos.
i e - machos); DB3iDi (colunas 3
fémeas B2@¢D2 X machos B31iD1 (colunas 5 a
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wachos hibrvidos.

Nose hibridos de D298 com B2404

atividade da banda

fiagura &4, N& mesma  figurs pode-se

apresantam  uma maiov

2 5 4 5 6

L5 evidenciada principslmente nas

ohaervou- €6 uma  maior
femeas  da
ohaeervar que o8 machos

atividade quanto as bandas 23 2 24,
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IV, DISCUSSAD

Lim polimor fisme enzimatico extenso, resultante de
de mobilidade sletvoforétice esterdgsicss foi descrito
gepecies de Irosophila (poy exemplo HUBEY & LEWORTIN.

. psewdoobscura: JOHNEON et al., 492046, pars
espécics de warioe aruposd NERKER e HULLEY . 276  PETE
buzzatii: CARRASCD et al.s (734, pava D. dunnii & CERDR.
para Do mulleri: D, arizonensie o seus hibrvidosi.

0 presente abalbho fol realizado com oito  linhawens
teoidmeas. sendn  sete  da supevespécie D. serideo wuma  de D,
buzzatii. Nas sete primsivas. cinco sH50 stualmente classificndas
coma 0. serido ¢ dusse como D. koepferae. O intervesse em  setudar
getas linhagens est’ em que secu "status” evolutivo sinda nio ecstad
bem  definddo  com base vos aaveadoves analisasdos  anteriovroents.
FERTE CE QUAELs elas mostram um padrio complexo de diferenciagio.

ol anaiissdo o padvio de sestevases @ algumss  dessas

tiphagens Toram intercruzadas para relhor estabelecer as relagcies

de homologiz entrve as bandas e weviiicar se ocorvem fEnOmenos de

reauiacio gfnica, manifestades noe hibvridos.
Mag linhzgenz fovam encontradas 43 bandss estevasicms,

foi AFESF3: com 13, & ®

sendo ue ® de menor numero de banduas
maior pdmero B3ibis: com t8.

Comparado =zaoce dados de outros autores: o ndmero

bhandas  obsevvado neste ftrabalho, sibtus s sntve 08 maiores  j=

encontrados. For exemplo. foram descritas 19 handas em I,
b |

melanogaster (WRESHT: £252) 2 posterviovments 202 bandas (HEALY et

alas s o B i oem D. wvivilis e em  espécies relacionadas { M-
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RECYNOLDG, 4267 s seis em Doaldrichi = 0. wulleri (JOHNSOH et al..
id am 0. lacicola: & em D. flavomontana. 7 =wm D. borealis
Do montana (BAKER, i93¢) = de 4% a 2¢ em D. buzzatii
Mo presente trabalhos D. buzzatii @mostrou  io
bandas.
A combinacio due 43 bandas:. encontradas neste trabz

oviginou um ndmsero de padrdes varidvel sntre £7 (ATSID e BRS)
FLe tRAETQL) ¢

Os  machosg de todas as linhagens. exceto D. buzzatii.
apresentaram s var ol 2 WMAAIGY Ui @s fémesss especiaiments

-

nas Vinhwaens DU404 . nEEnd AYOF3.  Grande parte deeay

auvmentada nos machos & devida 5 presencs de bandas

macho-cspecificas.
1 frequéncia com que oe padrfes ocorreram

Tivihagensa ‘i bastante wvaviavel. As linhagens
fovram  ®s que apresentaram e maiores {requEnciss para um de seus
padrdes (88¥ = 7i¥%: respectivamentels ambos observados  nas
fémeas. Fese mesmo padrios freqguente nae fémeas BREDY . mncrescido
dz wma, bands especi{icss teve tambdm vms (requéneis elevads entre
o6 machos (44%),

Neve-sr ressaltar aue as {émens LPENY o R0 foram ae

L Apvasant s am W0y PE T 0 iz iy Hes

respectivamente), seguidas de AYEFE (8). Lsses numevos de padrics

corvespondem B um o quarvto (B28DY e RIINGr o2 wmekade (A?SM0r  do
numero de padries de scus vespectivos machos. Nazs Fémens A9SF

padrie mais frequents entre os oito encontvados foi obsevads e

S8% dos individuos.
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irequéncia dos padrdes nos demais casos, povéms (ol
relativamente baixa € cempre inferior = 2¢Y%. HMuitoe dos  padrées
foram detectados em um 39 individuo., f8men ou macho.

A o wvaritabilidade obeservada: quanto so ndmero de padries
suas frequincias: concovda com oz dados dos astoves segundo oz
quais =ae estevasece s&o muito variaveie (por exemplos  COERS.
ER7LEY o WIJIMA PRLESPIE = TORARL CGam COWBES. 49761, propuservam
que o @ito arvaw de varisbilidade encontrado nuae esterases &0 uma
adaptacin w0 grande ndmsvo de substratos diferentes. sobre 035
AURIE RE EnEimMas operam na naturess. JOHNSON (1974} sugeriu que o
coupartamento diferencial na vegulacio metabdlica pode  ser o
mecanismo  seletivo parva manter o polimorfismo em locil como o da
rsterase-S 2n 0. pseudoobscura.

impovtante rvessaltar aue  as linhagens ilsofEmens
utilizadas: neste tvabalbho. vim sendo mantidas em labovatdrio ki
um tempo  veliativamente longoe (42 =% 4% mnosl): em temperaiura
constants & mesmo meio de oulturs Banans-cactol:s mas que apesny
dicgso elas manté&m wma variabilidade: aue pode ser conziderasda
i lavada, 2 padrdes il variabilidade. qualitativa
quantitativamente difeventes entre si.

A wavackerizacio das bandass oo pressnte tvabalbos

levou em conta a cvitica & pressuposicio de aue proteinas e

migyam na mesmy posicio sio geneticamente as mesmas (Por exewmnp Lo

RICH&AROSONM  E CHOWSL : i276). Por issos parae  detectar possiveis
sitgas antre as bandas g Apvesentardn wma mesus aobilidade
letroforctica: foram usadas solugtes de colovacio diferentes.
3535 L i wvevificadas 3 especificidade das bandas so 2lfa @ ao

#onaftdl acetuto. rsolados. ¢ ws misturas de =ambos em
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concentyragdes
mebilidade
substvratos., fLsans
determinadas por
Seaundo
el betaensftil
oL Beda-nafeil
seubetratos.
vpandse  seuslihantes
VERTIRCEC no gel &
i
naftil =wecetato.
el ey ases s
capacidade de

abividade 2l

SLLA

2 S R Ba b D 185

{ ™
10

b R st Ry s

gL

capatidade

Ginda segundo

naftil  acetato s350

taxune de
550 suficientement e
et erases) o o

I I DR
coloracio de
sizabato i
eapeci fiocldade

wo

Fonas  eletrvoforéetic

2 5 4 5 6

diferentes.

