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1. INTRODUÇÃO

DO termo csterase enolobkba um orupo de enzimas que

participam da hidrólise dos ésteres. úÁléem dos esteres,. AS

esteraces apresentam a capacidade de stuar sobre outros

substratos. hidrolisando peptideos. amidas e hatlidas.

Una tentativa de classificação das esterases foi

realizada com fhase nº suas afinidade pelos substratos. qas esta

não foi satisfatória por não permitir uma distinção clara centre

CAUGUSNTIMNS3OON,. 2959, 474% em WALKER e HACKNESOS, 19783).

Classificações Mais precisas foram obtidas com base no

comportamento das enzimas frente à inibidores.

ALDRIGC (1783 classificou as esterases., baseado nã

interação das atividade destas (com organofostforados. em

Eesterases­fA (aromáticas ou arilesterases, E. C. 0.1.1.8) que

participam da hidrólise de organofostorados «= apresentam LES,
,ze .

6 a o .

'

Ohidrólise preferencial dos csteres aromaticos:t E esteraces­b

(alitáticas Ou aliesterases UE são inifidas pelos

organofosforados por apresentarem um resíduo de eerina Em seu

centro ativo. [lstãdo incluidas. entre as eesterase­

carboxilesterases (LC. Li. i.i) E as colinesterases

Babaintilta

Arilesterasess também cdesionadas por ecsterases­f ou
Yv

esterases aromáticas. estão presentes principalmente no plasmas de

mamíferos. Essas enzimas são caracterizadas por sua resistência à

Drganofostorados & esxserina e sua sensibilídade + reagentes do

arupo sulfidriia como o FPCHR (p­cloromercuribenzoato) e FHHB (7­

hidrosximercuribenatoato)., e metais pesados como Hagtt, cut E pfat*t
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CJ SPEESE e KLEGKS, 19584), Nos mamíferos. estão associadas

particulas de lipoproteínas de alta densidade (VHLTO) do plasma,

As carboxilesterases (esterases­S ou aliesterasessa

como o próprio nome diz; participam da hidrólise de ésteres

carboxílicos. entre o5 quais incluem­se, ésteres alifáticos,

esterecs aromáticos. amidas aromáticas & tioésteres, (om

preferência pelos esteres formados por radicais acila de cadeia

curta C(JUNGE, 197854).

As colincsterases representam uma das familias mais

polimór ficas de Enzimas e cstão presentes em todos 05 organismos.
Elas hidrolisam ósteres de colina e são compostas relas

acetilcolinesterases Ca. Iii a7Zt e pasudocolinesterases UE.
D.aÍ.i.8).

A acetilcolinesterase está geralmente localizada na
auembrana celular de vertebrados 2» invertebrados. Issa enzima

controla à corrente iônica e desempenha um papel essencial no
LL

processo de condução nervosa e função neuromuscular C(NWHITTAKCR.

i704),

Estudos Em insctos como, leridópteros (ARPAGAUS e

TOUTANTA 1933 em ARFAGAUS et al... 17595) e coleópteros (LENDIR­

ROUSSEAU et al. 1i955 em ARPAGAUS et al... POD) demonstraram que

& acetilcoliíinesterase é uma enzima chave no sistema nervoso

central e no animal adulto possui um polimorfismo molecular com

respeito à existência de dimeros anfifíilicos e hidrofilicos de

subunidades cataliíiticas. Em dirpteros adultos, ocorrem também

monômeros Rhidrofilicos de acetilcolinesterase em adição aos dois

de dímeros tem GIrosophila melanogaster. FOURNIER et al;

em ARFAGAULS et al... 1958),
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Quanto às pseudocolinaesterases (colinesterases não

específicas). ocorrem em plantas; mitcroroanisemos e animais

estando presentes em muito tecidos de vertebrados, entre os quais

imcluem­se o finado e a massa cinzenta do cérebro, Seu papel

fisiológico é pouco conhecido (WHITTAKER., 19794),

nu (cesterases têm sido caracterizadas e purificadas em

uma variedade de organismos incluindo leveduras (LET

1757), peixes C(LEIGEL., 1958533). insetos (NENKATESA et al,

WILLANSIH et al.) 1957), mamíferos. como rato (HIGXA et al.s

TSUITA et al. 19795887. camundongo CUDEIMILING e TAYLOR,

DEIMILING e UVASSMER, i79i1), coclho (LITH et al... 1789) e

CARAVM e RIMDN, 1787).
Evidências oenéticas mostram relacionamento entre às

carboxilesterases em mamíferos. Ds dados genéticos revelam que os

a2ENCE que codificam esterasces muitas vezes cetão oroanizados em

clusters". havendo: vários destes localizados no tis Bo
cromossomo. Como exemplos 0% oenes da esterase em ratos (HEGRICH

e LEIMILING, 1777 em HEALY et al.” 1771) OE quais; estão

2arranjados em dois "cluster" ligados. Dentro de cada “cluster”. é

pTYOVÁVE] que existam multiplos genes originados por duplicação:

sugerindo que 05 genes esterásicos dentro de cada “cluster” são

membros relacionados de uma família onênica. EFstudos moleculares

de vários genes para carboxilesterase e colinesteras têm

confirmado que muitos são evolutivamente relacionados (MEYERS et

al... TODO e HAMSLITIK et ala, 1993 em HIALY et al... 1791).

Cubterases de insetos. comparadas com as de mamiífeross

não estão hem caracterizadas em termos genéticos e Ebioquimicos

sendo que centre as melhores estudadas estão as esterases de

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



dipteross incluíndo Irosophila., Neste gênero. várias estoerases:
foram caracterizadas. principalmente quanto à sua atividade

catalíticas referente à diferentes substratos sintéticos. é seu

comportamento frente à inibidores. Algumas ecsterases: foram

purificadas tiveram EURS propriedades bioquimicas

estabelecidas.

A esterase é de à. melanogaster tem sido intensivamente

estudada. Esta enzima é uma carboxilesterase que apresenta

especificidade para o beta­naiítil acetato CWRIGHT, 1743. Duss
alozimas principais estoól e est­ó? são encontradas. Elas possuem

atividade cataliíitica e propriedades moleculares similares, sendo

que à composição de aminoácidos é bastante semelhante e ambas

rossuem um único sitio catalítico (MANC et al... 17689b). OO peso

molecular da est­óé em DD. melanogaster é de 40 kd. Essa esterage

apresenta uma cstrutura monomérica 2 foi detectada também nas

espécies cripticas D. simulans e D. mauritiana nas quais mostrou

as mesmas caracteristicas, Já em outras cepécies do mesmo

subgrupo. como DD. erecta. U. yakuba = [. teissieris sua estrutura

quaternária é dimóérica 2 seu peso molecular de aproximadamente

ico kd (HORTON e SINGH, ÍiF6D),

Em 1. pseudoobscura, à esterase 4 é uma das enzimas

mMRis estudadas, sendo controlada por um loco extremamente

polimórtfico situado no cromossomo X CABRAHAN e LUCOCHEDBIS 1974 em

FARMER e CARTER, 1789), A est é uma carboxilesterase,., sendo

ligeiramente inibídas (C16.5DX) pela cserina cet Mi e grandemente
LSiniíibida (79,90%) por diisopropilíluor fosfato Cit ii Seu peso

molecular toi calculado ao redor de iv9.,069 d (NARISE e HUBKBY,

Custa (envia «+ encontrada na hemelinfa de larvas
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“”

hemolinia e olhos de sadultos (LUNDAY e FARMER, 1759: ARNASDOMN e

CHAMEEK 1984). A esterase 3 apresenta especificidade para o heta­

naftil acetato. Maenhouma di fbevença foi detectada Mesa

especificidade entre dois aleios diferentes (NARISC & HUBRBT.

1744). Entretanto, foram encontradas diferenças na resposta ao

calor e em parâmetros da cinética enzimáticas tais como Km

(Constante de Hichaelis­lientent é Vox, (velocidade máxima da

reação) CEARMER 2» CARTER, 17539). Fêmeas heterozigotas apresentam
frequentemente três bandas em eletroforese. evidenciando tratar

de uma enzima dimérica <(HUBBY e LIENONTIN, 19567. ECntretanto,x

CORKS  (17/6) verificou auc alauns alclos mostraram diferenças na

caparcnidade de dimerizar. Um desses alelos não forma heterodímero

= nem homodímero;s existindo somente nã forma monomérica;s Um

segundo alelo forma hetero mas não homodimero e um terceiro tem à

capacidade de formar ambos. hetero e homodimero.

A esterase 4 de DD. mojavensis foi puriticada por

et al. (1784), Seu peso molecular foi calculado entre

64.000 d. À enzima purificada mostrou um maximo de atividade para

natftil de cadeis curta. com preferência para o alta

acetato e foi classificada como uma acetilesterase. Esta

enzima. em eletroforese. mostrou um padrão de três bandas,

correspondendo à um dimero (ZOUROS et al... 1986); sendo presente

somente em larvas de terceiro estádio. áÁlelos com diferenças nº

especificidade ao substrato foram encontrados por ZOLUKOS e van

DELDEN (19390) os quais detectaram alelos com preferência parva o

icenaftil Geacetato e alelos com preferência para o DPenaftil

acobtato, cendo que às Prneimas codificadas por estes alelos

apresentavam pouca diferença na composição de aminoácidos (FEN et
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al... 19505)

filtra e beta­esterases de 1. viriíilie foram analisadas e

correspondem F.05 locos cstruturais Eestealfs E Catobetas

respectivamente. Uma caracterização bioquímica mostrou que estas

cesterases apresentam um comportamento diferente quando ECHB

utilizado, sendo que somente à alfa­“csterase exibe atividade,

aliacesterase apresentou um pH ótimo mais baixo que sa bet33

mostrou­se mais inetável ao calor. O PH da alfa foi calculado ào

vedor de JOLQZU0R e da beta ao vedor de 1427.0278 da AS variantes

alélicas moctraram aldumas diferenças quanto à inibidoress à

termoestabilidade 2 ao pH ótimo (NARISIC,. 1773).

G papel fisiológico das esterases. nose insctoss

permanece em 3Jrande parte aínda desconhecido. Contudo. existem

evidências de que estas participam da remulação dos níveis de

hormônio dJduvenil (C(KDRT e GRANGER, 1994), da vreprodução «(por

euvcmolo,., JOINSON et al... 18768). de processos digestivos (KAPIN e

AA, iF84) e da deoradação de inseticidas (HOOYSHA e

DAUTERMAN, 1774),
ali)

A esterase­FP de DD. virilis mostrou ser à enzima

responsável pela inativação do hormônio juvenil; sendo essa

inativação necessaria para que as metamorfose seja completada

(RGAUSCHENHACH et al.;, iv7ty),

Algumas esterascs estão relacionadas com o

comportamento reprodutivo, em algumas espécies de insetos. Fm

Drosophila, várias cepécies apresentam esterases que ocorrem com
EXCIuUSividade em um dos sexos. D. aldrichi apresenta à esterasc­

Ff: uma beta­esterase presente no sistema reprodutor masculino

CIOHNSOM et al... 17945: KAMBYOCLLIOS et al.siíifPó5S7. Em De. dunni foi
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7

detectada, UM3  esteraze também (denominada FÉ com cas nesmas

caracteristicas acima (CARRASCO et al... i764). D. mulleri e 3,

arizonensis (atuaimente DD. arizonae;s detalhes em RUIZ et al.:

apresentaram duas alfa­csteraecs especificas dos machos,

e estefl.a cendo que D. arizonensis possuia uma Deta­

esterase,., denominada estoy presente só nos machos 2 uma alfa»

cesterase que ocorre só nas fêmeas. à est­7 (CLRON, í788).

Em D. melanogaster à cesteraze & 5 encontrada

predominantemente no bulbo ejaculatório dos machos CSHEEHAN et

al.s 197/79), Esta esterase, porém. não é exclusiva desse tecido e

nem exclusiva dos machos. mas sua função na reprodução está Dem

estabelecida. RECHMOND et al. (iP80) mostraram à presença da

estoeé no fluído semínal dos machos e» verificaram que durante

cópula esta enzima é transferida dos machos para as témeas., Essa

transferência se dá durante os três primeiros minutos de cópula =
o macho requer £4­48 horas para recuperar o nível de ecstoeóé

(RICHMOND e SENIOR, 195411. Apos alguns minutos de cópula, à estes

E transferida para à hemolinfa onde permanece até quatro dias

após 3 cópula C(MEIKLIE et al.. 175980). A esterase &é4 tem sido

elacionada à varias etapas da reprodução. Foi (verificado que

fêmeas que receberam à est­é apresentam uma diminuição no tempo

PIVA LM Novo acasalamento (RICHMOND et al.. : 2 apresentam Wu

sumento na produtividade à i8ºC (GILHERT et al..i?9P61 em MANE et
coment

alas 1753).

HANMNE (et al. (176 mostraram que fêmeas após o

acasalamento com machos que continham à est­é ativa. ETAMm menos
receptiívas na corte que fêmes inseminadas com machos com
esterase é inativa. A reação catalisada pela est­é é a hidrólise

PV

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



do cis­vaccenil acetato produzindo alcool cis­vaccenil. Ambos.

éster ou Ecu rroduto derivado PATECcem atuar como
antisfrodisiacos.

ns esterases 9 e 19 de DD. melanogasters classificadas

como colinesterases não cspecíficas (pseeudocolinesteragses).

POSSUEM grande similaridade com as pseeudocolinesterases (de

vertebrados: com todas às caracteristicas estruturais sendo

conservadas. Devido a essa similaridadefoi sugerido que a est"
E &à& eEst­ib exercem eua tunção de pecsudocolinesterase nos tecidos

digestivos (HEALYT et al. 1771).

O papel das esterases restantes ainda é especulativo. É

provável que algumas das esterases de DU. melanogaster tenham

funções similares à de vertebrados. tanto quanto de outros

ingetos nã função de desintoxicação e dinestivas como à cecst­4,

est­i7, algumas destas com função dupla. Assim

algumas isocenzimas encontradas associadas xo Ovário e goutros

tecidos reprodutivos podem "aequestrar” componentes tóxicos e

impedir sua entrada no ovo (HEALY et al.. 7971),

centradas. primariamente. na herança de variantes de mobilidades

eletroforéticas. Os estudos pioneiros foram realizados em

Irosophila melanogaster por WRIOHT (1743) =» ECCKMAN E JOHNSON
(1764) que descreveram dois locos que apresentaram relação de

codominância entre seus alelos. WEIGHT estudou à esterase é e

EECKHAN e JUHNSEON a esterase­CL. Fm Drosophila melanogaster há
três enzimas adicionais que mostram considerável atividade

enzimática, denominadas esterase à. esterasce E e esterase F Ee que
estdio provavelenmente sob controles diferentes.
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locos são extremamente polimórtficos. TSUNO et àal. £i

&

Fara cestoedó., duas variantes eletroforéticas principais

foram encontradas e atribiíildas à presença de dois alcios

codominantes. Ambos são frequentemente encontrados em populaçãõ

naturais, mostrando & ocorrência de um polimorfismo natural, À

localização deste Joco foi estabelecida à 3ó48 (onidades de

recombinação no cromossomo 3 e mais precisamente. pela técnica de

hibridação in situ nº seção 47 ALi­sAo (EROCUNTER et al.. 179ij.

Dbservou­se que 3 esterase O é controlada por um loco

com dois «leios codominantes no croumossomeo 3. Fosteriormente,

JOHNSON CiPS4) encontrou um alelo nulo recessivo para esse loco,

Um terceiro loco estudado em D. melanogaster é o

referente à esterase­áã., As variações iletroforéticas deste loco

foram inicialmente atribuídas à fatores não oeneticos (CECKMAN e

JOHNSON, 19447, Fosteriormente foi demonstrada à presença de um

alelo nulo com herança recessiva (MIZIGNTY e CASE, 19/71; OLIVEIRA

eo CDRIETRD, 17893).

Em UN, virilis foi demonstrada à existência de dois

1OCcos estruturais Fst­alta E Cstebetas correspondendo

respecêíivamente., às alta e Deta­esterazes (NARISEKE, 12773) Estes

FOI

detectaram 3 presença de 14 variantes para o loco Est­alfa

para o loco Est­beta. Em estudos posteriores: outras variantes

para o loco est­alfa foram encontradas. cujo aparecimento foi

: , “ ; ” : PERA 1 E, :atribuído à recombinação intragênica em fémas heteroazsiootas

CTSDNDO,S 29058)

Em 1. buzzatii foram estudadas as esterasecs | a

respectivamente; beta e alfa­ ceterases (EAST, 1i762). À esterase À

predomina nã bhemolinia e» à esterase 3 no aparelho digestivo
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corpo gorduroso. DD perfil ontogenóético dessas enzimas foi

examinado e verificou­se que ambas surgem na época dá eclosão do

OVO 2 permanecem até que o desenvolvimento do adulto se complete.