cletvoforctica

QETIES

JOHNSON et al. (19660,
acetato €
Boetabo
em aéis de wina moesmR BSPCCiE:
auanto &
prasente
SR
hidvrolisam o

hidr

i -fz:\

bhidvolissm o

de hidrol

hidvalid

vermelho

geterasecs

me Thor

o R

Esto permitie detsctar bandse de wesun

mas com afinidades diferentes aos

bandas devem  corvrvesponder wsterases

distintos.
a gspecciticidade

fracamente definida. de modo que al fxw

=1

380 usadoss saparadaments . Deltn Tt I

sio obtidos padrics de

2 nerhuma sspecificidade & detectada. A daica

CDEQTE«{,‘.%(:‘; verme lha ou azul escuro.

trabslho: entretantos vwsandn alfa ou beta

arsdamente: Toi possivel notar que nem  todas

alta-naftil acebato apresentam

plisar o heta-naftil =ncetato ouws se o fazemn.

regaments diminuids. come o das bandas

A4S0

19:. 29. 28, 20 2. Por outro lado. todas

heta-pafoil acebatos apresentam

isar. tambhém: 0 zxlfz-nafti?! acetato.

JOFINGON 2t al al fa e beta

vaados Juntos. em s omesma o solog i LRV ANTE .

s dos dois ésteres. poOv

alogumas EETEVRESS .

diferentes.: predominandn o zaul escuro (aldfa

fthetar-esterases).

et al. L9834y tambem  obssvyavam  que

com ®& mistuwra de =wlfg & bheta-nafiil

resolugio veEve ava o L Fevengas A E:)

substrato. Esses autores ecstabeleceram seils

e atividade enzimdticz em Drosophila
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dunniz  sendo as =onss G Do e om) fEecsterases gue 89 covavam de
forte, =we =zonme F e F, beta-esterases ¢ covavam-se de
vermelho  Forte & a2 2ona Bogus S0 Coravia em vross ou 8EUl Suaves .

dificil de definir em tevmos de cspecificidade ao substvato.
M prasente brabalho: 2 propoveds  dos  suhstratos

(= ]

utilizados na reacdo de coloragio (4% mno de beta-nafiil e 2¢ mo

-y

i alia-naftil!r pevmitic ddentidicars entvre azs 40 andas

detectadas, trfe padrdes diferentes de colovacio: bandas eecuras

(prevas) . brandse v e Thoas 2 bandas  com LT, colovagio
intermediaria eritve o vermelho & o preto. corvespondendo.
vespectivamentes  As al fa-esterases, beta-esterases ¢ 2l1fa bota-
seterases,

Entre as 43 bandas; 25 s8o al : 8 &0 hets
aatevrases 2 19 alfa-beba-

Todas =ae  linhagens apresentavam bandas &l Fa~beta
duas  vregides  do gel: (i) na vegifo anddica,. corvespondendo
arndas Vo D oem REANE: € o 49 em RESLY. 4, 5, F e 8 em RIiDE

Foem BIPGL e BHOGI3s B e O osm APSI3: 2 oe 3 osm Bum:
FOrcEo central, ¢ as bhandas 24 em  UPOLE
BESR7 . 23 em BILDL: 23 e 34 em AESILL. REPGL: DESRLD
em Bus.,

Quante s bandas com especificidade pera o bheta-nafti
aoetatoy bodss as linhagens apresentavam ums delas ocom frequinois
MEi0T s nNA porcio central do gel:. em secouida &e bandas  xlfa-beta
cEatraia. Zasa bandz 2 a2 29 em AYSTI e Bux @ a3 34, nws  demais
Tinhwaoens., Acimpa destas. em divegio ao catodo,. cetio preosentes
banda 30 s CBILDE 2 BEYGLi, e a3 banda 3% em BIiEDi.  As  demaisz

450 foram  pouco frequentes
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distrvribuddaz  prdximo 4 banda 33 (bands 3320 ou nas  extremidades
dos géis (handae 1. 431 ¢ A2).

Dentye =ae  bandase  wlfa; deve-se ressaliar. devido
elevads  frequiéncia. 3s bandas 2 em Buze 14 em A?573: i2 e 12 ewm
Laild, Aabdlid, BIYQL e BIOQD e 40 e 16 em BEONZ e RRENY . situadas
teogo  acima das bandas alfa-bets anddicass 2 haonda 36 proxima zo
cdtodos, presente em todos os individues de todas as linhzaons &,
bambew: com  frequdncia: elevadas, as bandas 9 2 3¢ 2m BRODD
B2Ul7 . ae  bhandas 39 e I7 em BIiU4, ANSFid, BYYQ1 & DEOQR
banda 25 ewm APENE, sendo estas cinco detectadas apenas e eachos.
e demais  bandeas  alfay, presentese com  frequbncins  waridavedis
esbiveram distvibuildas pov toda u sxbensio do gel (Gandas 4. L4,

oy 7. D4, DR, DY, 49 e 420,

Pem fodas as bandass detectadas noe pressente tvabslhoo
EXCIUSLVARNERTE gm individucs do sexo masculino. poadem ser
considevadas  sexo-especiiicas. Mas. levando esm  consideracio

frequéncia ¢ cada hands £ também suR ocorrEncia execlusivamente

f1s machos . @it mais de wms linhagsa. enbendemos gue & possis

considerar sepeciticas dos machos: com bhoa margem de  SEQUIrERNTR:
sete bandas.: incluinde a5 seguintes bandas =182
~Dandas 17 e 20 em BEZolZ ({frequénciss de BEY para ambas).

-

=Bandss &0 @ Q¢ s DD2EDT . oa primsiva com fvequdnoin de #ow
gcaundas com frequéncia de 14%. Fmbora essta dltims Trequéncia nio
seja altas por analogia com B2@NI: achamos possivel considerva-
macho gspecifica em BERDY.
~RBands 20 sm ATETS (frequéncia de S4%.

O

-Banda D3¢ ewm AGLLL. BEOQD, ASESFAL e DRG (frequEncias

AR% e respach ivamentael,
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3T

~Randa 327 em BEYGL: BEOAd. AESFLL o2 BILDI (frequéncias de

AZR . AGYK & GE¥%. vespectivamente).

Tamizém  sntendemos  oue podem sy consideradas  macho

em RILD4

B8 seguintes bandas babad

LE9QY (frequénciss de 26 €

respect fvamente ). NEai case  btambem fovam  consideradas

frequénciag e & presenca repetida em mails de uma linhagem.