Tanto est­il quanto est­2 apresentam uma ampla especificidade &o

substrato: sendo que à est­ji hidrolisa o Penaftil acetato em

Maior taxá E à est 8, O iqtnatftil acetato. Os locos Cet­i e Este

estão ligados à inversões que ocorrem no cromossomo 2. em

ropulações australianas; estando dentro ou adjacentes à estas, E

apresentam um forte dessquilíbrio de ligação (KNICÊ et al.as

FOZ)

DIuplicações e ltocos esterásicos foram observadas em

Drosophila. Csterase­s 5 em à. mojavensis e DU. arizonensis; são

supostamente produtos uma duplicação gênica. fLesesz genes

distam um do outro €;,16 unidades de recombinação e diveroiram

consideravelmente após a duplicação. DO loco para esterase 5

ativo durante todo 6 ciclo de vida e aparece em alta concentração

na hemolinfa 2 corpo gorduroso. DD loco para esterase 4 é ativo

somente no estádio larval e é concentrado principalmente no

exosesqueileto CAOURDS et als 1998). Dm estudo utilizando

anticorpos contra eestbedo e BEI. mostrou 31 gu reação

imunológica cruzada; mas existe pouca diferença na composição de

aminoácidos entre essas enzimas, e suas sequências N­terminais

são idênticas; mostrando claramente sua orioem comum (FEMN et al..

A análise molecular do BGNÁ cenômico que é adjacente ao

gens que codifica » esterase é de à. melanogastera mostroyw um

segundo gene. estef. identificado como uma duplicação em tandem

de est­ó. que é transcrito somente no final do estádio larval.
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Esses genes mostram 420% de similaridade na sequência de DNA

ICOLLET et al... 17976 em HEALY et al. 1994), Assim, foi suecrido

por HEALY et al. (1791) que à organização oenôómica dos oenes

esterásicos em LLrosophila rode ser similar ao padrão de

"ciusterização” encontrado nos mamiferos.

O desenvolvimento de um organismo é caracterizado por |
mudanças em seu metabolismos refiexo de alterações nã expreesão

gênica. Desta formas à análise de diferentes sistemas gene»

Enzimas, durante à ontosenias revela nmudariças metabólicas

nDeorrendo devido à regulação e modulação da atividade do aens.

Uma vez que au esterases de um determinado Organismo
compreendem um conjunto de enzimas sob controles genéticos

diferentes: essas cesterases podem ser expressas diferentemente

durante 3 desenvolvimento desse organimo. Cm Drosophila. algumas

esterases se mantém durante todo o desenvolvimentos como por

excmplos à est­S de DO. mojavensis (ZOUKOS et al, 19892); às

esterases­ii e 2 de, buzzatii (EAST. 159828); enquanto a«loumas

ESterases aparecem em determinados estádios de desenvolvimento,

aumentando nu diminuindo seu nível de atividade nas fas

seouintes. Aljumas esterases apresentam seu máximo de atividade

nos estádios larvaisa como à est­4 de D. mojavensis C(CZOUROS et

alas 190RIA 2 estl de D. mulleri e D. arizonensis (CCERDON, 19858)

E Outras apresentam seu máximo de atividade na fase pupal. como 3

esterase­F de DD. viíirilis (KOROCHKIN et al... 1774), Exemplos de

esterases exclusivas de adultos são as est­i, eobte3, está
esteio de DD. mulleri e UU. arizonensis CCERDON, 17953),

Lima, análise comparativa dos padríiho: de esterasc.

durante o desenvolvimento, entre DD. mulleri e 1. arizonensis
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constatou (diferenças no tempo de expressão dae locos considerados

homóloaos. Como exemplos citamos à est­8 encontrada em larvas de

primeiro estádio em D. arizonensies. e detectada somente em larvas

de segundo estádio de DN. mulleri CCERON, 17853)

Já cruzamentos envolvendo estoques de DD. virilis.a |
portadores de diferentes alelos. mostraram haver diferenças entre

o tempo de expressão do alelo materno e paternos onde o materno é

| o Primeíro 3 se manifestar (KDREDNDCHKTIN et ala. 17/74:
Desde 3 introdução da técnica da eletroforese nº |

nenética de populações, à neutralidade ou seleção de alozimas tem

sido debatida entre os qencticistas. dim grande parte dos

trabalhos com espécies de irosophila: como UL[., pssudoobscura

CPRAKASH et al. 1969); DD. ananassae  CJOHNSON, 19/74), LD.

willistoni (AYALA et al... 1970) foi encontrado um padrão uni forme
de frequências gênicas, que seus respectivos autores atribuiram &
existência de seleção balancesadora, mantendo o polimortismo

| observado.
Em %. pseudoobscura; o loco Est­l foi. inicialmente

considerado ausente de pressão seletiva (CrTAMAZAOKI, 1971 em

ARNASON, iS58). Esse resultado foi contestado por SRNASUON (8988),

que moStTOU que s loco está sujeito & uma

balancesadora. Uma comparação estatistica da frequência

do loco Est­L4., em populações de 1, psedoobscura:; prevista

com fase no modelo neutro. sugeriu que 2 distribuição dos alelos

desviam da neutralidade em direção à seleção purificadora (KEITH,

Em O. buzzatii & frequência oenotípica de alouns

locos enzimaticos,. incluindo as esterases, tém mostrado
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SOC ÍiAÇão significante com GMT OTIAnisnmos, medida pela
variabilidade do cacto utilizado (BARKER, 17882), Fêmeas de

diferentes genótipos Most ram seleção de habitat para local de

oviposição, facilitando à& manutenção de polimorfiemo caenético,.

Essas e outras associações com variáveis do cacto indicam que

seleção natural está afetando à& frequência de alozimas e.

portantosa BUgere heterogeneidade ambiental f: seleção

diverseificadora como um qmecanismo parãa & manutenção de
variabilidade genética CGARMKER et al... 1955).

x à evolução orgânica ocorre por meio de mudanças nas
frequências gênicas:s, ao loneo do tempo. Fesas mudanças podem ser

melhor estudadas comparando + constituição genética de populações

que apresentam variados araus de separação evolutiva.

À eletroforese tem se mostrado uma técnica importante

no estude de enzimas e outras proteínas de diferentes populações

OU espécies. no sentido de verificar mudanças na constituição

aênica., Com o aprimoramento desta técnicas tem sido possível

detectar diferenças minimas entre proteínas, antes não

detectáveis. Citamos: como exerpio, URIGHT CI98ESD) ue.

utilizando gel de amido, detectou 109 bandas com atividade

esterágzica em D. melanogaster. Já HEOALY et al. (17991) usando uma

combinação de al de poliacrilamiída e focalização isoelétricar,
uv
Í

detectaram 282 handas diferentes na mesma espécie. í
mata

A análise comparativa de enzimas e outras proteínas em

Vários gqrupos taxonômicos de plantas (por exemplo, VASGSEUR et

al.s Soo: KIDAHOI et ala, 177803 e animais (por exemplo. FPANHI Ss

KHUNA­DUKHSH., 197960: MILLER e NOVAK, 1780) tem sido usada para

estudar problemas evolutivos e taxonômicos. |
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fa análise da similaridade Dioquimica 2 de diferenças entre
ESPÉCies pode proporcionar dois tipos de informações. le um lado;
tais analises podem ser vistas como um simples critério

taxonômico adicional; e aesim podem ser importantes auxiliares

para distinguir entre qrupos taxonômicos. particularmente quando

a similaridade morfológica é grande. Ge cGutro lado; e mais

importante, tais análises proporcionam um meio de calcular

quantidade de mudanças genéticas que ocorrem em um unico loco,

durante 3 evolução. que algumas informações morfológicas não

podem proporcionar sozinhas (McREYNOLXOS,; 15687). )
[somnson et al. (1944) estudou esterases. com base na

especificidade ao substrato e na inibição e ativação da enzima

pelo ilcool, em várias espécies do gênero Irosophila e verificou

UE E diferenças observadas entre as espécies et ão

correlacionadas com o estabelecimento de categorias taxonómicas. |
Diferentes numeros e tipos de alelos foram verificados

entre espécies relacionadas. tais como U&. americana, U.

novamexnicana s 7). virilis (CHERETHOLOS. 1747) 2 entre U.

pscsudoobscuras 1. persimilis = D. miranda (COEES e FRAKASHa

PTE

e análise das alfa­csterases em ÉÀ|., borealis., WD.

flavomontana = DD, montana mostrou à presença de 4a doe 3 locos,s
respectivamente; para cssas enzimas. Baseado na hipótese de que

o 4 CS ES 1icgoS Originarameese por duplicação,

preporcionou evidências que NU. borealis e D. flavomontana

derivam «de D. montana. como indicado por outros estudos (LHAKEKR,

TOS)
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| poLYAKOVA E KOROCHK IN C1TOG4) analisaram

comparativamente, as mudanças no padrão de esterases em várias

espécies de Irosophila do grupo virilis. Foi verificada grande

similaridade entre espécies do mesmo Cphylad" e diferenças

maiores entre espécies de "phulade" diferentes. O "phuelad"

“virilis difere do “phylad"” montana; por apresentar um menor

número de pandas com especificidade para o betasnaftil acetato;

ror possuir esterage pupal e por diferenças nã intensidade de

coloração. |
ud

[e objeto do presente trabalho E€é & superespécie

Drosophila serido (ciuster buzzatii.s complexo mulleris subgrupo

mulleri, IYUPO repleta). Irosophila serido encontra­se
difundida na âmérica do Souls distribuíndo­se pelo EBrasila
Grcentinas GFolívia e Faraouai. No Brasil tem sido encontrada nas

castingas. dunas. campos rupestres 2 em certas partes do pantanal

matoorossense: enquanto que na áAraentina;s Colíivia e Paraguai é

encontrada nas bordas do chaco (VILELA et al.. íiv360: CERE et al.»s

áToes RUIZ et al... íVOR: VILCLA et al. 173) Drosphila serido,
descrita por VILELA e SENKC (147772). assim como muitas espécies do

arupo repleta: utiliza o cacto em decomposição como alimento e

local de oviposição (FEKEINA et al., 1980). Admite­se que este

Tato tenha rermitido ao arupo « que pertence 1. serido ocurar

nichos ainda não explorados. oferecendo condições para uma rápida

evolução. às exigências ecológicas dos cactos. como tipo de solo

e umidade, têm permitido deduzir sua distribuição no passado &

conhecê­la nas condições atuais.

Conforme revisão em LG11Z70 (i97890)., existem fortes

evidências de uma recente glaciação conhecida como War­Wisconsin.
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Esta glaciação tornou o clima no hemisfério sul mais frio e seco

entre i2º.000 e 10,049 anos atras; havendo então uma expanséo das

regiões csemi­áridas com à presença de cactáceas e provavelmente

de LN. serido. Com o final da dlaciação., houve um aumento da

umidade: fazendo com que à especie em estudo ficasse restrita

regides que parmaneceram secas. separando­se em vma séris:

populações alopátricas.

A distribuição em populações separadas, faz de

4. serido um importante material no estudo do processo de

especiação. o estudo das caracteristicas morfológicas,

citogenóticas. ecológicas > reprodutivas dessas populações

indicou à existência de uma diferenciação osocoaráfica: levando

talvez ao surgimento de um grupo de espécies diferentes. Hoje 33o

duas às espécies descritas na superespécie 1. servido: U. serido e

UU. koepferae descrita por FONTOEVILA et al. (1958).

Nos estudos da morfologia do aparelho genital

masculinos foi verificada à existência de 4 tipos de edeagos

(SILVA 19504 e SILVA e SCWE, 19941), DO tipo “AÍ ocorre na parte

do Erasils desde o Ceara até o litoral do Rio Grande do

DD tipo “EU ocupa à diagonal caatinga­pantanal matogrossense.

tipo "C"” ocorre conjuntamente com o tipo "A" na Serra do Cipó­

MG. DO tipo “0” tem distribuição que vai do interior de São Faulo

a parte leste do chlaco aroentino. O tipo "E" ocorre ao leste

do chaco argentinos já nas encostas dos Andes.

Também foi verificada uma diferença na coloração do

corpo = testiculos de machos procedentes de diferentes
localidades. Na linhagem ATÉ, proveniente de Minas Gerais

Brasil: à coloração do corpo tende para o preto o testículo
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apresenta Mermelhosescuros: enquanto que na linhagem ESSO

proveniente de Tápias Tucumaim na úroentirnas Oo corpo tende para o

Marrom f­ o testículo é alaranjado C(MARICRAVAZEZL,

FONTOFUILLA et al... i788).

Quanto aos rearranjos cromossômicos, às populações de

DU. serido foram divididas em quatro tipos CTOST, 1780: TOS

SENE, 1789), O tipo II é encontrado nas linhagens 477 (Cafarnaum­

H Fa)LãIC Alb, BEST e E3D (as três de Milagres­BA). D tipo IX

encontrado nas linhaoens ES (Fuerto Tirol­ Áracentina) e BIZ

(Resistencia ­Argentina). D tipo II é encontrado em Bee (Tapia­

Aroentina) e Gê (Famatina­fArgentina). O tipo IV é encontrado em

Ai?v CIbotirama­BA). ADS (Bella Vista ­Paraguaild., 55 (Cela Vista»

65). AÇO (Cardeal Mota MG). R47 (Rarreiras­DA), BS  (Ibotirama­

GA) e ES? (Petrolina Fic.

Nos estudos de cromeóssomos metafásicos. foi verificada

a existência de seis tipos diferentes de cariótipos.

principais diferenças referemse à quantidade e ­distribuíção de

blocos heterocromáticos nos microcromossomos e LD Y COMMEO TO Ts

sexuais (FAITMAI et ald., 17839). O tipo 1 inclui às linhaoens EUS

(Paulo Afonso BA). ES3 (Milaores­En), ESS (Fetrolina­FE);

CEhotirama­ CAs. BASSO (Harreiras­Bh),., EX?  (Carivanha­LA.

(Cristalina­6DO) e ASS (Kela Vista HS). O tipo II ocorre «penas nã

Serra do Cipó­Mi. O tipo IL foi encontrado no Arraial do Cabo­RJd

(BSY)., O tipo IV foi encontrado em FPeruíbe­SEFE., O tipo UV ararece

em ituésSlto e Puerto Tirol: Chaco argentino. DD tipo VI ocorre na

marocm oeste do Chaco arsentino.

di uma comparação das handas dos cromossomos

políitênicos nas glândulas cassalivares das linhagens Bol
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(CArgentina> e ATSES (Brasill mostrou diferenças na região

proximal dos cromossomos &. 3 e XxX (MADI­RAVAZZI, Í788),.

QGuanko ao isolamento reprodutivos foram realizados

cruzamentos envolvendo 414 linhagens isofêmeas: e verificada à

existência de diferentes niveis de isolamento. com base nos quais

linhagens foram divididas em quatro orupos: o grupo 1 ue

compreende as linhagens 2S3 e BS3, oO grupo Il. às linhagens BS%.

Ai? L[A7Q, EZVZ/2 ADO E DOÍiz O aruro 111, as linhaosens AVS, ESSO

BSS no grupo IV, somente ES e o grupo V, por B2SG6 e BO8 (DOIZZO,.

17839). HAUI­KRAVAZZI (17088) analisou as linhagens ATE (Minas

Gerais — Brasil) 2 ESGONO (CTápia — Argentina) e “verificou que

apresentam mecanismos de isolamento pré e pós­zigóticos.

Presentemente estão sendo analisados outros marcadores

para cestudos dessas populações abranoendo os padróce de som de

machos na corte (NATHER et al... 172951), análise morfológica da

genitália masculina por técnicas de moritometítria multivariada

CTINON=­SKLORKRZ e GENE, 1771); do comportamento sexual) CHORARO:
19953, da sinapese cromossômica nos híbridos e de algunas aspectos

do isclamento reprodutivo (MAGGI RAVAZZIY E RICUVNO, Íí791),.

No presente trabalho foi realizado um estudo dos

padrões de csterases de linhagens isofêmeas da superespécie 3.

serido = de alguns híbridos, objetivando obter informações sobre

diferenças ao nível gênico existentes entre elas. Gssim, seriam

acrescentadas. aos marcadores já existentess utilizados para

estabelecer o oaorau de diveroência evolutiva entre ropulações

dessa superespécie., evidências bioquímicas com o mesmo fim.

hibridos foram utilizados para facilitar o estudo ocnético

bandas GEterásicas X pava detectar Po Ííveis MBC AL E MDS
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regulação gênica

quanto ao padr do

Irosophila buzzatiis.

pertencente &o

borborema, espécir

de

mesmo

6

operando seu controle. — Foi incluída nesse
eestudo; com a finalidade de comparação por já ter sido analisada

C(EASTA 18998) oma linhagem de

Ecspécie próxima de Drosophila serido &e

"cluster". no qual se inclui também D.

endêmica do nordeste brasileiro. .
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II. HATERIAIS E MÉTOLOS

1. As Linhagens

No presente trabalho foram utilizadas oito linhagens

isnfêmeas pertencentes a três espécies diferentes . sendo cinco
de LD. seridos duas de DD. koepferae e uma de À. buzzatii. Escas

linhaocens foram cedidas pelo Frof. Nr. Fábio de Helo Sene;, do

Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de ftibeirão

Preto, Suas procedências e códisos são mostrados na tabela 4d.

as figuras e tabelas. às linhagens R74, ATSPX e ASSTLAA são

referidas cemo Euz,. A97E e f4ãd; respectivamente,

2. Manutenção em Laboratório

As linhagens Toram quantidas em laboratório em

" quoCe contidas em garrafas de DOStemperatura coonstante de 2a x 3º

ml. Essas oarrafas possuiam no seu interior uma mistura de meios

de bananys e cacto. na proporção de iz21i, preparados com os

seouintes componentes:

as Meio de hanana

D69 a de banana nanica descascada e moida

25 ml de melado (1 kg de açucar em 066 al de águas

deixando­se ferver até o ponto de melado)

iv og de fermento Fleischmann

O o de ágar­ ágar

Dom ode ácido propiôdnico
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Tabela 1. Código e procedência das linhagens isofêmeas de
Drosophila seridos PD. koepferae e D. buzzatii,
estudadas no presente trabalho.

LINHAGEM PROCCDÊNCIA

Drosophila serido Petrolina ­ PC Brasi]

Ibotirama + BA Brasil

Bela Vista ­ HS Brasil

Serra do Cipó ­ MG Drasil

B31D1 Puerto Tirol/Chaco Argentina

Drosophila koepferae  BooDºe Tapia ­ Tucuman Argentina

B2SD7 La Rioja Argentina

Drosophila buzzatii Buz (R74) Cafarnaum ­ DA Brasil
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— O nl de solução alcoólica de nipagin às

­ 1609 ml) de áoqua

Meio de cacto

Dade ágar

SA og de fevrvaento fFleschuiann

SG bananas amassadas

10 ml de ácido propiônico

cd ml de melado de açucar

id ml de solução alcoólica de nipagin à 7%

so90 ml) de purê de cacto

iGeo mt de águs

O cacto utilizado foi ODOpuntia ficus­indica do tipo

palmado., Fara sx obtenção do purê. o: cladódios são cozidos em

águas. batidos no liquidificador é o material resultante é em

seguida autoclavado,.

3. Obtenção de Moscas para ânálise Intralinhagem

Aros o&o repique (transferência do estoque MOoSCARE

para meio de cultura novo). realizado 3 cada 20 dias. às MOSCA

recêmocenaccidas eram coletadas. separadas quanto EENXNO

transferidas para. tubos contendo meio Danana­scacio,s onde

PETITANECÍIAM até comeletarem 49 dias de idade. Então eram

analisadas individualmente ou congeladas à SET, para análise

posterior. Tomou­se o cuidado para que o tempo de conaelamento

não ultrapassasse UM Mês. prazo em que os resultados da análise

de moscas frescas e conaeladas não diferem.

Ah
AVAVAY

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



4. Obtenção dos hibridos

Os litbridos foram obtidos por intercruzamentos das

linhagens duas à duas. Os cruzamentos para 4 obtenção de híbridos

foram realizados em garrafas, utilizando­se 19 à 14 casais de

sete dias de idade, obtidos da forma já descrita para análise

intralinhanem. firos 19 dias do cruzamentos os pais ETA

transferidos para uma novas garrafa. Os híbridos evam retírados

darrafas & medida em que nasciam. E analisados

individualmente com 16 dias de idade.

3. Freparo dos

O aci de poliacriiamída: usado neste trabalho, É

formado por uma reação de polimerização entre a acrilamida e

COMmon ônmerso de ligação cruzadas à bisacrilamida Nx

metilenobisacrilamida). transformando­se em uma cepécie

“malha” por onde passam as proteínas. Uma variação no tamanho dos

poros existentes nesta malha pode ser obtida medificando &

proporção acrilamida/bisacrilamida que determina 3 porcentagem de
ligações Zadas OU Variandosee à concentração do sel.

presente trabalho, oe qgéóis foram preparados à 16% de concentração

(TX) com 2D.óX de ligações cruzadas (CX),

As csoluções & tampúées empregados foram adaptados dos

trabalhos de DAVIS (1944) e LACHMMLI (1979), Fazem parte dos o6éis

03 sesuintes componentes:

Ah
AVAVAY

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



Solução aquosa estoque de acrilamida/bisacrilamida, preparada

com 34 q de acrilamida e 9:8 9 de hbisacrilamiída dissolvidas em

água em um volume final de 166 ml. Cesa solução é mantida em

aeladeira, em frasco escuro,

Fampãéo do 3sel (7,5 X concentrado) obtido com tris à sa5 Kh

ajustado a rp O8.80 com HCl sh. leve ser mantido em frasco

ESCUTO.

Selução aquosa de rersulfato de amônio à 24 (recém­preparada).

DE persuifato de amônio em pó deve ser armazenado em

dessecador para evitar sua hidratação.

TEMEU (Ná, Nº Ni. Nº, tetrametilenodiamina) com aproximadamente

POX de pureza. este deve ser o último componente adicionado à

solução: dando inicio à polimerização.

Ds componentes c e d atuam como catalizadores da reação

rolimerização.

Us volumes de áoua e demais componentes utilizados para

oO preparo dos géis à 10% são o5 seguintes:

AgGua is.O m)sm eme eme emo emo som enre aem 1ms vam nm nem ema sera emo emo ever sore memo ane som same ama suma mama ane som

Tampo do gel C(C7.49X) pit S.9 o culósos ml

Solução de acrilamida/bis, 8 mm)

Fersulfíato de amônia à OX canE IA rm)

TEMER rs e mo ss sm nin sim É MA

De gqéis foram poliíimerizados entre duas placas de vídro

de jiUxNIÍ7X0,5 cm. fis placas eram presas por garras com um . espaço

entre clas formado pela introdução de espaçadores de acrilico.

com um milimetro de espessura. colocados nos lados e no btordo

inferior. Fara à vedação. colocava­se uma camada de vaselinas. com
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PAISLo

O auxilio de uma seringas. entre o: espaçadores., Uma das placas

apresentava um recorte com dois centimetros de profundidades: no

qual era adaptado um penta de acrílico. com 14 dentes, para

formação dos poços de aplicação das amostras. O espaço entre

placas era então preenchido com à solução de polimerização.
conjunto permanecia, entíios, rpror 39 ninutos no escuro para

formação dos géis, anós O que, O pente e o espaçador inferior

Eram retirados e às placas eram dispostas; na posição vertical,

em uma cuba de acrilico, com o auxilio de quatro garras. D modelo

da cuba possibilitava à adaptação de dois conjuntos de placas ào

Mesma tempos permitindo à análise simultáncea de 283 amostras.

Ss. Freparo das Amostras e Condições de Eletroforese

Moscas com 19 dias eram maceradas,. individualmente; à

ºC em nO 0) a DO ul do tampão de amostra (CTris 0.1 HM pH 8.6.
contendo glicerol a 16X) 2» em seguida centrifugadas à COS rpm,

por três minutos. Era utilizado. para cada amostra; um volume de

16 a 128 ql do sobrenadante, Ápoós à» aplicação das amostras, Os
I96is eram submetidos à& eletroforese por três horas e 1% minutos,

a. uma voltagem constíante de 888 NV, utilizando­se para o
precnchimento dos compartimentos superior e inferior da cuba, um

tampão Tries­glicina G.i M pH D.a3.

7. Tratamento dos Géis para a Identificação das Esterascses

O procedimento empresado para permitir à identificação

das bandas com atividade esterásica., nos góêis., foi baseado nos
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“métodos de coloração descritos por JOHNSON et al. (1968)

STEINER e JOHNSOM C12973) qumdilicados por CERDH (ií755I, Fara isso

o% néis eram pré­incubados por 3€ minutos, à& temperatura

ambiente. em placas de Petri contendo SE nl) de tampão fosfato

.i HH pH éd.0. 6 senuira, o tampão era retirado e adicionada

solução de coloração constituida de 56 ml de tampão fostato O.

H PH é:;8 conterido 18 ma de beta­natftil acetato e 120 mo de alfa»

nartil acetato (previamente solubilizados em à ml de acetona ou

metanol), ós2 mo de Fast Glue RR e O ml de Nºoprepanol. GAúpós &

coloração por uma horas no escuro = à temperatura ambiente, às

esterases eram visualizadas nos o6éis como bandas de coloração

preta ou vermelhas indicativas da presença de 31ia => beta

esterases, recpectivamente., Após à coloração, os a6éis eram

tratados com 124 ml) de uma solução de descoloração contendo

alcontl etílico comercial), ácido acético e água na proporção de

Por 14 a 483 horas.

S. âiAnálise da Especificidade ao Substrato

Para análise da especificidade àos substratos

Pesterases. os qéis foram submetidos 3 diferentes «soluções:

corantes,

OD.1i. Freparo das amostras e aplicação no gel.

Uma qrmesma amostra era preparada de modo à permitir

quatro aplicações no gel. Esta era constituída de quatro aoscas

adultas (machos) maceradas em 190 1) do tampão de amoctra,.
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À aplicação no gel era feita de modo 3 possibilitar

obtenção de auatro conjuntos exatamentes iouais de seis amostras.

referentes à seis linhagens diferentes. Cada 921 possuia dois

conjuntos que, arós à corrida e antes da coloraçãos eram

separados.

8.C. Teste de coloração

Fara o teste de coloração foi realizado o procedimento
normal, diferindo somente nas proporções de substratos das

soluções de coloração, que era diferente para cada conjunto de

amostras. As quatro soluções continham às seguintes quantidades

de substratos (adicionadas à SS mil de solução contendo Fast Blues.

aguá destilada e propanol nas concentrações usuais):

na. O:,65 o de alfaenaftil acetato

gde bhaetasqnafttil acetato

9 de alfa nafitil acetato e 0,92 q de beta­naftil acetato

9 de alfa­nattil acetato e G.604 gq de betasqnsaftil acetato

Secagem dos Géis

secagem dos aéis foi baseada no método de CERON et
inicialmente o3 géis eram mantidos em uma solução de

ácido acético à 7,5X e glicerol à 10% por duas horas. Em seguidas
eram banhados numa solução de gelatina comercial 3 EX. prensados

em um bastidor entre duas folhas de papel celofane e deixados é

temperatura ambiente por três à quatro dias para à secagem. Por

este procedimento os qdéis desidratam., transformando­se em uma

Tina película entre as folhas de celofane que são recortadas e
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guardadas para 3 analiEX

19. ânálises Cstatisticas

id.1i. Teste t e GQui­quadrado

Para comparação da variabilidade de radróes entre

machos e fêmeas, foram aplicados o Teste & xe,

Mara analise pelo teste t;, Toi calculado o EF para

machos e fêneas de todas as linhagens. onde:

nº de padrées encontrados
f s..

nº de individuos analisados
|

e aplicada à transformação “angular de Fisher" ( arc sen VE = O),

TUE normaliza dados percentuais ou proporcionais, e estabiliza à

variância.

10.2. Índice de Similaridade (18)

O indice de similaridade, utilizado neste trabalhos

por WHITNEY et al.inicialmente

foi

utilizado CATPEDI para UM

comparativo padrão de proteínas em quatro tipos de fungos.

como um carater taxonômico.

estudo

do

O IS no presente trabalho. foi calculado da senuinto

POVTHNA?:

Nº DE PARES DE BANDAS SIMILARES

DE DANDAS DIFERENTECS + Nº DE PARES DE BANDAS SIMILARCS
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19.3. úAnálise de Dependência CANALEF)

à análise de dependência é uma técnica geométrica para

o estudo de aescciações entre linhas e colunas (neste caso entre

bandas esterásicas e linhagens. respectivamente) de uma tabelas de

classificação cruaada. Neste trabalho & tabela

porcentagens de ocorrência de cada banda esterásica para cada

linhasem (89 X 8) (tabela O, ver apêndice).

DO método ANADERS, segundo CORNIEIRO (1957) é. em linhas

serais: 6 ecouninte: cada linhagem. vieta como um vetor das

proporções das bandas esterásicas nela encontradas. é um ponto

ino sentido acométrico) no espaço reali de dimensão 2%t da mecema

forma cada banda esterásica., vista como um vetor das proporções

das linhaoens em que ela é encontrada, é um ponto em um espaço de

dimensão oito. Teremass,. entíão, no espaço de dimensão 2ê, uma

nuvem de cito pontos, cada uma representando uma linhagem, E no

BUEPDAÇO de dimensão DO. uma nuvem de 0 pontos, cada Ui

representando uma banda esterásica.

Dadas estas configurações de pontos, o método proóocuva

usando técnicas matemáticas adequadas, direções nos respectivos

espaços onde estão as linhagens (dimensão 28) e ande estão as

bandas (dimensão 8); que disponham para o observador aqueles

Dhbjetos ou pontos Clinhagens e bandas) o mais dispersos pos
Isto é. nas direções mais favoráveis para ec enxsergoarem os pontos

Clinhagenta por cxemplos no sentido de que eles fiquem 5 mais

afastados possivel um do outro,

Cada direção é um fator de dependência e estes são

Ordenados pela ordem decrescente das sus dependências (medidas de
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quantidade de espalhamento dos pontos ao longo de suas direção

espaço correspondente). O fator de dependência (FTÍ)

portanto. aquele que tem 3 maior dependências fator de

dependência PE (ET) é à segunda maior dependências e assim por

diante. Cm cada espaçõ. à dependência de cada fator > 3 mesma de

correspondente; na ordenação no outro espaço. À dependência

total É à soma das dependências de todos os fatores e é iais

informativo apresentar estas não em valores absolutos, mas como

centuais dá dependência total. Com testo representamese às

importâncias dos fatores de dependência: em função dos

percentuais da dependência total explicadas.

G número máximo de fatores & & menor das duas

dimensões. Neste trabalho é oito. Quando as categorias cruzadas

(linhagens X bandas esterásicas) não possuem associação. então; à

dependência. 2 nula e. consequentemente. não há fator de

dependência. Mas, quando houver associação nã tabela, auanto mais

forte fora qmenor numero de fatores se encarrega de explicar um

percentual maior de dependência tetal, m bom PpERTA

interpretação das associações existentes na tabela. que poucos

fatores cxpliquem & maior parte da dependência.
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III. RESULTADOS

Um total de 3 bandas com atividade cesterágsica foi

encontrado em 8478 indivíduos analisados. das oito linhagens

isofêmeas., FEFseas bandas foram diferenciadas pela sua posição no

gel: que se refere à mobilidade eletroforética., e quanto ao

padrão de coloração que reflete sua especificidade so substrato.

À distribuição destas bandas entre as linhagens. sua numeração,

padrão de coloração e cspessura estão mostrados, de forma

esquemática. nº Figura 1.

i. Fosição das Eandas

hn posição das Landas com atividade esterásica foi

estabelecida por meio de uma análise essencialmente comparativa

entre às linhagens. fdússima ae bandas de uma linhagem eram

determinadas em relação à posição das bandas de outras linhagens.

sempre comparadas quando presentes em um mesmo o6el; à fim de

evitar o erro devido à pequenas diferenças nã velocidade

miaração de um ael para outro.

A Numeração das bandas foi feita à partir da

extremidade anódica do qael. Bandas que apresentaram à mesma

velocidade de mioração., mas padrées de coloração diferentes,

foram numeradas diferentemente,

CS. Variação das Candas auanto à Coloração e Espessura

As bandas apresentaram variação quanto à cor (tons de
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ERES BANDA (3
mesm BANDA &X

BANDA X­(3

Figura | ­ Bandas de esferase (1a 43) encontradas
em machos e fêmeas das linhagens
analisadas.
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preto ou vermelhos sm função do substrato hidrolisado); quanto E

intensidade de coloração (mais escuras ou mais claras) e quanto à&

BPSPEsSSUra.

Quanto à especificidade ao substrato. as bandas Toram

divididas em três grupos distintos. Um primeiro grupo foruado

pelas flandas beta, que hidrolisaram preferenciailmente o beta­

nãaftil acetato e apresentaram vma coloração «vermelha, LL

outro orupo constituído pelas bandas alfa, que hidrolisaram o

altfaq­naftil acetato e» apresentaram uma coloração preta 2 o ultimo
oruros constituído por bandas que aeresentaram uma coloração

intermediária entre o vermelho 2 o pretos indicando que essas

bandas não estão envolvidas com uma hidrólise preferencial frente

aos dois substratos. se Dandas alfa­beta.