~Bandz 3% em B (frequincis de 364,

fis  bandas 28, S8 2. U5 & A7 tiveram sua condicie do

materase  wacho-espect |

Tinhagens parentais que

W handa aldfs

de RILM com frequénc

handas sexo-espect Fios

que  pode  dar marvacem ®

foi  sEncontvads apenas
frequéncia de 2%. kEix d
putys trabalho.
handas w5l
peovvéncis  exclusiva
beta-naftil wCetato
caracteristicas: Jjunta
fungé&o comum.
Um CREO i
TinkhagsEns: ng sexo-@spa
el Eeseas bandae, @ae
vambém: s Buz (frequé

(apenas & handa i

1 2 5 4 5 6

ica werdficads  também nos hibvidos  das
apresentaviam esswe bandas
wize encontrada exclusivaments nos washos
ia de 34% ndo foi idncliuida na relagio de
2 por ser uma bands de colovasio ténues
ervo na deteccio. AIém dissn. 8558
2r femens ng linhagem  BEYGL.  com ums

cvera scy analisada mais detalhadamente em

fa sexo-~cspeciticas tém em comum. além
e omaEchos. 8 incapacidade de hidrolissy o
na KUEENC 1A do Al fa-naftil. Fesas

B LG E VI Eyabtar-se de wma 2L wWa el 1

nteressante de modificaciEo. entre wH
ciiicidade & 0 gus ocovve cowm s bandas {9
ho-eepecificas em BRGUR o RESN7 ocorveram,
neias vespechivemente. de 20E 2 44¥r. o2 oam

oy

Pr com freauéncia de 7XY: porém. cm machos
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Mas oewm Bur. @stas bhandaos hidrolissvam o bhets-naftil na

auséncia do &lfa-naftil, o aue n¥Eo ocorveu com

am BOGIRE = DRSDY (a haixa frequEncis d2 banda

permitin obter ssex intormagfol. Esses dois fatose indicam tratar-
B if 2 R B g il ferentes, 02 LB @, WIS S AT, masky L boiebade
gigtroforética. A wmeema numeracio {oi wmantida, neste caso, poraue
nas  condigdes novmais do experimento 3 colovecfo das redferidas
bandas cra igusal e todas egsas linhagens.

Gmoovesumo: com velacdo hs bandas wmachooespeci licas .,
lirhagene REe@DE ¢ RRUNT tCm em comum e bandas alfa 17 e 29, =ae
Tinhagens BEYGi: B3OG2I, ASSF14 & BIi0L compavtilham a3z bandas

48 e 37 e oas lanhgaeone BOLLG e DE9QY compartilham a  hands
eta 33, & linhagem 221048 apresents sindas, com exwciusividade,
banda beta 28, A linhaaewm AYSF3 € & unica & spresentar 3 banda
Al i 23 @ o2 linhagem de D. buzzatii ndo apresentou bandss  mechko
eapecificas.

KAMBRYSELLIE et al. (1748) detectaram em D. aldrichis
ume  esterase sxclusivae dos machos, predominantemente preEsents no
hulbo sjaculatdrio. Boasionalmente. ests estevass estava sresente

em féEmeas recém-wcasaladas, aparentemente transmitida pelo macho
durante v cdpula. Dsha estevase apresentou  ums especificidads
para o beta-naftil acetato; sendo denominada esterase-i . JOHNSON
et al. (1248), haseado no fabto destas bandas estavem presentes no
ael em  Torma dnica ou ftripla; sugeriu aue seu  loco  estruturad
eetariz  localizado em um aubossomMo: WRE qUuE Su3 Sxpressio  sevia
timitada @0 =soxo.

Uma  heta gsbterase mecho especificox, também denominada

foi  detectads em D. dunni: estando pressnte 2w 7H% dos
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[N FTeE 2 totaloments ausente nss fémeas. Semnclhantewmente
esterase macho-especifica de 0. aldrichi: estava situada
catodo €. também, semelhantemente &s beta-eelterases
de Fovma praedominante o belbo siaculstdrios evae  inibida pelo
gicool (CARRASCO et al.. 1204).

CLRORN (1988) detectou, também: umz beta-ceterase
prasents somsnte nos machos de D arizonensiss desigoads eaei-F,
com  frequénciz de 7%, Dste meswmo subtor sncontrow duss @l fa
esterascs macho-especificvas, est-10 e i, em . arizonesis e
on. mulleri.

Né&o  temos conhecimento de outre czase de bandas  wlfa
wacho sspecificass além do descrito por Cervon (123830 ¢ das bandas

descritas no presente trabalho. Fode gse aventay a hipotese
diz que sejam cavactervisticas de espécies do complexo mulleri.

Contvaviamente ao aue Toi observado pov CERON
e D. mulleri ¢ I. arizonensis, espécies do mesmo oompe Lax
Tinhagens snalisadass ate tvabalhos nenbhoms baods mostrow-se

pecifica das f&meas.

Um owutvo tipo de vaviabilidade intraiinhagem observads

neste trabalho: vefere-ss 2 pressnca de diferengas na intensidade

de colovagio de uma mesms bands em individuecs de mesmz linhaaem.

FTET o frabtar se  de difevengas o quantidade  de o enzims
presente. Com relagfo s gsea waringio, podewmos citar PO T i O

KORCOHKIM (47046 . Deses auvtores obsevvavam. em oom @sbodo e
isoenzimas esterdsicas de variag cspccies de lrosophila  do arupo
virilis. que  Flutungdes casusris  ocovvem na dives®o de oum
fortalecimento  ou enfraguecimento de alla~esterases, stribuindo

eetas {lutuacdes 2 peculisvidades [isioldgicas dos individuos.
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we tentabtiva de anslisar as bases genéticas das bhandas
easterasicas detectadas no presente trabalho, Toi feitz apenas em
vaelacdn HE bandas  cujo comportasento 2 cavacteristico
constante.

i RTTE MESMa timhaoem: handas Com mobilddade

eletvroforetics  acentuasdamente difevrente foram atribuidas 2 locos

giferentes & bandzse com mobilidade eletroforética e afinidade o

substvato  fgusiss  o2m linhagens difeventess Ffovsm atvibudc
pesmo wxlelio,

Em uma mesma linhagems bandae com mebilidads privima e
mezsma oafindidade 2o sgbhestvato Tovam considevadss alelos d2  mesmo

outve  lado: houve pelo menos um case de  handzs  com
miob il adacds gletroforéticae  igual  ou  exbtvremamente  prodxima
difeventes =wfinidades ao substrato. atribuidas a zlelos de locos
diferentes.