Na figura 8 é mostrado o comportamento das bandas

utilizando soluções da coloração contendo diferentes

concentrações dos substratos Na Tfioura Da às amostras foram

tratadas com solução corante contendo somente alfa­naitil

acetato; em dh. contendo somente betsagtnaftil acetato, em cc com

alia e beta­naftil acetato na proporção de 2:1 e. em dd. com 55

mesmos componentes nã proporção de i:0d. . mesmo conjunto de

bandas presentes em 2a foi obtido em 1º 2 2d. permitindo conciuir

que todas às bandas correspondem à esterases que hidrolisam o

aliacnattil acetato. Cntretanto, nem todas as bandas presentes em

DR ; presentes em Ph. Aldumas. és vezes Aparecem com uma

coloração muito claras. como ae bandas 2. 1%, 46, 15 2 ió., Já as

bandas que ocorreram com exclusividade nos machos e que nã finura

O estão representadas peias bandas DB (Ciinhagem AJFGELZ)I, DO

Clinhagem GO7GÍiío 2 19 e PA (linhagem EBSSDD) não foram detectadas
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Figura 2 a­d. Coloração das bandas usando diferentes soluções. a.
0:05 g de alfa­naftil acetato. b., 0:05 9 de beta­naftil
acetato. c. 29:04 g de alfa­naftil acetato e 0;02 g de
beta­naftil acetato. d. 0;02 g de alfa­naftil acetato e
29:94 9 de beta­naftil acetato. Cm todas as colunas
foram utilizados machos na seguinte sequência:  BCODL
(coluna 1), A9PSTI (coluna 2);s Duz (coluna 3); BS9G1
(coluna 4) e ASSFPii (coluna 9) e BILD1 (coluna é).
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em Ph. Má figura Cha 3 banda 143 aparece fracamente corada em

todas às linhaeens. exceto em AGSSFii. nã qual pode ser vista

nitidamente. Em outros géis. porém, soubaetídos somente ao neta»

naftil (acetato. & banda 13 apresentou­se bem corada. como nas

linhagens COSSZ e AFÉFO.

Nas finuras dc e cd podemos notar deis tipos de bandas.

Um tipo é constituído por bandas que apresentam sempre o mesmo

padrão coloração: independerntemente da concentração dos

substratos. Auvuis (incluemese as bandas 07 2 314 que hidrolíisam

preferencialnente o heta­naftil acetato, mas, que nã ;ausência

deste. participam da hidrólise do altassnaftil acetato (figura

Da): às bandas <q«usentes em cb que hidroiisam somente o alfa»

ia FEI acetato e as Bandas 17, OO, Di e 14 da linhagem Euz e a 44

da linhagem ATFEOFS que hidúrolisam preferencialmente o alfasneafitil

acetato, ND outro tipo é formado por bandas cuja intensidade de

coloração é dependente da concentração dos substratos. sendo mais

escuras quando o alfasnaltil está em maior concentração e mais

vermelhas quando o beta­naftil está em maior concentração. Neste

caso incluaemese as bandas mais anódiícas dC. 3. da Ga 7a Doe 1d

as bandas centrais 2, 24 e CO.

Mesmo quando à mesma concentração de substratos foi

utilizada. de modo geral. observou­se variação na intensidade de

cor de uma mesma banda entre diferentes individuos de uma mesma

linhagema provavelmente reiletindo diferenças ana quantidade de

ENZÍimas rresente. Em algumas linhagenta algumas bandas
apresentaram. constantemente. uma coloração fraca. Exemplos deste

caso são as bandas 4 e 7 nas linhagens GGI04 e AGEFIA, às

127 em Bus e GOSN7Z., a banda Di em Buz. 204 em EBUSDZ,
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ESSBOS,. DORSEDZ,  ADUTAS ão 3 oe as pandas 127 e 34 nã linhagem

AFEBES., Essas variações na intensidade de coloração poderão ser

vistas nas figuras correspondentes aos qóis (figuras é. 7 e 7

A variabilidade na cespessura das bandas apresentou­se

geralmente. relacionada com à intensidade de coloração. isto

bandas mais fortemente coradas eram mais espessas. Entretanto,

algumas Dandas apresentaramese, frequentemente, mails espessas,

independentemente da intensidade de coloração. como às bandas PS,

31. Dá e 37. Já às bandas 38 e TS. caracterizaramese por seres

delaadas, de aspecto semelhante à um traço.

3. Variabilidade Intralinhagem dos Fadrões de Esterases

ara facilitar à análise da variabilidade existente

dentro de cada lirhanem; & padrão de bandas de cada individuo
analisado foi esquematizado e. 2 partir desses dados. construída

a tabela D.

Nã tabela &2& são mostrados os números de individuos

analisados de cada sexo. de padres observados e de individuos

que apresentaram om padrées mais e menos Ffrequentess em cada

linhagem.

Cie machos de todas às linhavens, exceto Euzs

esentaram variabilídade maior que as fêmeas. Isto pode ser

”observado cspecialmente nas linhagens BESYZ, ROI101 e AVUUM O. onde
DxoO número de padres encontrados nas fêmeas 2 da ordem de 2 à»

VEZES MENOTY Jq9UE EM EEuUs respectivos nachos. Grande parte ESSA

Ah
AVAVAY

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



Tabela 8, Variabilidade dos padrões observados intralinhagem. À
frequência refere­se ao número de indivíduos portadores
dos padrões.

PADROES

MACHO
umne —— .— te... —  —— .a..———

LINHA­ TOTAL DE TOTAL FREQUÊNCIA TOTAL DE — TOTAL FREQUÊNCIA
CEM FENCAS DE MACHOS DE

ANALISADAS PADROES MIN ­ MAX ANALISADOS PADRÕES MIN ­ HAX

BceD2 35 14
B25D7 42 4
DatDi 49 5

d55 38 15
85701 33 15
85003 45 7
A95 39 8 48 15
Buz 40 14 42 14

TOTAL — 382 92 369 142

Se 19
S7 16
44 a)
44 18
27 ee
45 18
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vavialbilidade aumentada nos amachos é devida às

rresentes somente neste sexo.

Na linhagem ESSOZ, as 48 fêmeas analisadas mostraram
somente quatro padres diferentes. sendo que um desses padrões

ioi comum à 37 fêmeas: nos machos, em 87 indivíduos analisados

foram encontrados 14 padrões 2 o mais frequente ocorreu em D5

indivíduos. Apesar desta diferença entre machos e fêmeas, ERSSO7

linhagem que apresentou. no totala nº menor número de

Dê,

Entretantos o teste t com à transformação anoular de

Cishers calculado para igualdade do número de padres detectados

em fêmeas e machos, em todas ae linhagens analisadas; mostrou que

diferença entres os sexos é não significativa (ts

11;4)., O cálculo de Xº de igualdade para o número de padrúóúces

de fêmeas «= machos em cada linhagem mostrou que à diferença

significativa para as linhagens GOSO7 (Xbs itada Pd QAEDA, BIIOD:

(XEm dO: P QE) e ATE: Les Agfa DO GOD)

A seguir, são descritos aspectos dos padrfces obeervados

em cada linhagem utilizando 05 dados da tabela 2 oe as figuras 3 à

i6. Como as bandas foram detectadas em uma porcentagem variável

de indviduos. em cada linhagem. nem sempre à figura apresentada

para ilustração contém todas as bandas mencionadas.

Linhagem Esens

Nã linhagem R2eole foram analisadas 87 moscas. sendo 58

machos e» 35 fêmeas. Nesses indivíduos foram encontradas 47 bandas

Eesterásicas que se apresentaram combinadas de modo à constituir
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apadres. Um desses padríes foi observado em fêmeas se machos.

andas mais frequentes em ESSIHS foram as aifa­beta 4.º 5 e Ed,

isa 0 2 OS eo on beta 38 (figuras 3 oe 4), De machos

ainda ae bandas alfa 197 e 02.

bandas 2
e 14&4 ocorreram juntas em GOQ.SK dos

individuos, sendo que quatro individuos «presentaram somente

banda 15. Cosas bandas estão localizadas Dem próximas entre

dando muitas vezes a impressão de uma única banda difuza,

steraszes alfa­beta correspondentes às bhandas 4 e 5

também ARMATECE AM quase sempre juntas; exceto em POUCOS

indivíduos (4,4XH) que apresentaram somente à banda 5. (ver ou

dois primeiros indivíduos da figura 4). Fesas duas bandas alfa­

beta frequentemente 3e igualaram na intensidade de coloração.

exceto, tambéms em alours indivíduos nos quais a banda 5 era nais

Tortementoe corada que 3 4.

Linhagem B2507

NeStEa linhaeem foram analisados 973 indivíduos; 77

machos e 420  fêmeasa e& encontrado um total de 17 padrões

diferentes; envolvendo 47 handas. As bandas mais frequentes em

BOID7 foram as bandas salta­beta O e 12, 3253 alia 145 2» tó414 à Deta

321 e à alfa dé (Tiouras 3 e 5).

Como em Brig. às bandas alta 14 e 16, ocorreram sempre

Próximas, frequentesente dando à impressão de ser uma única

banda. As esterases alfa­beta vista 15 bandas O e 1% ocorreram

em fODad% dos individuos. sempre juntas e com igual intensidade de

coloração.
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Figura 4, Padrões de esterases na linhagem DBeoDL. Colunas
machos, colunas 8­i4= fêmeas.
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Figura 5. Padrões de esterases na linhagem B25D7. Colunas 1­7=
machos; colunas D­13= fêmeas.
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43

Três esterases foram detectadas exclusivamente nos

machos, em E2s07: as bandas alfa 19, Dê e D4, à rrimeira com

frequência em torno de JOX e as duas outras. em torno de 15%. À

banda 24 foi detectada nas outras linhagens (com exceção de Euz e

BELDISA ocorrendo tanto em machos como em fêmeas e em slta

frequências ào contrário de E2SSYI7,

Linhagem GBS14X4

Foram analisados 93 indivíduos da linhagem COiVi, sendo

44 machos e 47 fêmeas. Mesta linhagem foram observadas 490 bandas

constituindo FE padrões diferentes. Todos os padrões

apresentaram as bandas alta­beta 7 é O oe 3s bandas alfa 12 e

Em todos oe padróces à banda 7 apresentou uma coloração mais fraca

ue a banda DG. 2 as btandas 18 e 109 apresentaram igual intensidade

de coloração, UGutras bandas frequentes nos padrbes de ESG

foram às bandas alia 03 e beta Di 2. com uma migração mais

a banda alfa 3á (figuras 3 e é).

Nesta lirhaogem foram encontradas cinco esterases

Ocorrendo apenas nos machos e com frequência superior 2 ih. BE

Tuais podem se visualizadas nã amostra número 3 constituindo as

bandas 34 e 37 2 as bandas 20, 305 e OD. mais fracamente coradas.

A banda 32 é à mais clara das três

Linhagem ASTFÍdi

Em AVEFiÍidia foram estudados 82 individuos (44 machos

fêmeas) e detectados Oé padres diferentes, envolvendo 14
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Figura 6. Padrões de esterases na linhagem B314D1. Colunas
machoss colunas B­i4= fêmeas.
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Bandas de atividade

fi linhagem AGSUF11 apresentous com maior frequência;

bandas alíia­heta 4, £ 7a Da à ta as alia di, 13 2 38 e

31. O6 machos de ASGFAA apresentaram ainda «se bandas 39

37, com irequência elevada (figuras 3 e 37),

Um comportamento interessante. no padrão desta
linhagem. T51 encontrado quanto às thandas dd. 5. 37 e DO. às bandos

4 e 3 ocorreram em 674 dos indivíduos. sempre juntas ltamostras À

2 137, sendo à banda 4 mais clara que à 5: às bandas 7 e

ocorreram em 3Só;ix., também sempre juntas (amostras 3. 44 5; 7,

13 tendo àa banda 7 coloração mais fraca que à E Nos

individuos que apresentaram as quatro bandas; estas geralmente

BY UM pouco menos coradas.

Linhagem BSTOÍ

Nã linhagem ERESQiI foram estudados 70 individuos (37

machos e 39 fêmeas) = ofbservadas 15 bandas com atividade

esterásica, constituindo 37 padróes. Nesta linhaoem,

principais Dandas encontradas foram as alía­beta 5,

alfa io, 13 é Dó e à beta 31, Nos machos. ocorreram ainda às

que correspondem às bandas alfa 36 e 37 e à banda beta

du que pode ser vista nas amostras OD, 3 e 7 (figuras 8 e 9),

As Bandas 12 & 13. da mesma maneiva que nas linhagern:

AUTPÍIÍ e DOIDI, encontrarvamese sempre acsociadas. Já ae bandas

altfaqbeta E 2 7 apresentaram pouca diferença na velocidade de

migração, causando dificuldade na sua definição,

1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 7, Padrões de esterases na linhagem ASSCTL14. Colunas 41­7=

machos; colunas 8­13= fêmeas.
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Figura 9, Padrões de esterases na linhagem B59014. Colunas 1­7 e
10= machoss colunas 90­11 e i0­i4= fêmeas.
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Linhagem ESSAS

Nesta linhagem foram analisados 45 nachos e 45 fêmeas

per fazendo um total de 94 individuos. Foram observados 33 padres

resuitantes da combinação de 14 thbandas., [m BS20%4 predominaram as

bandas alta­beta S. 7,4, 03 e 0d, à alfa 10, 13 2 08 e à beta Di,

Também Foram detectad somente hos machos. Esterascs

correspondentes às bandas 36 e 37 (figuras O e 16),

As bandas alfasbeta E e 7 também apresentaram à mesma
dificuldade de definição que em ESSGL, Entretanto. alquas

individuos apresentaram à& banda 2 cem padrão de banda alfa.
Guanto às bandas 12 2 13, suas características TOVTAM 48 MeSHAS
Encontradas nas linhaeens KROA04, ASSEAIÍI e GE5T7OL, cetando bem

próximas e tendo igual intensidade de coloração. Contudo. alguns

individuos apresentaram à banda 1529 com uma coloração mais intensa

que a ids e 17,0% mostravam somente a banda 43. à handa 37: vista

nã amostra 9, foi encontrada somente nesta fêmea.

Linhagem ASSFS

Em ATÉFOI foram estudados 97 individuos, dos quais 48

BY tncaco hos 3%, Fêmeas. Coram encontrados 1%? padrúóúces

diferentes & um total de 13 bandas. número este aque constitui &

menor detectado nas linhagens analisadas. As principais bandas de

ATURO foram as alfa­beta 8 e 04d, às alta 14, 04 e Dó é à

à banda altia­beta 5 que pode ser observada nas amostras 7a O

ii, Toi obscevada em poucos individuos (figuras DO e 11).
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Figura 19, Padrões de esterases na linhagem B50Q3. Colunas 1­7=
machos; colunas 8: 14= fêmeas.
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Figura 11, Padrões de esterases na linhagem A9SM3. Colunas
machoss colunas 8­14= fêmeas.
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Alguns machos desta linhagem apresentaram cinda

alia­esterage, não detectada nas fêmeas, numerada como banda

banda não está presente em nenhum macho da figura 44

ET vista nã fioura 19; que será analisada posteriormente,

Linhagem Etuz

Nesta linhaoem, O8 individuos foram analisados. sendo

2 machos e 48 fêmeas. Foram verificados D3 padries e 14 bandas.

As bandas mais frequentes foram as alfa­beta D; Doe Lusa as cmalta

DO a oe O3ó e a beta 29 (figuras O e 19), Entre se bandas 9 e

DCOYTEraM Várias outras, Pouco frequentes, qquUE podem ser
Vistas qnãs amostras O e 5 da figura 10, Costas bandas foram às

principais responsáveis pela variabilidade de radrões nesta

lintiagem.

A única banda observada apenas nos machos foi à banda

ts que apresentou uma frequência baixa de iós7HA não estando

presente em nenhuma amostra da fioura 18. Em ESOTS ceta mesma

banda foi detectada em machos e fêmeas,

fiz bandas alfa beta O e 3; semelhantemente às bandas

aliaheta 4 e 5 de 0POD08 2 O e tô de DOSN7, estiveram presentes

sempre conjuntamente e com igual intensidade de celoração.