Assim, trés locoe parecem hem definidos nas
linhagens analisadas. Um compresnde ss bandas alfa-bebta centraisz
(bhandas &23: 24 g 28): 0 scaunde € constituido pelas bandas betz
7 o2 31 oe 0 tercedivo pela alfs-estevase da bands 36.

Ruanto wxo leoco covrespondente ks alfa-hets contrais.
observagdes indicae que  csds banda  corvesponde s um
diferents & fue essa cetorace € UMAR ENZim& mMOnoOmeéricm. uma
qua nenhuma banda dnteveedidrvia foli detectads em individuons
heterozinotos O alelo correspondente & bands &4
em B e HEIREs 2 slelo corvespondente 3
em OD24ud, ALLF44L, DOYGL, DBECQE e ATEFE: & o

e Tuasivo e Bus,
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2 loco corvespondente s bebta-eshersses Parecs 9O0sSsuir
doise alelos, correepondentes ae bandas 29 & 24, gendo o alelo ds
Bands 27 presente em ATEP2 & Buz e oo alelo ds banda 24 presente
nae demails linhsgens.

£ banda  =x1Ta  I46  parece corvosponder s um loco
MmOy Fleos e v e essa bandz o ocovvew e bodos os
individuns analisados. aparentements =em nenhumna varizxcio. Esea
banda detectada em todos oz individuos de todss w3 linhagens,
deve corresponder @ alguma atividade gssencial  nas  linhwaens
analisadas .

importante destacar & cavacteristica observada quanto
Al fa-beta-estevases maits anddicss o quanto 3 slgumas
getergess (handas 12, 43, 48 e 44) . [esas bandas DCovVreram  om
chigp Tas ep o owE gramnds poveentagem deos inddviduos de o mesma
Tinhwaem. For exemplo. 1o caso das alfa~beta-csierases  [als
anddicas  da linhagem &555ii, que compresnden as bandas 4. 5,
£ ws bandss 4 = U ocovrevam scempre Juntas em 8%% dos individuos
analisados e estiveram ausentes nos demyis. Ja 3s bandas 7 e
orovrreram  Juntas em 6% dos dindividuos e estiveram ausenteow
A4 vestantes. S92 considevarmes as banda 4 e B oalelos sntre
89% dos individucs deveriam gev hetervoziagotos £ o5 11¥% restantes
bowmozigotos  pava uwm possive alelo mulo. ou povtsdores de  genss
supressores,. Pov ocutro lado: pave consldevar csesas duas  handss

comn produtos de dois locos diferventes precisamos lmaginay  mas

ligagio completa entre eles (ndEo haver recombinacfo) ouw uma

frequEncia musito baixa de vecombinacio ndo debtectads ny smostya,
Wha VEeER Sue & presenca de uma banda implica sempre na presengs O

outva. O mesmo raciocinio pode sy {2ito com as bandas 7 e 5.
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Wi

TEUNMD et al. (i34 verificavam ques em D, vivilis.: um
alelo para o looco Dst-alia am homozigose, detevming duss bandas
e wm wlelo parva o loco Eet-peta em homoziacse, determina trés
gandas. o que fol demonstrado abvavss de crvaEamentor e aubtores
Propuseram que €86 padrio multibands ceria devido 3 um mecanismo
desconhecido gevado povr  montagem (Usplicing”) difevencizl do
RNAy s cu entfo. devido a uma possivel duplicacfo em tandem. sendo
zeaees acnces estreitamente lioados. COSTA et al. (4977) Ja haviam
ercontrado o mesmo caso pava o loco Dst-S%: ew D. melanogaster: =
por meio de testes especificos obtewve aliguns recombinantes.

Bandas alfa em Torms de duzns fracoes foram  ohsocrvadas
também =m D. montana.: I. litormalis: Il. eozana = N. lacicola
e Do wivilis (POLYAKOUAS o HORODHEKIN, 49043 . Pordms 2 genstics
dessas bandas ndo foi discubida.

Assli.  com base na literatura:, a duplicidade de bandas
Ercontvadas no o presente trabslhos tslivesr possa também sy

gxplicads pela presenca  de  aencs duplicados. satyreitaments

Tigaados, povy montagen diderancial dos BNom oou sinda o

ABCENZLNRE secundarias (decorventes  de modificagbes [ g -
transcricionaissr., Deste modoy no primeiveo csso. cads dupls de
bhands repvesentaria dois loceoe diferentes, e nos deois wltimos
(CEE08 2% bandas 4 & & representariam vm alelo e as banda 7
outro &lelo para o loco das alfa beta-sslergses mais anodicss.

ravae esbabelecey com axsbidio o veal mdmevo de o ocos
existentes  em cada linhzogem para essas handas duplas (&1 fa-heta
estevases  anddicas @ alfs-estevases) serio necessivcios R R T
estudos made divecionados wo proeblema. envolvendo cruzamentos

tambhaw, andlise das propricdades bioguimicas dessass enzimas.




Alde desses locos mencionados: oubvos ainds podem  serv
definrdos. = 0 cwre0 das bandas 38 g 39 aue e&o distintas
todn X dEmMALIS: por s SN DY revisbticoamente delgadas.  dAmbas
localizam se proximas ao catodo e possivelmente conetituem zlclos
die um o omesmo loco. A bands 39 fol detectada ewm REDO.  BILDL
DECQE,. e & handa 08 em D2V, DRSDY . RIL04 & AYSES. Essae handas
onorveram  em  baixa  frequincias sendo gque 3 frequéneoia mdscima
aicancada foi de 132¥ pava a banda 28, ew B340, Fesa meosme bands

observads  am 533% dos hibridos entve féwmeas BRONE & smchos
B3N & em 58X dos Lhabridos entre T8mea APSFY e macho BEa0E.

A5 obsevrvacdes  deste fvabalho s¥o indicativas de  que
outroe cinco  locos podem ainda  ser responsavels pelas  handas
macho-especificas:  um  Ioco corvespondendo s bandas (9 & 2@ om
LGEOLE e DRUNT . outroe as bhandags 28 em A9572 ¢ 39 em RILLDL, ASSFL4,

=

BETGL BOGGS:  um tevoceiveo covvespondendn a banda bhets 353 em

Ne9Qd . outreo & handa beta 35 em L2401 e, um  ditimo,
banda 37 em BILDL: ASSBILL, BY99GQL 2 BSQGD.

Parte das  informagbes pars estabelecer ecesa relagio
andae-loon fovam  obbtidas por meio da and s dos hibvidos. Mor
EXemPplo. ® BUpOSsiGan de aue as bandas beta 20 2 28 sdo devidas =
miebos  de locos difeventes: suvgiu povqgue um wesmo hibrido enbre
Do & BIL0E apresentoun as dusns bandwae ¢ estus estavam presentes

aomaent: na linhsgem pavental RBRIIDL.