à banda 7; apareceu em alguns indivíduos, acompanhada

Por outra mais claras à banda 14; adquirindo um aspecto duplo;

já observado em outras linhagens.
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Figura 12, Padrões de esterases na linhagem Buz. Colunas
machos, colunas 8: 14= fêmeas.
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4. Variabilidade Interlinhagem dos Fadrões de Esterases

À Tigura 13 apresenta, para fins de comparação. um gel

contendo amostras de machos e fêmeas de todas as linhwoens:

exceto ATTTÍÍ. Nosta figura, parte das descrições apresentadas

separadamente pode ser vista em conjunto. Pode­se notar que todas

as linhagens apresentaram bandas alfa­beta na região mais anódica

do ael. Estas são às bandas Doe 9 em Euz, 4 em B290S (também em

ESÍBI e ASSUAIAC embora não mostrado nº figurar. 5 em RE2008,

Gália, ROO e L[DOOGOI (também em ASSTÍIA é ASSES), 7 em G3i04,

BITGL e B3I03 (também em ASSISAI, O em SSSD7Z7, DILDÍ e ASPAS

(também em ASSFII) e 10 em B25SN7, as quais formaram duplas na

maioria dos casos, exceto nas linhagens E5S7TG1, H5OG3 o ASSTSO, Em

seguida, observou­se, em todas às linhagens; uma ou duas bandas

alta que em B2GH2 2 NOSO7 correspondem às bandas 45 e dd, em

AGEFPS à banda 14144 em Euz à banda 9 e em GO404, ASSCAA, GESOS

ESSGI ds bandas 430 e

Todas as linhagens também apresentaram, nã porção

central do qel. bandas alta­beta que frequentemente apresentaram

uma coloração intemrnsa;: como pode ser visto. neste ael; nas

linhagens AFSPS (banda 24), BOSDI (banda 123), Buz (banda DE 2 no

macho da linhagem BISQGO (banda Dá),

Após au bandas alfa­beta, em direção ao cátodo OCOTYreus
as linhagens: uma banda beta que em luz

corresponda à banda 29 e nas demais linhagens à banda Di,

CLeterases detectadas exclusivamente nos machos foram

Dhservadas em todas às linhagens e estio representadas. na figura

13: pelas bandas 17 em B&SNsg e BRESUV, CO em ECóns, 20. dO e 34 em

1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 109. Padrões das linhagens para comparação. Sequências das
linhagens nas colunas: 1 e C= D2oD2s 3 e 4= DOSD73; S e
ó= APFIÕMI 7 e 8= DB31D1; 9 e i0= Buz; 11 e 10= B50Q3 e
13 e i4= DS901. À coluna da esquerda refere:se sempre
aos machos e a da direita, às fêmeas.
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ESíDi. 37 em ESOG3 e D5SGL e PO em ASSPS,

A fiaura 14 apresenta à& distribuição das bandas

compartilhadas pelas linhagens analisadas. às bandas

Toram compartilhadas por todas às linhagens, Seguiramese

banda: 7 e 3 que só não foram observadas em AFSPTS e Cuz

banda. 24 não detectada apenas em RSIDA E Euz e à banda 4. exceto
em Euz = BEPRSND7,

As bandas 17 e Do estiveram presentes nas linhasens

eso. FASD7Z e Buzz. Cssas bandas ana concentração de substrato

usada normalmente para coloração (26ô mo taqonaftil e 49 mm de

aliaqnatftil) não mostravam diferenças de coloração, apresentando.

Portanto à& mesma numeração. Entretantos no experimento em que

somente o beta naftil doi usado na solução corante. as bandas 4%

e cê de luz hidrolisaram esse substratos diferindo destas

sm RBOGOS e DOSNZ7 que não apresentaram 3 mesma capacidades.

evidenciando tratar­se de enzimas diferentes.

bandas da é. idlx a Lda 2a

compartilhadas por apenas duas linhagens. Entre elas.

foram compartilhadas pelas linhagens EBSL1Dt e GSSGL, e às bandas

ii e dês por AFSFO e Buzs.

As bandas 7, 184, Dé e 07 foram as únicas compartilhadas

exclusivamente pelas linhagens 631014. ASSPAi. DSFGOL e BSA03,

Quanto às demais bandas, pode­se considerar que

padrão de compartilhamento foi bastante variável,

A finura & apresenta às [andas detectadas com

exclusividade em uma só das linhagens. com 34 respectivas

frequências. Nenhuma banda exclusiva foi detectada nas lirnhaoens
qe nomATT Ia BOAGI e BIVGL,
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5

BasD7 P31D1 aASQS Buz
—7,

Bandas exclusivas de cada
linhagem e suas frequências.
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à linhagem ESGSOZ2 apresentou duas bandas exclusivas.

E 48, ambas com frequência Baixa, estando presentes em apenas

porcento dos individuos anslisados. D mesmo BOOCTYEU TO

Bandas 43 e UP de EBSUOZ, mas está linhagem apresentou também

banda cooexclusiva 19, presente em 04,90% dos indivíduos. BIADE

apresentou uma Única banda exclusiva, à 25. que ocorreu em 26,4%

dos machos parecendo assim específica deste sexo. Ca ATSF3BA à

handa 27 ocorreu em i3,6% dos indivíduos, & banda 94 em S89:6%: e

a banda 23, em BDASÍX dos machos. à linhagem buz foi à que

apresentou número maior de bkbandas específicas. seis. Entre lata
as bandas 0. Da 7 2 U5 apresentaram altas frequências, enquanto

a banda 14 foi observada somente em um individuo.

Para determinar à» proximidade das linhagens com fiage

nos padrões de esterases foi calculado o Yndice de Similaridade

(IS) em três situações. Nã primeira (tabela DD) 5 I5 foi

calculado considerando & totalidade das bandas. Nã seeunda
(tabela tia foram eliminadas as bandas que apresenkaraim

frequência inferior à 148% e na terceira (tabela 9), foram

consideradas comente 35 bandas que apresentaram frequência igual

ou superior a 230

Nas três formas de cálculo do IS, Euz foi às linhagem

que apresentou o menor indice médio (Qespectivamente, G.i4. 2,413

E 6:65) sesmuida de AFEFT (0,80, 0,140 e $.45), À linhagem EB2ou8Z

apresentou o indice médio seguinte, em escala crescente (93,

B,2ó E 0.208), intermediário entre CESU7 (0,01, 0,284 e E,17) e

IXSEDNISA (&.37, Galho e GQ.07)I, (Mas mais próxima da primeira do que
desta última, 6ús linhaoens ASCSFii (0,48, C.4i e 0,07), BETO

(PAG QT? e Q3B3) 2 BIGOS3 (O4D3, 0,38 aI37) apresentaram, nas
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Tabela 9. Índice de similaridade das linhagens analisadas,
considerando todas as bandas.

BaoDa BasD; BasDy' Ass Bs9023 Aos
ESTTZTZT[ZZ[Z[ILTLILZTINMTIíOÁON[E[[O[ZO[OT[T[TOO[UO[LO[ES[SO DES [DS 2 em em em em mm o q o o o ota rs nam mo ne Snes tera tm ama nim ue nim o unas ae ques tia ma moD==2Cce­=sE=sETITZTNLILNIOrN€ffsscscrsIccOCIDNSTmTcscors[IcIOrNFITITNFSY",TríoN[SLZNITTI[ZE[2IINZ [E [[ZXZ<>

=—. .­ 20:48 0:30 09,35 ()

“­— 0:39 0,29

­­——. qe)
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Tabela 4, Índice de similaridade das linhagens analisadas,
considerando as bandas que apresentaram frequência
igual ou superior a 10%.

0:47 0O,13

9:16
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Tabela 5. Índice de
considerando

similaridade das linhagens analisadas,
as bandas que apresentaram frequência

igual ou superior a 290%.
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1 2 3 4 5 6

tabelas. valores mais

demais linhancns:

ObSSTVAT que tabela 5

Indices médios

Aplicada

as co tarndas mais

linhagens XX bandas

proximidade ou separação

eTRC O como PTE OX EFTS3 e FTP

RAIENINAS à

figura 18).

Gs. Tatores

dependência das linhagens

fatores FTi e FTP, são

explica & permite 3

BOesSN7 e AVEFI das demais

VvsY à separação depermito

FTE: sue Explica 18,6%

dissiíimilaridade entre os

bandas le das bandag vistas

Comparando os

leprendência cem os

obtida é que à

ESORO & seounda

Considerando. qporég.a 03

médias, pode­se obegrvar

comparações entre EB3iPi,

dados da ANANEF,

cepecialmente

mencionadas de forma

a Análise de Oependência CANANEFO

frequentes verificou­se

esterásicas

das

figura correspondente à&

FT1.

fatores de contraposição de

grupos de

resultados

Índices

primeira aqrupa 0OI1Dit

permite

valores

qUE OE

ATIMÍLI. EISGÍS

| unesp”,

e
Nes

próximos entre si do que de que 1 quer

nas tabeias 4 e E, Fode­ese

E a que apresenta as diferenças de

mais nítida,

one dider ando

aUE nE COoNMPATAÇÕES

­Bapresentouy à mesma relação de

linhaocens, tanto no aráfico FT x

Xi TO. For estavazio, apresentamos

comparação dos fatores FT4 x ETS

FT2 e FY3, explicam 7F7ó.EX da

em relação as perfil marginal. Ds

linhagens, FT

visualização da separação de BBDO,

linhagens e FT2;, que explica Di,v%,

ASSGEITSS[já RBS TENTOANS Euz de BPO0E e BGESDV,. D fator

da dependência total, mostra *

linhagens vistas através

através das linhagens),

obtidos pela Anáslige de

Hiódios de Similaridade;, à diferença

Junto com ASTEII, BESQS

separar aquela linhagem destas,

de ID individuais 2» não suas

maiores valores estão de fato nas

ESG O que reforça os
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FT2 21.7 x

FTL 36.54

F
Ç

qura 16. ANADEP ­ Linhagens e bandas esterásicas em FTLXET?2
8,841). As linhagens estão representadas por (0) e as bandas

. por (x), Cuver apendice)
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4. Padrões Esterásicos de Híbridos

Foram utilizada para intercruzamento,. visando

análise das bandas cesterásicas dos hibridos. linhagens que

mostraram padrão semelhante (O5SGGO e CESQ1) & linhaoene que

mostraram padres bastante diferentes das primeiras e entre si

(ATOS.  R$SGNP > LOS), Fara esta escolhas levóou­sse em conta

também. 3 capacidade de produção de descendentes, razão pela qual

não foi utilizada à linhagem de D. buzzatii. Como mencionado em

materiais e métodos, foram cruzados 149 à 1% caeais para obtenção

de cada tipo de híbrido,

Us padres esterásicos dos hibridos envolvendo ae cinco

linhagens parentais estão Boquenmatizados na figura 47 e

apresentados em Totos de géie nas figuras 18 à PD4, O nmímero de

indivíduos analisados em cada direção de cruzamento e o número e

frequência de padrões encontrados constam da tabela ú.

Pode se observar nas figuras mencionadas ea de rodo

geral; Oo padrão dos híbridos é constituído por um sematório das

bandas parentais. Entretanto. em alguns hibridos foram nbservadoass
diferenças quanto à atividade enzimática (intensidade de

coloração! e diferenças devidas à ausência de handas Próoesentas
nas linhaoens parentais; que serão analisadas à Seguir.

Híbridos entre E52G3 e E590QS

Nos híbridos dos cruzamentos entre às linhagens BS9U) e
D5STOS Criguras 47 a 417)) 3 banda 17, presente em sambas às

linhaonens parentais. não foi detectada em nenhum dos Sá híbridos
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Tabela ó. Variabilidade de padrões observados nos híbridos

PADRÕES

HACHO

CRUZAMENTO —TOTALDE TOTAL FREQUENCIA TOTAL DE — TOTAL FREQUENCIA
FÊMEAS DE = ee cen MACHOS DE

ANALISADAS PADROCS MIN ­ MAX ANALISADOS PADRÕES MIN: HAX

­ 16 9
5 9
18 13
ii 7
28 10
34 3
ei 1e

143 62

FBSG0IMBS901 16
FB5701MB5903 9
FBS9GIMA9S i5
FAPSMBS9O01 i2
FA?SMD2ODA­ 14

FB2GDANMAIS 30

F2ODaMb3IiDA ee
TOTAL 118 U

t
M

A
I
U

N
S

N
X

O
Aa

nr
ea

1)
ne

o
o

7

[=

FZ
AVAVAY

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



tc dela sum ie a.
ONO o

Figura 168. Padrões de esterases de parentais e híbridos. BS901
(colunas 1 ­ macho e 828: fêmea); D5003I ccolunas 3 ­
macho e 4 ­ fêmea); fêmeas B5003 X machos BSS901 (5 a 9

machos híbridos e 10 a 14 ­ fêmeas hibridas.
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Figura 19, Padrões de esterases de parentais e híbridos. BSC0QAI
tcolunas iº macho e 2º fêmea): DS901 (colunas 3­ macho
e 4­ fêmea);j fêmeas B5901 X machos BS6A3 (5 a 9.
machos hibridos e 10 a i4­ fêmeas híbridas),
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analisados; nas duas direções de cruzamento. Também as bandas 149

»)Do (presentes em H5SGÍI e Dê (presente em BSSQ3:) não Foram

observadas nos híbridos. Contudo deve­se ressaltar que às quatro

bandas nencionadas aparecersama qfnas linhagens parentais, com
os

Enuencias entre 23 e ink,

As dhandas 23 e cA; presentes em fêmeas e machos das

linhagens parentais. mostraram constantemente uma maior atividade

nos machos Rhibridos do que nas fêmeas híbridas. Nas linhagens

parentais cessa maior atividade foi também observada nos machos.

POTEMA EM poucos indivíduos, Também as bandas 26 e 37, presentes

apenas em saachos parentais e machos hibridos. mostraram maior

atividade nos últimos.

Hibridos entre E5901i e ASSES

Nos hibridos entre às linhagens B5SSQG1 e ASSES (figuras

21 não foram observadas as bandas 383 e 4 (ambas

observadas em ASOFIS) e 19 e DP (observadas em EBSSG1), as nuamis

também Ocorreram nas linhagens qparesntais com frequências

inferiores & 19%. Também não foram obecervadas, nos híbridos. às

bandas 027 e 34, presentes em ASSPO com frequência mais elevada

que «sé das bandas mencionadas anteriormente. respectivamente 19.86

MOSGARCA HÁ porém à possibilídade de não terem sido detectadas

nos hibridos devido é sua baixa atividade já nã linhasem

parental,

6 banda 37, cbservada apenas nos machos da linhagem

manifestou­se da mesma maneira nos hchibridos das duas

direções de cruzamento; reforçando à idéia de uma ESpecificidade

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



Figura 20. Padrões de esterases de parentais e híbridos.
(Coluna i­ macho); fêmeas D59014 X
(colunas 82 a 8­
D5901 (coluna 14­

AGSF3
machos A95F3

machos e colunas ? à 13­ fêmeas);
machos).
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Figura 21. Padrões de esterases de parentais e híbridos. BS904
(Coluna 1i­ macho); APSM3 ( coluna 2º: macho); fêmeas
APSF3I X machos BS59G1 (colunas 3 a 8­ machos e colunas
? a ií­ fêmeas).
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Ppava Os maechos.

à tkanda 206. observada em ASVEFISI não foi visualizada nos

hibridos, havendo porém às possibilidade de não ter sido

identificada por estar muito próxima da banda 29,

Qoamo Olbaervado no cruzamento anteriorsa o machos

híbridos destes cruzamentos apresentaram um reforço na coioraçõão

das bandas 23 2 24,

Hibridos entre AFSFS e B2902

Nos hibridos de AFSGFO com R2802 (fiouras 17, DB e DB

não foram detectadas oito bandas presentes somente em BSGDD

quatro bandas presentes apenas em ASEFOS, Algumas dessas

apareceram com Frequências inferiores à 140% ou próximas (desse

nas linhaoens parentais, É O caso das bandas

e das Dandas 17,4, 97, 48 e 4D (CBESGDDIL As landas

27 e 34 (ASFEPO) são bandas que apresentaram freauências

mais levadas, principalmente ae 0 e D4 (respectivamente. SP. e

EO,EX), mam due têm baixa atividade nas linhaonens parentais

podendo ter passado desapercebidas nos híbridos. Vale 2 pena

destacar, poréms O que ocorre com as bandas 147 e Dê, encontradas

exclusivamente em machos da linhagem G2SGID. com uma frequência de

FOX E que não foram detectadas nos hibridos analisados.

Deve­se ressaltar Esmbéms O comportamento das bandas

E 09? presentes em ASUS, A banda 068, exclusiva dos machos ASESFO,

onde esteve presente com frequência de SOX., noi observada apenas

em machos híbridos dá direção fêmeas ASSEFO com macho D8290P, mas
não qnos cruzamentos recipraocos. à banda 29, altamente frequente
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Figura 22. Padrões de esterases de parentais e híbridos. B2eD2
(Colunas i e 28­ machos); AP9SIO (colunas 3 e 4
machos); fêmeas A9SMI X machos BOOD2 (colunas 5a E.

machos e colunas 19 a 14­ fêmeas).
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Figura 23. Padrões de
(Colunas 1i­ machos
macho e 4­ fêmea);
(colunas 5 à OQ

esterases de parentais e hibridos. B2OD2
eco fêmea); AP75SFPF3 (colunas 3­

fêmeas BPODID X machos A9SFI
machos e colunas 19 à 13­ fêmeas).
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MATA
7

em ambos o5 sexos da linhagem AVOGESO (768%), também foi detectada

Apenas no cruzamento entre Jênea AVSITO e macho EBEGSOS, noz

descendentes de ambos so sexos.

inda nos mesmos híbridos, auanto és diferenças de

atividade. observanos que 3 banda 04x, presente nas duas linhagens

parentais e nos híbridos obtidos nas duas direções, mostrou­se

Madls corada nos machos híbridos. à banda 15, presente apenas n3

linhaaem EZ2O0P8 e nos híbridos das duas direções de cruzamento,

também mostrou qnmaior atividade em alguns machos Ríbridos da

direção fêmeas GASES com macho E&QS,

Hibridos entre E2O02 e ES1U04

1"Os hibridos entre as linhaoens E2ODS e DOLSDI que são

Dbtidos em uma só direção de cruzamento (fêmea B2SODS com machos

iai) (Tioura 147 e DA) não apresentaram sete das tlandas

presentes nas linhagens parentais. Entre elas, às bandas &

(BUIDÍO), 41 e 48 (G8ORO) 17 é 29 (ambas as linhagens) podem não

ter sido sencsontradas nos hibridos por estarem presentes. nas

linhagens parentais, com frequências próximas ou inferiores &

18%.