Segqundo HMORTOM e SINGH (19685}, =s alfa e hetmn-esterases

conshitesm  duss  familias oo enzimss homdliogas =m Drosophila.

Seta -esterases fovam  identificadas em todas EHpEs L
Irosophila & warins estudogs tEm sugerido & existéncin de

homeloaia entre elas.
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Eatas
eat
ejaculatdrio,
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localil

Yoo parvs heta-esterase

demais

hormdnico

Draaniems @

resaentes

e ety -assterases i

A ode . melanogaster foi evidencizsds poy wmeio

substvrato: ambias apressntaram o

frente = diferentes lugfee covantes.

e Lmns Iocalizxadas eom diferentes

proedomins nose olhose © hemolinfa e oa

demonstrando que estas estEo sob

{ARNASOK e CHAMBER, 1%34).

VaRMinRE (£33 sugevivam a homologiz entre a

pesedoobecura ¢ =& gsterase N de D. aldrichi & D.

Fadas nx hemolinfa & noe olhos.

90 denominouw de esterase-{. ceterase

D. mulleri = . arizonensis:

saterass §ode Do buzzatii e

w  setevase 1 de D.o buzzatii (EAST. 49282)

banda 2% encontrada no presente trabalho: ums wves

Beta-esteras: apresentads pov 0. buzmzatii: segue-

weviificado neskte  trabalho

encontrados em outrae eospccics de Drosophila.

(L9353 wverificou que DCOrve somente

que esta enzimas. Juntao cEtEyrasesJ.

propds

com &

wesma especd Ticidade o substvato.  moduiam

Juvenil.

fa~ecteruwcses acvalmente encontvram-se distribulidas

presentes duvasnte btodos os  estadios  de

em  hosophila. SEo cenzimas sonomericas

do avupo SH: como pov exemplo o FCOHR
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i Cdvais D551 4 (AR MORTORN e SINGH: $98%) RS YY1 o - TR 111 £ 3 o S £
ENZIMEE QUE  BRPTESENTRmM COEXRE carncteriell pode-se incluir
satevase L de Do melanogaster: descyvits por BECEMAR o JOHMSON
CL%54sy  w wmstevase-4 de 0. pseudoobscura describa por MORTON
DIHGHE O CARESY e ocugn homologia com o9 oestel de U, melanogaster 7oz
sugervide paelo mesmo 2utori: 3 estaevase-n de buzzatii: sendo
QqUE: eS8l eEpecies  estn enzima  ocovve predominantsments  no
aparelho dinestivo: suneEvindo wm pEpel na digestic
desentoxicagdo (BAST: 498201 e a estevass-% de Do mulleri (CERDM,
LMEEY que  também s9 compovia como uma Enimm monomEyica
presente duvante todo o desenvolvimento.

Fars  bragary  um pavalelismo
identificadas neste trabalho & as demais alfa-ceterases

encontradas na literstora., servieo necessarios o uso de inibidores,

verificagdo da distribuicio nos tecidos = ooum estuwdo do

compovtamento dessss snzimas. durante o dessnvelvimento.
0 estudo deos padrdce de esterases nos hibridos mostrou
quaE @les €30 constituldos basicamente por um somaborio das bandas
paRTEentais. Cntretanto. slaumas  diferencas na  intensidade de
colovacio de suss bandas quando comparvadas 35 bandas parentais, e
mesmo  auséncia  de  bandas  que sfo  altamento frequentes  nas
Tinhagens paventais.s sugeraem  alterasde: quanto a0 nivel
atividade enzimética. Leswas altera¢bes podem ser decovventes
mecanismos de vegulagdo

Aumentos  ne intensidade de colorsgRos  indicando oum
aumento  nn expressio gfnics.: forsm verificados nas bandssz  al fa-
Beta 0 - 24, Ambae ocorvem em machos g TEmeas  das  linhwsaens

BEdeas 2 REPGL. Nos muchos  hibridos das  duss divegdes de
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£ linhagens.: as duss bandas apsareEceram
intencamente coradRe . 0 mesmo fendmenc
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Deeve-5e  ressaliany oqus Yanto s bandss 23 & S como
bandas 1%, G0 e a 37 estiveram também presentes em hibhridos de
oubtvos creEamentos envoleando ms Linkagens @m gus OCovvenils MRS am
nerbaum outro cesso: x1ém dos mencionados.: manidestaram-se da forma
descrita .

CERON  (49088) detectou esse fénomeno de  zaumentno  da
intensidade de colovacio em bandas sstevisicas de hibridos entrs
Ivosophkila mulleri ¢ 0. arizonensis: incluindo tambhém esterascs

macho-eepecificas,. Fsse autor atribuiuw o reforgoe da atividade &

soms des expressdes dos genes das duss sspéEcies. como decovréncis

de um mecanisme de regulagieo "cisacting”, envolvido na atividade
dos dois alelos.

Nog presente trabalho: essx explicscio poderis  ser
b i lizada pavae g bandas 22 2 24, considevasdas wnlelos de uwm mesmo
loco & para as bhandwas 59 g G7.

Como & intensaificacio das  bandas 00 ¢ 24
b s vt s (24 machos: £ possivel que & R R
relacionadas com alauma wtividade especifica deste sexo. smbhora
ndo sejam macho-especi ficas como 25 bandss 56

Mo  caeo da banda 1%, =3 mesma explicacio de =zatividade
aument s oz la EXuliip) da expressio  génics ifm Tinhagens
intercruradas nEo s¢ aplica, pois esea handa. cetavak presente em
uma #d das linksgens parventais dos bhibvidos analisados.

Modemos Upor que & maior atividade enzimatica nos

dewvids w0 um sumento da sintesz de  proteinas

aue  ocorve nessa situacio Tanormal” ¢ estarem

presentes =l LLITEA mesma celula a CYOMOE50ME iLE ol R A | =m

sEparado. Mecaniemos de reaulacio emeraencinie desse tipo. foram
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Bdmitidos por BICUID e RICHARDISON (i277 s pava sxplicar o caso de

Suet

anplificagio GEnica relacicnado & atividade oraanizadors

pusleclare em hibridos entre 0. mulleri @ D. arizonensis.

M ooubtra situs ; ¢ bandas o e s das
linhagene rarventais & ausentes noe hibvidos, onde eram esperadas
(A RERV s Tl pmera de individuos usados nos crezamentos.  OCOrYrYeu
com &g bandas machorggpecificus 49 e 22, Neos hibridos dos
cruzsmeEntos anvelvendo s Linhager  B2E: onds eesas bandas
ceovrem com freauenciz de 08%, {ATSFD X ORS2EDS, nae
2 fdgiean BlODD X macho B3I casws bandas ndo Tovam

Outro caso de supressio ocorreu com as bandas alfa 20 e
heta 279. & bhanda 28 & pacho-especifics 2 ocorre na  linhagem
APEF S L. Nes cruzamentos entre TEmeas BEOUE o machos a%8FL0: nenlaus
macho hibvido apresentou essa bands. Na divecio vecipvocss povrems

geteve presente.  Foder-se-ia pensar que  essa bands seis
ligada @0 cvomossomo X povéwm: oubros ovzausntos iodicam brabay
s de esterase determinsda por  um gene autossdmico.
Guants 2 bands 29, presente sm AYETD. bambom ndo foa
detectada  em hibridos de cruzamentos entre machos dessa linhaaem
fémess RGN, Povéms a bands 31 presente am B2600: considevada
wlelo da  bhands 29 manifestou-se novmalimente nos hibridos das
dias linhagens. Nos cruzamentos das linhagens ARETS e B2AN2 com
cutras  limhagens:. we bandas 09 e 24 manifestaram-se normalmente.
vefovrgando o iddéia do envolvimento de wecanismos SUpPressores.

Casos de supressiico dg atividade gfnica de uma  das
eepesies parentais  en hibridoss fovam  detectadas gquanto
atividade organizadora nucleoliar. Rasicamente. doils mecanlsncs

PHYECEm s dmy envinlvidos. Iim [ Feer A1 | D) iol choasrado




"desnalanceansnto dee sbivadoves” s atun principalasnte i
hibridos de espécies relacionadas. sendo & supressio dos  aenes
parg har de vme das espdcies devida oo menor andmevo de 2lementos
ativadores {("enhancers”) apresentado por ecsta (RECDER e ROAN,
0 segundo mecanismo 2 “fator espécie-sspecifico”s que
atua entre espécies distantemente relacionadas: € & supressio
cauwsads  pels incapacidade do fator transcrvicional de oms espec
em reconhecey o rromotor do gene ribossdwice da outrs  eeprédcie
CRELDDER . 200,
Mecanismos dessa natureza podem estziry  envolvideos ns
bandas 89 & 2¢ de B2ONE ¢ das bsndas 202 o« 29 de
(SRt e I Também neste caso.,. outroe egstudos enveolvendo cruzament us,
somados 3 uwma andlise 2o oivel wolecular sin necessarions.
Frocuramos utilizar = variubilidade esterdsica  das
linhagens anzlisadas nestes tvabslhos pava: estabeslecer velagdes de
proimidadce evolutivea entroe clas.,

Tentat ivas PETR quantificar =a difercnciagio entre

Populacdes.  haseadas oz wariabilidade  enzimabics, tem  sido

realigadas  utilizando andices que medem & similaridade @
distidncin  entre 25 mesmas. Sabemos que of vesultados obbidos por
SR ErOCEesn, exietentes na  literatira,. nem  SEempro sE0
concovdantes. 2 que e i pressnte trabalhos 3 essas Timitaches
deve-se acrescentar o fatc e oaque Toi utilizado um nUmEro PEqQUENG
Tinhaogens isnfemens. Tendo sm vists: porém. o ewishencia  de
out o meie amprlos, utilizando outros marcadores que
poder sevwvivy  de elementos de comparacios consideramos valida

rresente tentativa.
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0 fnddice de Similarvidade de WHITHNEY et al. (194680 fiol
caloculado ubtilizandn o fmero  de bandas comparbilhagss,
conslderando  cads banda ums caracteristicsn, independentement o

Toun-geEne . D IE Fol caleulado pavas (B) todas as bandas.

ralagio
thi &6 =ws bandas com frequéneis digual ow superior a i9% e
a8 bandas com frequiénola igusl ou superior @ 304,

Com hase na proximidade das médias dos I8 crlculsdos
para  cads  linhsgem: ewm velacio as demsis: especislmente nas
situagtcs (k) e {(c) €& possivel estabelecer cinco classes
const it idns da seguinte  @maneivaz: Classe I: composhks pelas
Tinkhagans BRANE e BREN7  {atualwente classificadas como D,
koepferae’: Classe Il composta pela linhagem B3DE (atuslwments
classilicads como D. serido): Classe III constituida pelas
linhagens ASEFid4, DE9GL e D50Q3 (também classificadas como 0.
seridoz: Classe IY pela linhzgem &7502 {(atunlmente olassiiicads
come e serido) & Llasse V constituids pela  linhszaem de .
buzzatii

avaliacio das relagbes de proximidade entre

Tinhagens . Base na Andlise de Dependdncia (CORREIRD,
Aque g haseou nae  winte bandas mais frequentess em todas
linthagens, modif{icae eess classi ficacio pels inclusio de BILDL
classe de ABEFL4. 059Q1 e BEEQD (fiaurs ) Tato Tar sentido
consideraymos GLLE OE NMRLOVES dee ED osntve as Tainhagense

trés condigdes calculadas (as b & ), fToram ohtidos. de um
lado  entre REQD2 = B2EDRY e de outro entve BIDi; ASSIii. B52Gi1 o

LEoQn. Nesta forma o ndmeyve de classes € reduzido pars auatro:

Clagse I constitudda por B20D2 = BRESNY, Classe I constituida por

LAl ASSPIL: BOTEL e BYS0G3E: Classe IIT constituids por a®sSid e




Clasee IV povy . buszezatii.

DNadoes da literatwra mostram que diferentese linhaacns ds

SUPEYTEEP S LE n. serido apresentam  wm o padyio  comp lexo ife

digtvibuicio taes caractevisticas ou marcadores analisados
previamente  (BAIMAL et al.: £992 - cromossomos mebnidsicoss RUILZ
et al.. 4782: V081 et al.. 197021 TOOI & SFNL . 1%28% ¢ WASDERMAM ©
RICHARDSON, 4987 - cromossomos politénicos: SILVA e SENE, 1994 -
Moy Folog i do smdesgor BLZED, L9 v MADI-RSMVAZETL, p R ST
reolamento reprodutive).,

A complexidade desesa distrvibuigfo de cavacteristicas e
suas  tmplicacdes, tEm sido bhastante discubidas por autores  com

MU et al. . 4902, 49208: TOS8Y e SENE,. 1949,

Considerando oe resultados obtidos nx presents analise
de ssbtevases como mais oum maveador oo estudo da difevenciagin das
linhaaens de I[vosophila serido ¢ . Koepferae.: apresentamos  na

4

tabela 7, uma  wvisfie de conjunto dos resultados  existentes.

o

Uhalizando-se o olassidioaczo das linhagsns com bBass o
medio dado pelos padrbes de esterases: nos cdloulos b oo o
wemos  gque =2la concords inteivamentes com 2 classificacEo dada

B

"fologin do edeaan (SILVA e SENE, 1921) e pelo caridtipo

Consilderando. porém. ot resultadeos  da
Dependéncia.  observea-s2 g2 030 hd concovdincia  cowmplets  com
eaeos mareadores. mas sim o com o dados de icolamento reproduativo
(BIZZG, 902 MANI-RaYVAZEL.  tesse s doutovado  em Facse de
redagia).

festa forma oo resultados de estevase covrvoborsm

4

idéia  de e @5 linhagens presentements claossiiicadas como .
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i Qi

Tabela 7. Visdao geral da diferenciaci3c das linhagens da superespécie D, serido
analisadas; com base nos marcadores utilizados na literatura e no
presente trabalho.