A banda 2E, Encontrada apenas nos machos dá linhagem

HEIDI com frequência próxima de 35% a banda Dê que ocorre na

linhagem EB29O08 com frequência próxima de SEX; podem não ter sido

detectadas nos hibridos devido à sua baixa atividade na linhagem

Parental. ds bandas 09 e 37 (tandas alfa; encontradas nos machos

da linhagem 031013 33 e 05 (handas beta, encontradas nos machos

da mesma linhagem). também estiveram presentes exclusivamente nos
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Figura 24. Padrões de esterases de parentais e híbridos.
(Colunas ii e c­ machos); D3iDi (colunas 32
machos); fêmeas B2A0D2 X machos B31iD1 (colunas 5 a

machos e colunas 10 a i4­ fêmeas).
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machos híbridos,

Nos Lhibridos de CESTS com BOS404 observou­se uma maior

atividade da banda

fiaura 0104. Na

apresentam uma

MESSINA

maior

6

evidenciada principaluaente nas fêmeas da

figura pode­se (cbservar que os machos

atividade quanto às bandas 03 e Dd,
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IV, DISCUSSÃO

tim polimorfismo ensimatico extenso, resultante de

diferenças de mobilidade sletroforêética esterdsica.

para muitas espécies de lrosophila (por exemplo HUGEY e

18, para À. pseeudoobscura: (JOHNSON et al... 19464; para

espécies de varios oruposi BARKER e MULLEYT, 17764, para

buzzatiiz CARRASCO et al.) 1704, para D. dunnit oe CERDH,

para D, mulleris D. arizonensis = seus híbridos.

O presente trabaiho foi realizado com oito linhagens

Diêgaeas, sendo sete da superespécie D. serido uma de O,

buzeatiis Las sete primeiras, cinco são atualmente classitficada:

como 1, serido e duas como 0. koepferae., O interesse em cetudar

estas linhagens está em que seu “status” evolutivo ainda não está

bem defiíintdo com base nos marcadores analisados anteriormente,

ParTE OS quais clas mostram um padrão complexo de diferenciação.

1oil analisado 0: padrão de esterases 2 algumas dessas

linhagens foram intercruzadas para melhor estabelecer às relações

de homologia entre as bandase veriíiiicar se ocorrem fênomensos de

renutaçêõo gênica, manifestados nos híbridos.

Nas linhagens foram encontradas 43 bandas esterásicsas.

sendo que à de menor número de bandas foi AFEFS, cem 109, e

maior numero GCOibiz, com 9.

Comparado ao086 dados de outros autores; o número

bandas observado este trabalho. situa­se entre o: maiores

encontrados. For excmplos foram descritas 19 bLandas em

melanogaster <CWREODHT, 19843) 2 posteriormente 22 bandas CHEALY

alas 187, di cem D. virilis e em espécies relacionadas (lc
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oe

RETVNDIDO, 1747), seis em Daaldrichi = DD. mulleri CJOHNSOHN et al...

14 em D. lacicola, O em D. flavomontanas 7 «mM D. borealis

DD. montana CEAKIENA, 1900) 2 ode 15 4 2ê em À. buzzatii

icnsta vu l. No presente trabalho: D. buzzatii caostrou 1%

bandas.

A combinação dae 493 bandas, encontradas neste trabalho,

DOriginou um número de padries variável entre 437 (CASEITO e BOSDT: e

37 (ESTOÍ).

Os anschos de todas as linhagens. exceto Dl. bDuzzatii.

apresentaram uma variabilidade maior que as fômess. especialmente

nas linhsacns GolHi, FGEesO7 e ATÚFIL Grande parte dessa

variabilidade aumentada nos machos é devida à presença de bandas

macho­cepeciíficas

&ã frequência com que os padries Ocorreram; nas

linhagens, foi bastante variável. À: linhagens BOSE vo  ES1Di

foram às ÀJUo0 apresentaram as maiores frequências para um de seus

padrdies LEA FÃKa  vespectivamente)., ambos obscrvados qçnuas

fêmeas. "ESP mesmo padréo., fresuente nas fêmeas B2SDY, acrescido

de vma banda específica, teve também uma frequência elevada entre

n5 machos (44%),

leve"se (ressaitar aque as fêmeas B2E6YY e RO1HS foram as

apresentaram tenor numero de padres (

respectivamente); seouidas de AVEES (80), EKeses números de padrécs

correspondem à um quarto (EPSSDYZ e» DINDA 2 metade (APSPD) do

número de padrões de seus respectivos machos. Nas fêmeas A9EIFT, o

padrão mais frequente entre os oito encontrados foi obsevado em

ue dos indivíduos,
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À irequência dos padries ros demais casos. porém

relativamente hcbhaixa e sempre inferior à JéX. Muitos dos

foram detectados em um só indivíduo, fêmea ou macho,

A variabilídade cbservada;, quanto ao número de padrées

Suas frequências, concorda com o: dados dos autores segundo os

quais as ceterases eáo muito variáveis t(por exemplo, COERS,

1974Ia KOJEMA,S BGILLEDPIL e TOBARI Gam COBBS, LIZA IA PYopuseram
Sue o aito orau de variabilidade encontrado nas csteraces é uma

adaptação ao grande número de substratos diferentes. sobre o3

nuais às enzimas operam na natureza. JONNSON (1974) esuceriu que o

insomporvtanmento diferencial na regulação metabólica pode ser um

mecanismo seletivo para manter o polimorfismo em leci como o da

esteraseSs em O. peseudoobscura.

importante resealtar que as linhaeens isonfémeas

­nutilizada: neste trabalho, vêm sendo mantidas em laboratório «Rá

um tempo reiativamernte lenoc (PD à 18 anos), cem temperatura

constante &e qmesao meio de cultura (hanansaosoaçto. Mas que gpesar

disso celas mantém uma variabilidade, que pode ser considerada

elevada 2 padroes de variabilidade. qualitativa

quantitativamente diferentes entre si.
—

A caracterização das bandas. no presente trabalhos

levou em conta à critica é pressuposição de aque proteínas que

MÍiDrTam na mesma posição são geneticamente as mesmas (Por exemp àioa
RICHARVSON E SHOUSL, 1774). Por isso, para detectar possíveis

entre ss bandas que apresentaram uma mesma aobilidade

roforetica: foram usadas soluçóes de coloração diferentes,

Assim dolo verificada à especificidade das bandas ao alisa e ao

beta naftil acetato. isolados. Do misturas (de ambos em
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concentrações diferentes. Isto permitiu detectar bandas de mesa

mobilidade eceletroforética mas com afinidades diferentes aos

8950 bandas dever corresponder a esterases

determinadas por acnes distintos,

Senundo JOHNSON et al. (iP6ééda à especificidade ao alfa

ou beta­naftil acetato é fracamente definida, de modo que se alfa

Ou. beta na ftil acetato são usados. separadamentez, Dios tiDo]

seuhetratos, em gdéis de uma mesma espécie, são obtidos padrées de

bandas eceneelhantes 2 nenhuma especii?icidade é detectada.

vaATiação no del e quanto à coloração: vermelha ou azul escuro.

No presente trabalho. entretanto, usando alfa ou beta»

separadamente; foi possível notar que nem todas

am esterases (que hidrolisam oo alta­naftil acetato apresentam

capacidade de hidrolisar o hbeta­naftil acetato ou; se o fazem

sua atividade é extremamente diminuídas como qo caso das Dandas

445 des DO; 45, 34, 17) DO, DB, DO é 37, Por outro lado, todas

as estorases que hidvolisam o heta­nafeil acetato, apresentam

capacidade de hidrolisar, tambéma o alta“naftil acetato,

Ainda segundo JOMMNIDN et al CiíiPódsia se alfs

na ftil acetato são usados juntos, em Lala. mesma solução corantes
de hidrólise dos dois ésteres. por alounas csteracges,

são suficientemente diferentes. predominando o asul escuro (alfa­

esterases) ou o vermelho (heta­esterastcs).

CARRASTEO st al. TB4t, cambbém ofiservaram que

coloração de esterages com & mistura de alfa e beta­naftil

gcetato dava melhor cresolução e revelava diferenças na

especiiíticidade ao cubetrato, Esses autores cetabeleceram seis

aonas ecletroforéticas de atividade enzimática em Drocsophila
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dunni. Tendo ss FONTS Ê fia 3) fuatesterasnesEs

asul forte; às ceonas E ef. beta­esteragses

Évermelho forte e à FO LL SE COVANA DM TOS

difícil de definir em termos de cespecificidade à

De presents trabalhos, à proporção

FSutilizados nã reação de coloração 4

de aliaqnaftil: permictio identificar. entre

detectadas. três padrões diferentes de coloraçã

Cpretbas)a, brandas veria has bandas com

intermediária EmMtre o vermelho E o preto;

As alfaesterases. beta­estersavespectivanento;

BSTETASECS,

Entre as 40 bandas, DO são

tatrheta­scstera:

Tudas aàe linhagens apresentaram band

duas resides do gel: (1) na regido anódica.,

"
E

Ca 2ALABandas 4 e em EGoaGe, & e dé em Bestzr, 412 Ex

"e
5

37 em BISGL e DOS03. ei ATISs

cna porção central, correspondendo às banda

ms...PE "ES %
fo :1”STARS AM em EIIDÍ, 123 es em ASIML, DS H"Fis

em Buzz,

com especificidadeQuanto às bandas

cetbtato., codsas as linhagens apresentaram voc del

Maior. na porção centra? Amei, EM seouida às

Essa DAcentrais, banda é 1% em APOIO e Guz e às

lirnhaoenms. Acima dest em direção ao cátodo,

os
sed.banda, sz banda 0358 em=

bancas beta 47) foram pouc

it mo de beta

BOibia

Le 2 coravam de

E deCOTAVAMPEC

DU aU TELANVIES

G substrato,

dos substratos

P"naftil e De ma

bandas

Gt: bandas escuras

Uma, coloração

correspondendo,

ses = al) fachets»­

as altla­beta cm

N

ASDrrespoandendo

7 ep em BOSÍís

2 oem Bum:

ss 04 em LPóls

% a. 4 PEIN TINTASSao e ASP EC

ara o beta­nefti

2.5 FrequênciaCom

bandas al Ta­bot;

2iãa (8 demai:

estão presentes

As demais

O frequentes



ES

distribuídas próximo àd panda 233 (Qoanda 308) ou nas extremidades

dos ao6is (bandas 4, 44 e AD).

Nentre as bandas clFfa, deve­se regesaltar, devido &

elevada frequência, ss bandas 3 em Buzz. 14 em ASCSPOS, 282 e 19 em

Good, AGEUIIA, EBSZYVOI e BOOQOS e 44 iG em Besos e BESNS7, situadas

logo acima das bandas alfía­beta anódicass à banda 3é,;, próxima às

cátodos presente em todos o5 indivíduos de todas as linhesgene e.

também, com frequências elevadas, se bandas 19 e» Oê sm BPN

Beslz,. as bandas dá e 07 em BOIS, AGEFI1, BEVAI e OCESOS e

banda DO em ASSTUO., sendo estas cinco detectadas apenas em machos.

fis demais bandas alfa, presentes com frequências variáve

estiveram distribuídas por toda 3 extensão do qel (bandas

Ler Os DA, DA, UE, 200, 40 e 46),

im  Eodas as bandas detectadas no presente trabalhos

EXC lUSGIVAMENTE em individuos do sexo masculino. podem ser

consideradas ceexo­especiítidicas., Mau, levando em consideração

frequência de cada banda e também sua ocorrência exclusivamente

nos machos. em mais de uma linhagem, entendemos que é possível

considerar cespecíficas dos machos, com boa margem de ceouraánça:

sete bandas. incluindo às seguintes bandas 2) a:

­Landas 17 e DO em BEO9OlZ (irequências de BEX para ambas).

"Eandas 4" mB o em DNITNZ, a primeira com frequência de 47% e à

scequnda com frequência de 14%. Embora esta última Irequência não

seja alta, por analogia com B22N0, achamos possivel considerá­la

machoespecífica em EZEXI7,

cESnda DO em ATSISO Cirequência de E4%),

­penda em Eoivi, BieQI, AGUPIA e GESTOS (irequências de B8AX,
VOX, vespectivamente:.
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eRAnda 37 em DESGL, DOI, ATNOTAL e DOIDi Cóirequências de 537%,

47%, 484 E 28X, respectivamente),

Também entendemos aque podem ser consideradas macho

ESpeciíiíicas ss seguintes bandas hatas

rrNanda .s em ESiSDi GESSO (Treaquências de Dé

respect ivamentras. Nests DA GB e também foram consideradas

frequências e « presença repetida em mais de uma linhasecm.

Banda 35 emBOiDi Cfrequência de 3SéX)t.

As bandas cd6., 39, 20, IE e 207 tiveram sua condição
eesterase ainachosespecífica verificada tampém noz Ribridos das

linhagens parentais que apresentavam essas bandas,

à banda aléa O, encontrada exclusivamente nos machos

de ROiMi com Frequência de 24644 não foi inciuída na re

Bandas sceqxocrespecificas por ser uma banda de coloração tênue. o

que pode dar marnem à erro na detecção, Além disso. cesea banda

fil encontrada (apenas em iêmeass na linhaqem ESTG, COM uma

frequência de 94. Eia deverá ser analisada nais detalhadamente em

DME roO trabalho.

As handas alfa sexo­especificas têm em comum. além (da

Deorrência exclusiva em machos. incapacidade de hidrolisar

beta­natftil acetato na ausencia do alta­naftil, Detfas

caracteristicas. juntas, sugerem Eratar­se de uma enzima com

Tunção comum.

Um Caso interessante de modificação, Entre

linkhagensa nã sexo­especiiicidade é o que ocorre com as bandas 4º

:sas bandas, macho­especiíificas em E2SSUPR e BSSI7 ocorreram.

também. em Buzz Cirequências respectivamente. de 00X e 44X), 2 em

BESOi (apenas à banda 19, com freauêéncia de 7%); porém. em machos
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Tens, Miss em Bus. estas bandas hidrolisaram o betucsnafti na

ausência do alfa ­naftil, o aue não ocorreu cem as mesmas bandas

em BOGNS e SOS0O/S (3 baixa frequência da banda

permitiu obter essa informação). Esses dois fatos indicam tratar

se ide Gaberases di Perentaos, Com a HS ET, tuesh+ Eidade

eletroforética., A mesma numeração foi mantida, neste caso; rorIue

nas condições noruais do experimento à coloração das referidas

bandas cra igual em todas essas linhagens.

Vesumo,. com relação às bandas macho­especificas., ss

15linhagens e B2eluT7 têm em comum as bandas alfa 17 e DO, às

linhagens EOITGL, GDIGGI. ADTITIA 2 BOIDLI compartilham as bandas

37 & ae linhagens BOSUi e DUSO1 cempartilham à banda

beta 33. A linhagem COLO apresenta aindas com exciusividade,

banda eta 73D. A linhagem ASSFPO é à única & apresentar à Banda

ali 23 es linhagem de DD. buzzatii não apresentou bandas macho

mapeckl fics.

KAMETOELILCIS et al. (1748) detectaram em D. aldrichi.

uma esterase exclusiva dos machos, predominantemente Presente no

bulbo ejaculatório. Deoasionalmente,. esta esterase estava nresente

em fêmeas recóm­'acasaldadas anarentemente tranemitida pelo macho
durante 4 cópula, lista esterase apresentou uma especificidade

para no bheta­naftil acetato, sendo denominada esterase­f. JONNSON

est al. (174D). Dasesdo no Cato destas handas estarem presentes no

ael cm forma única ou tripla; suocriu que seu loco estrutura)

estaria localizado em um aubossomos Mas que sua expressão aeris

limitada «0 ecxt.