LINHAGEM CARIGTIPO®  INVERSSCS®* EDCACO**®  I1SOLAMCNTO®***  papRrXo DE®**##
RCPRODUTIVO CSTCRASE

1S(X) ANADEP

I i
I I

11 11
11 III II
II 111 11
11 I11 II
II1 v 111

*BAIMAI et al. 1983; *' T0SI, 1982; TOSI e SENE, 1987; '"' CILVA e SENE, 1993 ***' BIZZI0, 1983;
#R%RR

presente trabalho.




’

serido n¥o pertencewm Roum meswo Ystatous” evolutivo. Pelo menos
& B deve corresponder & outrs  espécie. como  indicam oo

resultados de  carvidtipo (BAIMATL et al.s 1903y wsdesgo  (SILVAS

00 e STRVA o BEND, 4294 o isolasmento veprodobivo (BLZE0, £903:
MaNI-RAVAZZT ., 4788 e tese de doutovamento en fase de vedaciol.
slém  dos  vesultados de estervases. 2w qualauey dos cadloulos  de
rrodumadade vealizxdos.

A suprescsio de bandss em interveruzamentos de UBOU2 co

BIiDi: pode tambeém sery tommds comd um veforgo  pars
classificacio dessas linhzaens como espécies diferentes. leve ser
Terwhvado também gus MARE AZZT (E905) desoreveuw smplificagio de
material gengtico Yag:? hiliridos entye SRR 2 Gaane,
caractevisticas Al BV 50 obrsevyvads i hibridos
intevespeciticos

A dndicaciEo de uma difervenciagio em mosaico mencionada
Py BLhEL et al. (EWB0r e TOEID e SEMI (L9099): segundo 3 qual
popuiactes de N. serido anslisadas s¢ diferenciaram mais ou mEncs
samultaneamente, & parvtiv do icolamento de populacbes de  mesms
espécie  com distvibuigio geogvédfica continua, também 2 reforcada

peloe  dados dos pagrics de sstersses. s autores mencionzados

R UL 25EE isolamento QCOrYEl duvant s U8k miclos

palecclimgticos do periodo com ® FRNSEO

vegetagio dmida & 3 rvetvagio da wvegetacHo secas. que  inclue
cattaceas E aueE wE  eepécies  do complexo D, serido
woarsooiadas .

com  hase nae bandas compartilbhadas © exclusivas fod

construida a Figura o8 e mastys um padvio pelo qual

PDPU]EGSE% desey EHPGTEEPéCiE poderiam TET =1 o iewlado;,
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provavelmente sm ciclos sucessivos de vebracio da vegetacio seca.

Fretende-se

B8 esterasss,

smpliar o nunero de linhagens zanalisadsss

pars obter waioves indovamcdes veferentes 3

ropulag bes @ Juntamente com (0} deEmals

v Aadores . contriboivy pavs um melhor conhecimento 9o processs

evolutivo.

6
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Figura 25 - Hipdtese de divergéncia das linhagens isofémeas analisadas,

estabelecidas com base nas ' ndas esterdsicas compartitha -
das e exclusivas.
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V. RESUMO E CONCLUSSES

Ho presente

de oifb

@atevases
Ivosophila serido & uma

sdc presentemente

koepferae. Hilhvidos de

(le

EXMET LBEN

G dimns de ddade. ubil

poliscralamida.
fo

No total

esterdsica nas oSito

numero de handas ((3) e
Pentre  m@e 4

acotato

(ol fa-esbevasest @
doise substratos (al

Na,

variigveis de padroces

&
frequdncia e asEs [
intralinhaaem: szendo
dos individuos e,

Outva fonte
fiz

intensidades

ETVELINERES .

handac

el ol [l

r

e T ol goy gm pus pm . ., e o
ESPELIVLICEAS GESEL BEE2X0

cm 1 2 5 4 5 6

i linhagsns

clased Ficadas
R TP R
tos

imando a

T &m

linhagens.

3 bandss .
(heta eeteraees) .,
i¢ nEn
fa-bDeta-
combinagio

tre
Aadvdes
e

oubros

(ks B Ae R ult X A

trabxlho foi wnalisado o eadrio

isoféEmeas: sendo sebe s supere:

de 0. buzzatii. las sote primeivae, Cineco

como . serido ¢ dunse como I

Tinhagens tambem fovam snalisados.

foram reanlizados com meoscas adultas de

2ietroforesse em gel de

it ;
ftecnica de

de handas com  mtiwvidade

Ui gpvaesEntou oomeEnoy

RB3i0d . o maior (i8).

Woevam especiiicas para o be

o
Lo W

para o alfa-nattil acet

apresentaram especificidade diante

peterases).,

bandas resultaram nElmeE o

JEEEBAE

linhagens: de 19 a 37 (tabela 2). A

B E

tamhEm ol hastante yayiavel

alaune estavanm prescntes em mais de 7oK

By @ #penas um Lndiv Litesis .

de wvariabilidade dintvalinhagem foi

das bhandas, que veflebe variagoes

gue foram encontryadae exclusivanents &m

sidevadasy com boa msvgem GE 0 SEgUY RN .

¢ sendo cinco @l fa~esterases © duss
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handss alfa, sexo @speciiicass LEm 2m Comum
incapacidade de hidrolisar o beta-naftil zscetato na auséneia
31 Fa~naftil: o que sugere tratar-se de wuws snzims com fungio
COOmAmN .
Com  hase na mobilidade eletvoforética ¢ no padrio  de
colovacio das  bandasscomparando-se psrventsis & hibridos R b 1l]
1

evidenciada & existéncia de pelp menos trés logcos geneticos,

Pt e LT Lodas B Tinkhagens. CHE T e as Byt i Xt T

especcilficas.: fovam atribuidss & presenga de cinco locos.

Bandas: pressntes sempre @moduplas fovam detectadas
com base na literstura: atribuildas & wariantes nio &lélicas. isto
2y genes de locos difeventes fortementes ligados: = isoenzimss
seCcundarias i w daterentes RNAam  resultantes de montagem
("splicing”) diferencial do produto de um wesuo gene.

padriEo esterasico s ibhvidos MOEL T ou

constituido basicamente pelo  somabsvio das  bandas pavents
Entretanto, aloumas esteryases mostrarzom um sumento de stividade
g Ribridos e detervminsdos  oruzamentoss  snguanto DT YR g
frequentcs It linhagens parventais. aparentemente eat avam
SUPY imidac Tanto » supressio,; quanto o aumento de atividade de
1 aLUnERE randas foram =wtrikbuides & wmecanismos reauladores
decorventss da hibvidag8o.

La uma  tentativa de quantificar & diferenciacéo
Titthmgens isnfeme analisadas.  ocom bHse N8 @5ty s
estabelecer & rvelagio de proximidade entre elas foram calculados

indice de Similarvidade IS e o3 dAndlise de Depoendéncis

Chddal E )
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Ji valores médios i e % permitivam Giwidiv

linhwsaens analisadas em cinco classes Cilagsse 1
das linhagens BREDE = BRSOY: Classs I - constituida por

Classe I11 - constituida por aASSFid . REPQL & RL2G3: (s

por  A?EE33: Classe ¥ -~ por DL buzzatii. Ja os resultados da

ANATEID pevymitivam agvupsyr a2s linhagens em aquateo ols g BeErdo A

g em

difevrenga dewida & veunifo daes linhagens das asees 1] e 111 em

UWE mEsms ClRsEs . tEEsEn analise.

Comparando s oe resultados de ambos s testes com o

aubros mavcadoves: analisados anteviovmente. obhesryya Se  ouie 0

xgrupamnent o das linhzaens isofémeas. pels  ANADEFR . contcorda
intsivamentes com o3 divisio 2w classes estabelecids com bhase e
dados  de  isolamento rveprodutivo: enquanto o aarvupamento  das
meswas  linhagens pelo IS médio concovda cow os dados  guanto

norfologia do edeagoe & ao caridtipo.

m  aspecto importante na discussio desses vesultados e

queE qualaquer dae duas classificacbes aponta w linhagem  AFETSE
comy  tendo Ystatus? swolubtivo difevente das demaizs linbhsgens  de
Irosophila servido analisadas neste trabalho,. constituindo: 20 que

tude indics:. uma terceiry espécie na superespécie D, serido.
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VI SUMHMARY AND CONCLUSIONS

£ comparative analzs vas made of the estovase

iaoeragms  pabbterns of  eight isofemale lines, @even of  the

Irosophila serido superspecigs and one of D. buzzatii., Five of

the seven isofemsle lines are at present claesafied e . serido
(R348 :  ASHFLi, BYVGE, BSGG3Z and APSI3) and two as D, koepferae
(BEGDe  and  B2SDY Y. Hubride of some isofsmsle linEs  werse 2180
stuaiod.

Tern dau old adult fliece. varwing between
individuals of each sex pey isofemale lins, wers
electrophoresis in poldacrilamide gels

In alls 42 bhands in Che gpectrum of estevass LSOSNAHMEE
were detected in the sight isofemale lines. The swsllest and the
greatest pgmbreys of estevase bands were foundx vaspectivelys
AYEFE and BILIDL.

Amanag  the 42 csterase bandg: gight exhibited specd
vezction with beta-naphiyl acetate (heta-2slEvrases s
syefeventially cleaved alfa naphts acetate (a) fa~esterases) =wnd
ten  did oot exhibit specific resction with aliz o baeta-naphtyl
acectate {(alfa-beta estevascs).,

The combination of fthe gsteorxee bands
wariable number of intrsisofemals line pabtternss vanging from 17
te BY. The freauencies of these patterne were slso very variable.
In diiferent isofemale lines some of these pattevns were Tounnd in

movre tharn  70% of the indiwvidunals while otheve weve found
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bEP fevanoes B i Female Lifes  #lso irte e
varLation in  the amount of  enzumes  prosent  in diflerent
individuals ov populations.

Arnicne hande detected exclusivels in males, scven maw be
cerrs Ly ed exeapecific. Five sre al{s-gsterases and two  bhety-
EETETRECE . These male-specific wlfa-esterzses have in common the
incapacity to cleswe beba-naphty) acetats in the shseocs of
naprhtyly denoting & poessible common function.

L

Clectvophovetic mobility and staining patterns of bands
point  to the existence of at least threoe genetic loci present in
aviery isodfemale  line stodied. In its turn, wmals bands  were
thought to be controlled by other five other loci.

r

Two  csse:  of double bands  were detected io some
iecfemales lines. In the literature; sich  casce  have heen

abbvibuhed to completely Tinked genes of  diffevent Toois

secondary  isoenzumes or even to di{ferent mRHA; resulting

diffeventisl splicing of the product of 3 single gene.

Ceterase petteorng in the huabrids were baeiceadly
constituted by the sum of pavental bands. Howsver: soms cgses of
grtevascs with increased activitu: as well as EEteraees
appavently  supvessed  dn hybvidsa. weve found. Bobth  coses

cributed to regulatory mechanisme sctivated hy hubridization.

The Gimilavity Urpdezse DT gitd the dnslysis
Dependence (ANADLF) were calculated in an attempt to quanti

ifferentiation of the isofemals lines studied. on the bases
esterwscs hands

Mean of 61 were uscd to separate rsofemale linee

constituted by BR2OU2 and BRESDS:  Dlass

1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16 17



109

conshituted by BEED0E: Class 1D - dncluding ASEY1L.  BS?Q1

and BES@Q0: Clges IV -~ apcluding 47%9F31 and Clase U - dncluding D.

buzzatii.

. the basis of ANADEF datz. however: i1zofemsxie  lines
cowld  be  divided into 4 oclussses. insbe R Bl diffevenoe
being due to the aveouping of iscfemale linee in clwuescs 11 and
IR The compavison of these dats on estevases with vesualts
other Features  previously  etudied., using the same 1zofemzie
linms: shows thabt theiy sepavabtion by ANADEP test socovds
dats  on reproductive tsolataion while their separation by O3
Fallows aedeagus and kargotype dats.

Both gt E, howevey: are in accovd with each other in

indication of AYSIS as presenting 2 diffevent status relabive
the other i1sofemale lines claseifded ase 0. serido, thus

reinftorvrcing data in litevature which suggest the sham:E.
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