Uma beta esterase mecho específica, também denominada

foi detesctada em 0. dunnia estando presentoe em 70% dos
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tachos e totalmente ausente nas fêmeas. BSemelhantemente à eta»

.sterase machocespeciífica de DD. aldrichis estava situada próxima

ao cátodo e. também. semelhantemente &&s beta­esterases cituadas

de forma predominante no bulbo ejaculatório, era iniíbida pelo

áaicool (CARRASCO et al... 19064),

CELERON (19788) detectous também, uma beta­esterase

presente somente nos machos de D. arizonensis,. designada

com dreaquência de 77%, Liste mesmo autor encontros duas

esterasce macho­c­especificas, est­iê e cet­i18, em D. arizonesis c

UN. mulleri.

Não temos conhecimento de outro caso de bandas alfa

tacho especificas. além do descrito por Ceron (14239083) e das bandas

alfa descritas no presente trabalho. Fode­sese aventar à hipótese

que sejam características de espécies do complexo mulleri.

Contrariamente aà&o sue foi cbservado por CEROGON

em DD. mulleri6e DD. arizonensis, espécies do mesmo complexo

linhagens analisadas nestes trabalho. nenhuma banda  nmostrouoese

específica das fêmeas.

Um cutro tipo de variabilidade intraiinhagem cebscervada

neste trabalho; refere­se à presença de diferenças nº intensidade

de coloração de uma mesma banda em indivíduos de mesma linhanem;
EugTer indo Erabaroese de diferenças nº quantidade de enzima

presente. Com relação à cesa variaçãos podemos citar POL TEKOVUAE

KORDOCHKIHN C47DA8), Lsses autores observaram, em um estudo Àde

isoenzimas cesterásicas de várias cepécies de Irosophila do arucro

virilis. que Flutuações casuais ocorrem naà direção de um

fortalecimento ou enfraouecimento de alfa­esterases. atribuindo

estas flutuações s peculiaridades fisiológicas dos indivíduos.
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Do

ua tentativa de analisar às bases gqgenóticas das bandas

esterásicas detectadas no presente trabalho, foi feita apenas em

relação as bandas cujo comportamento é característico

constante,

Em Uma Mesma linhacema handas com mobilidade

rletroforética acentuadamente diferente foram atribuídas a locos

oiferentes e bandas com mebilidade eletroforética e afinidade ao

substrato iguais, sm linhagens diferentes. foram atribuídas ao

mesmo alelo.

Em uma mesma linhagem, bandas com mobilidade próxima e

tese catinidade ao substrato foram consideradas alelos de gesmo

loco. For outro lados houve pelo renos um caso de andas com

toh id idade eletroforética igual ou extremamente próxima

diferentes afinidades ao substrato, atribuídas & alelos de locos

diferentes.

Assim, Erê: locos parccem them definidos nas oito

linhagens anslissades., lim compreende as bandas alia­beta centrais

E);ç, O senundo é constituído pelas bandas fbeta

nO terceiro pela alia­ case da banda 25.

Quanto ao loco correspondente de alfa­beta centrais, às

Observações indicam que cada banda corresposde à um alelo

diferente Ee que cesa cestorase é uma enzima monomérica. uma vez

Tue nenhuma banda intermediária Dii (detectada em indivíduos

heterozinotos. 0 alelo correspondente & banda 24; eóá não ocorreu

em Fuz e ondbis no alelo correspondente à banda 03 esteve presente

em GBOIUI, AGUEII, BOVOS, GECOS E ATUPA, E O alelo da banda 25 foi

Exec lusSivO de Guz.

FZ

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



E?

QR loco correspondente às heta­esterases parece possuir

dois alelos, correspondentes à&é bandas 07 e 31, ecende o alelo da

banda À? presente em ATOS e Dus sa o alelo da banda 30i presente

nas demais linhagens,

Fa banda alla JA parece corresponder à& um loco

Mmonoedr E ico * LESTE Vez ss CBS Danda ACAOVYTU Em todos o

individuos analisados, sparcntemente sem neribuma variação,

banda detectada em todos os: indivíduos de todas às linhagens,

deve corresponder &à& alsuma atividade essencial nas linhxoens

analisadas.

E importante destacar à característica observada quanto
ali aASbeta­sesterases mais ancdicas e quanto à algumas alfa:

esterases (f(handas do, iu, 149 e i5) Cenas bandas ocorreram

duplas EM UA orande porcentagem dos indivíduos de mesma

linhagem. For excmnlo., no caso das alfa­heta­csterases

ancdizas da linhagem ASTM, que compreendem as bandas 4.

Es às bardas 4 e É ocorreram semere juntas em 87% dos individuos
analisados & estiveram ausentes nos demais, Já as bandas 7 e

pDEOrYreram juntas em GéXs dos individuos e estiveram aueenter nos

restantes. Se considerarmos as Banda 4 e 5 alelos entre si,

a7%4 dos indivíduos deveriam ser heterozisotos e os 14% restantes

homognigotos para um possível alelo nulo; ou portadores de qenss

supressores. Por cutro lado, para considerar cssas duas bandas

Tomo produtos de dois locos diferentes precisamos INaginar uma

ligação cempleta entre cles (no haver recombinaçõe) ou uma

frequência muito paixa de recombinação não detectada na amostras

UMA VEZ SUE AR presença de uma banda implica sempre na presença da

Dutra. (1) gesma raciocinio pode ser feito com as bandas 7
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FSLINDO et al. CiTH5A) verificaram que. em D. virilis., um

alelo para o loco Ceste­alia em homoszigose, determina duas bandas

& um alelo para o loco Est­beta em homoziaoee, determina

Handas., oO que foi (demonstrado através de cruzamentos, Ds

PYODUSETAM que esse padrão multibanda seria devido à um mecanico

desconhecido gerado por montagem Csplicing") diferencial (do

RNGÃ3 ou então, devido à uma possível duplicação em tandem; sendo

ESSES dence estreitamente linados., COSTA et al. (1977) jà haviam

encontrado O mesmo caso para o loco Cesteós, em D. melanogaster, e

por meio de testes especificos obteve alguns recombinantaes.

GFandas alfa em forma de duas frações foram cbecrvadas

também em D. montana. OU. litoralis; D. eozana e D. lacicola até

de à. víirilis GCPOLYVAKDOVA e KORDCHKTIN, 1954), Forêm, 4 genética

dessas bandas não foi discutida,

fissima com base nã literatura, & duplicidade de bandas

EnTcONtradas ho presente trabslho., talvez possa também ser

exelicada sl rresença de naemes duplicados. eestreitamente

Vásgados. por montagem diferencial dos KRhAáàm nu ainda por

iscernzzimas secundárias (decorrentes de modificações pós>­

Evanscricionaistt. Deste qnmodo., no prímeiro caso. cada dupla de

bandã representaria dois locos diferentes. e nos dois últimos

CASOS as: bandas + 2 8 representariams um alelo e as banda 7 e D

coutro alelo para o loco das alfa beta­esterases mais anodicas

ara estabelecer com exatidão o real número de locos

existentes em cada linhanem pára essas bandas duplas (alfa­bheta­

Aanódicas e sa) fa­esterases) serio necessários outros

estudos mais direcionados «o preblemas, envolvendo cruzamentos

também. análiso das propriedades bioquímicas dessas ensimas.
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Além desses loócos mencionados. outros ainda podem ser

definidos. E mn caso das handas 08 e 39, aue são distintas de

todas LO demais, por serem caras visticamente delgadas. Arab 3,5

localizamse próximas ao cátodo e possivelmente censtituem alclogs

de um qesmo loco. À banda 37 foi detectada em BS20D, BIS

GUSQOSs 0 a banda 38 em Geele, CG2S07Z, ROSU0A E ASSUEO, Essas handas

ocorreram em baixa frequência, sendo que à frequência múxima

foi de 182% para à banda 06, em GSI, Essa mesma banda

observada cm 3SOX dos híbridos entre fêmeas BOSTNIO e machos

BOÍV e em 28X dos labridos entre fêmeaASEFS e macho B29S02,

ns observações deste trabalho são indicativas de que

outros cinco locus podem ainda ser responsáveis pelas bandas

imachotespecifiícas. um Ioco correspondendo às bandas 17 e

DRO0S e RESIZ, outro às bandas 28 em ASUS e So em R34X04,

BUSTOI, um terceiro correspondendo à banda beta

BOii e [DE7Oi, outro à banda beta 25 em CO40% e; um último,

banda 3/7 em BOS0LI, ASSIPAÁL, COVOS

Parte das informações para tz íoer cessa relação

bandasiloco Foram cobtídas por meio da análise dos híbridos. Por

exempios & suposição de que as bandas bet: Te 35 são devidas à

glelos de iocos diferentes. surgiu porque um mesmo hibrido entre

UsólS e B3i0i apresentou as duess handaes e estas estavam presentes

eomentoe na linhagem parental B3SI1Di,

Segundo HORTOM e SINGH (19684), as alfa e beta­esteraces

constituem duas familias de enzimas homólogas <m Drosophila,

eta esterases foram identificadas em todas se

Irosophila & vários cstudos têm sunerido & existência de

homolcoaia entre elas.

FZ

OO
2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17



& homologis entre as Deta­csterases

peeudoobscura = é de Dl. melanogaster foi evidenciada por meio

análise da especificidade ao substrato: ambas Apresentaram
Mesmo comportamento frente à diferentes soluções corantes

Entretanto, estas enzimas (cesto Iocalizadas em diferente:

tecidos: & est4 predomina nos olhos e hemolinfa e à cest­s8 no

bulbo ejaculatório, demonstrando que estas estão sob diferentes

formas de reaulação LARNASON e CHAMEBER, isdá),

dá LUHRNDAYT e PARMER (4953) sugeriram à homologis entre

Estorasco­ST de DD. psedoobscura é à& esterase 1 de à. aldrichi e DO.

mulieri: todas localizadas nã hemolinfa e nos clhos.

CERDN CÁvOG) O denomiánou de eceterace­ts à csteragce

encontrada em UU. mulleri =» DD, arizonensic. ue parace

corresponda, à esterase 4 de D. buzzatii e 3 esterase 4 de LU,

MmMojaventsis.

Como à cesterase à de DD. buzzatii (EAST, 19909) parece

corresponder à& banúa 07 encontrada no presente trabalho, uma vez

que foi à única beta­esterase apresentada por à. buzzatiis segue

ge que o loco para Deta­sesterase veriiicado neste trabalho

homólogo aos demais encontrados em outras espécies de Drosophila.

CAST TROS Vverifimou que à esterase­í ocorre somenteo

na hemelinfa e propós que esta ensima;, junto com à

que apresenta à mesma especificidade so substratos, modulam

titulação do hormônio Juvenil.

As alfa­esterases acralmente encontramese distribuidas

pOr Eodo o organismo e presentes durante todos o5 está

desenvolvimento; Em Drosophila. São cnzimas moncomériecas
inibidas por reanentes do arupo SH, como por exemplo o
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FEMME (NARISDTA 197/70

EMZÍmas que

de À,

CPA DA puborase­rs

DIM C1SRSO Cu

sugerida

EspécieSEE x MESES

aparelho diocsestivo;

desentoxicação (EAST.

que também se

presente durante tedo &

Fara traçar

identificadas neste

encontradas na lite

x verificação da

comportamento dessas censo

O estudo

fue eles são constituído

pPerrentais., lKLntretanto,

coloração de suas bandas

mesmo ausência de

linhagens parentais.

atividade enzimética,

mecanismos de regulação

fMenctOoS rã

Aumento na expreaessdo

Farbeta PSP3 e 724, Ambas

ESSIVITÃE) e BRES0L, Nos

cm 1 2 3 4 5 6

MORTON e

Apresentam ecsas

melanogaster;

ide O,

homologtia

pelo qmesao autoris à

est

comporta

cu tasca

distribuição

des

bandas

gêniic

OCorrTem

ÁTBSDIA Lonmo cexvempio jeSINGH:

caracterieticas pode­se incluir &

descrita por EECKHMAH FOHISON

peeudoobscura descrita por KOR TON

com sa estel ode DD. mnelanogaster foi

esterase­on de TD, sendobuzazatii

Ps enzima ocorre predominantenmente no

eunoETindo um papel na diaestão

a esterase­|" de D. mulleri CCEROMN,

COMO UMa cGnNnZima monomérica e

Gesenvolvímento,

um qparalelismo entre

trabalho & demais altfa­esteraceos

Gero necessários o uso de inibidores,

nos Fecídaos um es tiotudo

limas, durante o desenvolvimento,

padrões de esterases noz híbridos mostrou

basicamente por um somatório das pandas

aloumas diferenças na intensidade de

quando comparadas 3s Dandas parentais, e

que são alkamente frequentes nas

sugerem alterações quanto àan nível

ceuas alterações podem ser decorrentes

intensidade de coloração; indicando um

Aa PoOVYHWM verificados nas Bandas

em machos & fêmeas das linhaoene

mackhos Ríbridos das duas direções de
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Cruzamentos entre essas lJinhagentsa as duss bandas apareceram mais

intensamente coradas O mesmo fenômeno foi observado no

intercruzamente ide com BRuSGIL Canas gpesmas bando

Erparceceram isoladas e BO4NI (banda 27) e GBoeue (banda Dá)

manifestaram, taombém., aaior atividade nos machos Ríbridos

única direcção em que essas linhanens se intercruzama isto

FêMeSAS 2 com usachos BOSIDi., Também nos machos Ribridos das

duas direções do intercruzamento de ASSFPÍS com B8SoSUuP, à banda DA
fepresente em ambas a: linhagens parentais: mail=  intensomentoe

corada.

fênomeno de aumento nº intensidade de coloração

das bandas 023 e 24 em machos híbridos, foi também verificado em

alauns qmachos das linhagens parentais, porém; em nível q0mais

discretsao, Fortantkos no que nocorre nos Rhíibridos é só Uma,

intensificação de um fEénomeno que ocorre nas linhaocne parentais.

no oexciusivanmentae com os macho:

& banda cslía i%4 é outro exemplo de manifestação mais

intensas ocorrendo nos machos hibriídos dos cruzamentos de fémeas

AFLES xXx machos G2S0OZS O e em fêmcas e machos hibriúos dos

CYUZIMenteos entre fêmeas EBOano XxX machos EDILANS É preciso

úestacara que oe cruzamentos entre ATFEFT e D[ES08 produzem

descendentes nas duas direções, mas, apenas na direção mencionada

Ocorre fa comportamento diferencial da thanda dE.

comportamento não foi observado em crusamentos intralinkagens.

ns Crasces mecho­específicas correspondentes as

bandas DA e 237, também apresentaram ums (atividade enzimática

aumentada nos machos hibridos entre as linhaonens ESSO e ESSVQS

Cambas apresentam as duas Dandas),
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Dimeveosse ressaltar que tanto as bandas 23 e 24. Como se

bandas dé, DO e a 37 eetiveram também presentes em hiblridos de
cruzamentos envolvendo as: linhagens em que ocorrera Mas em

nenhum outro caso; além dos mencionados, maniifestaramese da forma

descrita.
CERON (159898) detectou esse fêénomeno de aumento da

intensídade de coloração em bandas esterásicas de híbridos entre

Prosophila mulleri e O. arizonensis, incluíndo também ceterascs

macho­especiíficas. Fzsc autor atribuiu o reforço da atividade é

soma das expressões dos genes das duas espécies, como decorrência

de um mecanismo de reoulação “ciecsactinoa", envolvido na atividade

dos dois alelos.

No presente trabalho, essa explicação poderia ser

ubilizada para as bandas 23 e DA. consideradas silelos de um mesmo

loco e para as bandas 38 e 37,

Como & intersificação das bandas & o RA in foi

observada— em msschos a, º possivel que MES ISS eubejam

relacionadas com alauma atividade específica deste sexo; embera

não sejam macho­especíiiticas com as bandas

No caso dá banda 15, à& mesma enmplicação de |atividade

aumentada pila Bom da expressão gênica dns Linhagent

intoererusadas não se aplica, pois esca banda, cetava presente em

uma só das linhagens parentais dos híbridos analisados.

Podemos eupor que à maior atividade enzimática nos

habridos, aneja devida 4 um sumento da síntess de proteínas

específicas que DCOrre nessa situação “anormal” de cetarem

presentes em uma mesma célula, cromossomos que evoluíram em

separado. Vliecanismos de reaulação emeraenciais desse tipo, foram
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cm

admitádos por GÍCUOD e PICHARCCIDN CITA para explicar 0 caso

amplificação aênica relacionado & atividade Droaanizadora

muclileolara em hibridos entre DD. mulleri 2 D. arizonensis.

A aubra cituaçõão de dhandas presentes em uma das

linhagens parentais e ausentes nos híbridos, onde eram esperadas

devido so número de indivíduos usados nos cruzamentos. OCOrreu

com as bandas machoscespecíficas 149 e 2e. Nos Ribridos dos

Cruegamentos envolvendo à linhagem DESOS, onde essaz bandas

cceorrem com frequência de DES, (ATELO OX BR260S, nas duas direções

Fêgea BSD x macho EDÍIDLEI essas bandas não foram detectadas.

Gutro caso de supressão ocorreu com as bandas alfa DO

beta D7. à banda 290 é omacho­específica 2 ocorre na linhagem

ATErFO., Nos cruzamentos entre fêmeas B29082 e machos ATSFO, nenhum

macho hibrido apresentou essa banda. Na direção recíproca. porém

esteve presente, Foder­seteia pensar que cesso fcbanda seja

ligada sao cromossomo d. porém. outros cruzamentos indicam tErabar

se de esterase determinada por um aenc autossómico,.

"Guanto à banda 09, presente em A7ÍSPOD, Eambém não foi

detectada em híbridos de cruzamentos entre machos desea linhagem

e fêmeas BOGRD, Porém, a banda Dia, presente em BOND, considerada

alelo da banda 27. manifecetou­se normalmente nos híbridos das

duas linhagens. Nos cruzamentos (das linhagens AFETOS e BOQSTO com

outras linhaeent, às handas 07 e 31 manifestaramese normalmente;

reforçando à idéia do envolvimento de uecanismos Supressores.

Canos de eupressão da atividade nênica de uma

PSposiss parentais em hibridos. Emram detectadas quanto

atividade coraanizadora nucieoiar., Kasicamente, dois mecaniemos

parecem Betar envolvido". Him MID E Sim ol vihameado
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desoalanceamento de cativadores" 2 atua principalmente Em

híbridos de espécies relacionadas, sendo à supressão dos nenes

para RNAYr de uma das cespécies devida ao menor numero de elementos

ativadores C'enhancers"”) apresentado por esta (RELUERN e KHOAN,

DAI, DD segundo mecanismo é o “fator espéciesespecitico. que

atua entre espécies dietantemente reiacionadas,. E à Supreesão

causada pela incapacidade do fator transcricional de uma espécie

em reconhecer o promotor doe gene ribossômico da cutra cepécie

CEUCEDER. 17U),

Mecanismos dessa natureza podem estar envolvidos nã

BuUpyressdo das handas 87 e Se de [B2GSDO e das bandas 28 e 07 de

AFEFO., Também neste caso, outros cetudos envolvendo cruzamentos,

somados à uma ansliss so 0l1vel molecular são necessários,

Procuramos (utilizar à variabilidade esterásica das

proximidade

Tentativas para quantificar à difercociação entre

populações, baseadas nº gvariabilidade enzimática, têm sido

realizadas utilizando indices que medem é similaridade e &

entre ss mesmas. Dabenmmos que oe resultados obtidos por

Processos existentes nã literatura, nem sempre são

concovdantas. o Que, no presente trabalho. 3 essa: limitações

deve­se acrescentar o fato de que foi utilizado um numero pequeno

de linhagens isofêómess. Tendo em vista, porém. 3 existência de

outros estudoe quais amplos, utilizando outros marcadores que

pedem cservir de elementos de comparação. consideramos valida

presente tentativa,

EV
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O índice de Similariídade de WHITNEY et al.

calculado utilizando no mero de bandas comparvididihadoas.

considerando cada banda uma caracteristica, independentemente da

relação locosqernce DO TS foi calculado paras Cs) todas as bandas,

ib) só as bandas com freauência iaual ou euperionr a 19% e (6) só

as bandas com frequência igual ou superior 3 36,

Com hase nã proximidade das médias does 18 calculados

pAra cada linhagem, em velaçõo às demas especialmente nas

situações (E) e (6) é possivel tabelecer cinco classce

constituddas da seguinte maneira: Classe II; composta pelas

linhagents Beúgil e ENO (Catualimmante classificadas como ED,

koepferae;: Classe II composta pela linhagem ESLDt catuslmentoe

classificada como 1[. serido): Classe III constituída pelas

linhagens ASSFÍiil, CGUSVGi e COGGS (também classificadas como Y.,

serido;: Classe IV pela linhagem AVSPO (atualmente classi zicada

como É. serido) e Classe V constituída pela linhagem de X&,

buzzatii.

Já a avaliação das relações de proximidade entre

linhagens. aomM base na Anslise de Dependência (CCORBEIRD,

ME SC tkaseou nas vinte bandas mais frequentes em todas au

linhagens, modifica essa classificação pela inclusãso de ECI1Dins

classe de ASTIAAÇ DISVOI e BEZSOD fLTinura 44). Isto faz sentido se

considerarmos que 05 daiores valores de ES entre à: linhagens

nas três condições calculadas tas bo e c);, foram obtidos: de um

lado entre BESTO e DESDZ e de outro entre B3Si0i, ASSFAI1, VNESOGÍ e

DSSOS,. Nesta forma o número de classes é reduzido para quatro:

Classe I constituida por G2GD00 2 ESSDTZ, Classe IL constítuída por

HIihi,. ASGSPIA, GUSCGÍ e DOS, Classe IIT constítuida por ASSPOS
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Classe IV por O. buzesatii.

Uados da literatura

SUperespférs ie un. serido

dietribuição das

previamente (EAITMAI et al.:s

et al.. 1782; YO0OSI et al...

RICHARPVIOMN, 1767

Dr flog ia do edesto:

isolamento reprodutivo),

A complex

suaAS implicaçõóes, têm

TDENC et al., 1708, 1970G: TOSI e

Considerando oe r

de cestfeoerases Como mais um

linhanens de

tabela 7; uma visõdo de

EI ieandosse

158 médio dado pelos padróce

VENIOS LEE vla concorda

pela ctmortoloaia do edeago

ECOAIMAD, 279503

Considerando;x

DEEGYT VAODependências

ESEC tiaroadoress,. mas sim com

CBIZZOSs no: MANDICRAVAZDZE.
redação).

fiesta forma n6

idéias de que às

cm 1 2 3 4 5 6

mostram

Aprese

caracteristicas

CYTOMOSSOMOS politênicos:

idade dessa distribuição de

sido bastante

ceuitados

marcador

Irosophila serido e XD.

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

LINHAGEM CARISTIPO* INVERSSCS** ENCAÇO*** ISOLAMENTO?tE* panrgao DETTAAA
REPRODUTIVO — — ECSTCRASE

I5(X) — ANADEP

I

I

11 11

IV 11 II

IV 11 11

IV 11 11

IV 111 1V 113

*BAIMAI et al. 1983; ** TOS, 1982; TOSI e SENE, 49875 *"* SILVA e SENE, 1991; “E BIZZO, 190;
ARNRA presente trabalho.



serido não pertencem à um mesmo “atabtus" evolutivo. Felo menos

ATE deve corresponder &à& outra espécies como indicam 0&ws

cesultados de cariótipo (BAIMAI et al... 1703), edeago CIILVAS
DELVMA e SINE, 1997) e isolamento reprodutivo (GITZEDN,

HAI RAVAZEZITI 7058 e tese de doutoramento en fase de redação);

além dos resultados de esterase. vm qualquer dos cálculos de

Proximidade realizados.

A supressão de bandas em intercruzamentos de U22N82 com

ATTTOO e EBOÍDiZ, pode também ser Esmada como um reforço para à

cilascificação dessas linhanens como espécies diferentes. Deve ser

lembrado também que MADICRANAZZI (190) descreveu amplificação de

material nenético nos hilridos Entre GEES : Geobo,

características ESSE AIOYA Bo DHBEVTVAda em híbridos

interespecíficos.

ÍA indicaçõêo de uma diferenciação em mosaico mencionada

por GSEMNZO et al, CIDA e TOST e TENEK (19509), segundo à qual (às

poruiações de À, servido analisadas se diferenciaram mais Du menos

simultaneamente; à partir do isolamento de populações de mesm

espécie com distribuição qeográfica contínua, também é reforçada

pelos dados dos padrócs de esterascs. Os autores mencionados

Bdmitem CU ESTEIO isolamento ocorreu (durante De E ciclos

paleoclimáticos de período quaternários, com : ExNpPAaNSÃ:

vegetação úmida e à retração da vegetação seca. que inclue

ctacese E oue as espécies do complexo 3,

associadas

Com base nas bandas comeartilhadas e exclusivas

construída à Figura QE que uvmostra um padrão pelo qual as

ropulações dessa superecespécie poderiam ter se Iecoiados
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ET

provaveluente em ciclos sucessivos de retração da vegetação seca.

Pretende­se ampliar o número de linhagens analisadas.

miantkto (ds esterases, para obter malores inforaações referentes à

diferenciação dessas populações &;. juntamente com os demais

mMmusrvoadores., contríbuir para um melhor conhecimento do processo

Evolutívo,.
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Baoda — Bos D;7
B3,D Ass
B599, Bsoz

Í

| HIPOTÉTICA
OOOO060EP

GOOGOO
Figura 25 ­ Hipótese de divergência dos linhagens isofêmeas analisadas,

estabelecidos com base nas t­ndas esterásicas compeartilha­
dos e exclusivas.
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V. RESUMO E CONCLUSÕES

No presente trabalho foi analisado o padrão de

esterases de oito linhagens isofênmess., sendo sete da superespéciasa

Drosophila serido e uma de DU. buzzatii. Das escete primeiras. cinco

presentemente classificadas como D. serido e duas como À.

koepferae. Híbridos de slgumas linhagens também foram analisados,

Os experimentos foram realizados com moeccas adultas de

16 dias de idade. utilizando à técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida,

No total foram detectadas 47 bandas com atividade

esterásica nas oito linhagens. AVOSTO foi à que apresentou o menor

numero de bandas (139): e RINS, oO maior (48),

Dentre 473) bandas, O eram especificas para o

naftil acetato (beta esterases), DO para o alfasnatftil (acetato

(altas csterases! e 16 não apresentaram ceespeciíificidade diante dos

dois eubetratogs (al fa­deta ceterascs).

Yi, combinação eclessas bandas vesultaram NItmMeTOS

variáveis de padrtces entre às linhagents due 197 à 27 (tabcoia

frequência desses padre: também Po bastante variável

intralinhanem; sendo qUE Rlaung cetavwam presentes em mais de Jo

dos indivíduos e. outros. sm apenss um indivíduo,

Uutra fonte de “rPvariabilidade intralinhanem foi &

intensidade de coloração das bandas, que reflete variações na

quantidade das enzimas,

Cete das bDpandas que foram encontradas exclusivamente em

machos podem ser consideradas. com boa margem de ssjjurançõãe

ESpEeCÍTficas desse sexp,. sendo cinco alfa­esterages o duas beta

FZ
AVAVAY

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



Caesas bandas alfa, sexocespecíficas., têm em comu

incapacidade de hidroliszar o beta­naftil acetato nã ausência

alfa­nsftils 0 que sugere Erabayrense de uma enzima com Função

Comun,

Com fase nã mobilidade eletroforética e no padrão de

coloração das bDandasíscomparando­se parentais e híbridos jicou

svidenciada &à& existência de pelo menos três locos oneneticos

presesnrtes em todas as linhagens. Quanto às bandas mqacho:

específicas. foram atribuídas à presença de cinco locos.

Bandas presentes sempre em duplas Ioram detectadas

com base na literatura; atribuídas à variantes não alélicas. isto

genes de locos diferentes fortemente ligados. à isDenszimas

secundárias OM R diferentes RNAM resultantes de BONtagoem

C'apliczing") diferencial do produto de um mesmo qene.

padrão esterásico dos híbridos mostrou

constituído basicamente pelo csomatório das bandas parentais:

Cntretanto;, altumas cesteracses mostraram um aumento de atividade

em híbridos de determinados cruzamentos. enquanto OUWUEVTABA

frequentes nas linhagens parentais, aparentemente EStASAM

suprimidas. Tanto à supressão, quantoo aumento de atividade
a lgoumas bandas foram atribuídos à mecanismos reauladores

decorrentes da hibridação.

Em uma tentativa de quantificar à diferenciação

linhagens isofêmeas analisadas. com base nãs esterasess

estabelece a relação de proximidade entre cias foram calculados

oo índice de SGimilaridade C(C853) e 3 aánsliss de Dependência

CANANERO
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UCs qualquer das duas classificações aponta à linhascm ASFEÕTO

Ds valores quéêdios de 318 permitiram dividir

linhagens analisadas em cinco classes:t Ciasse

linhagens BS8SGUS e BOSTNS: Classe 11 + constituidda por

­ constituída por ASEFÍT, BESGOI e BESGO: Class

Lise MN O» nor DD. buestzatii. Já o resultados da

ARADEDP permitiram agrupar as linhagens em quatro classes. sendo à

diferença devida & reunião das linhaoens das Ee 1TTI em

UMa mesma classe, nessa análise

Comparando­se 065 resultados de ambos os testes com 0106

de outros marcadores, analisados anteriormente. observa­se que o

xorupamento das linhanent isoféêmeas., pela ANAUEF, concorda

inteiramente com à divisdo em classes estabelecida com base em

dades de isolamento reprodutivo; enquanto & anrvupamento das

mesuas linhagens pelo IS qmédio concorda com os dados quanto &

morfoicoaia do edeago e ao cariótipo.

Um aspecto importante na discussdo desses resultados E

como tendo “status” evolutivo diferente das demais linhagens de

Drosophila serido anslisadas neste trabalho. constituindo. ao que

tudo indica: uma terceira cepécie na superespécie D, serido,
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VIT. GCUMHARY ANO CONCLUSIONS

A comparative analygeis qvas anmade of the estcrase

iscoenzame patterns of cight issfemals lines, EVER

firosophila serido superspecies and one of D. buzzatii,. Five

the seven isofemale lines are at present classified «e 0. serido

(HESSE  ASSIIA, ESSGI, BS003 and ASEVITDO and two ane UU. koepferae

(BRGDO and BESBZA Huybrides of some isofematde lines uwere slsão

Ten dau cid adult flies, varuino between

individuals of cach sex per isofemale line, were analyzed

electrophoresis in polvacrilamide oels.

In all. 43 bands in the spectrum 07 esterase isoenzymes

Were detected in the einht isofemale lines. The smallest and the

greatest numbers of esterase bande were found, respectively, dn

ATEEPS and EZSiuni,

âmono the 43 esterase bande, cioaht exhitbited epecific

resction . with Getasnaphtyl acetate Chetasmesterases

preferentialdiyu cleaved alfanaphtual acetate (Galfa­esterasecs) and

ten did not exhibit Bpecific reaction with alia or beta­naphtyi
acetate (alfa beta esterascs).

The ceombinatimn of the gcesterase bande produced &

variable number of intraisofemale line patterns. ranging from 17

to 37. The freduenci Of these patterns werc aleo very variabic.

tn different isofemaleo lines some o these patterns uere Dound in

move thar 729% of the individuals while others were found dn &

flo.
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ig

Dififerences AUOTES isgoItfemale lines 3also included

vaTIAt OM in the amount of enzumes present ir tiífíerernt

individuals or populations.

fimona hands detected exclusively in males, seven may be

considered csex­specific. Five are alia esterases and tuo Dbeta­

cesterases., TYJThese maicoespeciíific alfa­esterases have in common the

incapacitby to cleave beta­naphty4l acetate in the absence of 32172+

narhtul. denotina à possíbic common function.

Cilectrophoretic mobílity and staíining patterns of bands

Point to the existence of at least three acenetic loci present in

EyeTYA ienfemale lins studied. fnh its terna qmale Gands wero

thought te he controlled by other five other leci.

Two cases of double bands were detected in some

iscofemate lines. In the literature; such casce have becn

abtribuíed to completely linked genes of different docis to

secondary iscenzumes or even to different mEHXA, resultina Trom

differential splicing o the product 07 3 single gene.

Cuterage petterns in the hubride were basicallyu

constituted by the sum 07 parental bands. iownever., SOME Cases

Eesterascs with increased activity, AS qvell (as ESEETARECS

appaventiy caupressed dn hybridss., were found. Both cases were

attributed to regulators mechanieseme activated by hubridizsation.

The Similarity Index (ST) and the Analysis

Dependence (ANGUECP) vere calculated in an attempt to quanti:

differentiation of the isofemais lines studied. on the bases

Eesterases bands,

Hean values of 81 were uscd to separate isofemale lines

Class Y ­— constiíituted py BSG&X0S and BOSD7: Ciass
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ie?

constituced by DIL01: Class [IL OS including AUSCIL,  ESTUOL

and BeSéegu: Class IM ­ includinaoa A7UFOI and Ciaes UV ­ inciudina DD,

buzzatii.

Oh the basis of ANGUEF data, however, isoTfenaie lines

could De divided into 4 classes, instead of SS. Ethe difference

being due to the arcoupina of iscofemale lines in claescs 11 and

The comparison o? these data on ceeoterasses With results on

other FTfeatures previously cetudied, usina the came isofemsie
;lines, chows that their separation by ANADES test sccords with

data on reproductive isolation while their ceparation bu O31 test

follows acdeagus and karyotypae data,

Both tests. however, ave in accord with each other in

the indication no AFETO ae presentínog à different status relativo

to the other iscofemale lines claesificd as É, serido. thus

reinforcing data in literature which suggest the same.
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