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Investigagcdo sobre um Fendmeno de Hipemutabilidade
na Linhagem 17A2 de Drosophila willisioni

1. INTRODUCAO:

1.1. A espécie Drosophila willistoni

Drosaphila willistoni [subgénero Sophophora) € a espécie de drosofilideo
mais comum que habita as florestas das América do Sul e Central (Dobzhansky &
Powell 1975). Como outros membros do grupo willistoni, a distribuicGo geogrdfica
de D. wilistoni & essencialmente Neotropical. E a espécie de mais ampla
distribuicdo do grupo (Ehrman & Powell 1982). estendendo-se do México Central e

Fiérida, ao norte, ao Uruguai e Argentina, ao Sul.

O grupo willistoni € constituido de uma grande variedade de espécies,
com subespécies e espécies cripticas, sendo considerado paradigma nos estudos
evolutivos. As é espécies cripticas de D. willistoni séo morfologicamente muito
semelhantes [Dobzhansky & Powell 1975; Ehrman & Powell. 1982: Cordeiro &
Winge, 1995), sendo de exirema importGncia estudos que determinem

marcadores para diferenciar tais espécies.

Populacoes naturais de D. willistoni sdo usualmente polimorficas quanto a
rearanjos cromossomicos, que ocomem em todos os bracos e sdo faciimente
detectéveis nos nicleos politénicos. Mais de setenta inversdes cromossdmicas
diferentes tém sido descritas e, dependendo da locdlizacdo geogardfica das
populagcdes amostradas, individuos capilurados na natureza podem ser
heterozigotos para até nove inversdes cromossdomicas (Da Cunha 1956, Da Cunha
et. al. 1950, 1959, Da Cunha & Dobzhansky 1954. Dobzhansky et. al. 1957). Muitos
trabalhos tém sido feitos no sentido de caracterizar o polimorfsmo € a

composic@io cromossdmica de D. willistoni (reviso em Rohde, 2000).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado amplamente esta espécie e varias
abordagens tém sido feitas a fim de investigd-la do ponto de vista molecular,

ecoldgico e citogenético.
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1.2. Mutacdes espontineas, elementos transponiveis e
hipermutabilidade

Na natureza, a mutacdo de um gene é muito rara. Em espécies de
Drosophila, assim como em qualquer outro organismo, o aparecimento de novos
mutantes € um evento de freqiéncia extremamente baixa e usualmente se
considera que a taxa de mutacado € de 10 a 10 por I6cus por geracdo.

Morgan, em 1914, observou: “Na realidade, nossa experiéncia com
Drosophila nos da a impressGo que as mutagbes sdo eventos raros, embora o
numero de mutagdes obtidas por nés até o momento tenha sido muito grande”
(Moore 1986). Alteracdes fenotipicas, como olhos brancos ou asas vestigiais, s6
foram encontradas apds a andlise minuciosa de milhares de individuos. Alguns
fatores, no entanto, podem ocasionar em maior escala estas alteracdes. SAo os
chamados agentes mutagénicos, que alteram o DNA e aceleram a taxa de

mutacoes.

O:s seres vivos tém em seu material genético, além dos genes responsaveis
por sua construcdo e funcionamento, seqléncias de DNA capazes de se
reproduzir € se fransferir para outros locais do genoma. Tais fragmentos,
chamados de elementos transponiveis (ETs) - ou transposons, podem causar
mutacdes e, por isso acredita-se que tenham um importante papel na evolucao

dos organismos.

Como podem se reproduzir de modo autdnomo, gracas as suas
caracteristicas estruturais, os ETs também sdo chamados de ‘parasitas dos
genomas’ por alguns autores. Embora o genoma todos os seres vivos tenham ETs,

sua quantidade varia muito em cada espécie.

A capacidade de causar mutacdes € um dos mais importantes efeitos
causados pelos ETs ao genoma hospedeiro. Ao se franspor, o ET pode se instalar
dentro, ou préximo, de um gene, levando a mudancas na estrutura ou no
funcionamento de partes do corpo que dependam da atividade desse gene. Por
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provocar estes efeitos, os ETs sdo apontados como geradores de variabilidade,
podendo causar um repertorio de efeitos mutacionais, desde a simples disrupgdo
de seqiéncias codificantes, resultando em fendtipos nulos ou letais, ou ao se
inserir em uma regido regulatéria de um gene, podem criar um novo padréo de
expressao fenotipica. Assim, os elementos de transposicdo estdo relacionados
com a hipermutabilidade e com a reestruturagcdo dos genomas ao promoverem
rearranjos cromossomicos. Todos estes mecanismos podem ser de grande
importancia como fonte de variabilidade para a evolugdo (disponivel no portal
LabDros - Laboratério de Biologia Molecular - Depto. de Biologia Universidade

Federal de Sania Maria).

FreqgUentemente as mutacdes em Drosophila sao atribuidas & mobilizacdo
de elementos transponiveis (Finnegan 1990), sendo que em situagcdes de estresses
fisicos, quimicos e gendmico, essa mobilizacdo pode ser ativada. A freqiéncia de
mutacdes espontGneas causadas por transposons varia muito nos diferentes
organismos. Em Drosophila é reportado que causam cerca de 85% delas (Loreto &
Valente 2002). Além de mutacdes, eles também provocam rearranjos
cromossomicos: ao se transpor, os fransposons podem eliminar ou inverier frechos
do DNA, levando a ligacoes incometas enfre partes de um cromossomo ou de

cromossomos diferentes.

Quando ocorre uma série de eventos de mutacdes esponténeas, pode se
caracterizar um fendmeno de hipermutabilidade. Loreto ef al, 1998
caracterizaram uma linhagem hipermutavel de D. simulans, e recentemente
verificaram, em uma sublinhagem white desta, que o agente causador destas
mutagdes € a mobilizacdo de um elemento transponivel semelhante a hobo
(Fonte et al. 2002).

1.3. Alinhagem 17A2

A linhagem 17A2 foi coletada no ano de 19921 na Estacdo Agrondmica de
Eldorado do Sul - RS (30°05°S, 51°39'W), e, desde entdo, € manfida em estoques
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no laboratério de Drosophila (Deparfamento de Genética - UFRGS). A
descendéncia desta linhagem ja foi utilizada para estudos citogenéticos que
detectaram um alto grau de polimorfismo para inversdes cromossémicas
paracéntricas (considerando somenie os cromossomos ii e iiij. O brago esquerdo
do segundo cromossomo (lIL), por exemplo, apresenta as inversdes A, B, D, E, F, H
e |, as quais compreendem de 11 a 33% do total da eucromatina do
comprimento do brago. Ja o cromossomo lll apresenta as inversdes A, B, Cvi e J
as quais compreendem de 5 a 13% da eucromatina total do comprimento do
cromossomo (revisdo em Santos-Colares 2003). O cromossomo XL, no entanto
apresenta somente o amanjo XL-B caracterizado por Rohde (2000), que &

caracteristico das populagdes do sul do Brasil.

F importante acrescentar ainda que alguns transposons, como P e hobo
est@o presentes no genoma da linhagem 17A2. Regner et al. (1999) evidenciaram
niveis de disgenesia gonadal dependente de temperatura na progénie de
cruzamentos inter e intralinhagens envolvendo a linhagem 17A2 e outra linhagem
de D. willistoni (WIP-11A). Sabe-se que este efeito pode ser decomrente da

mobilizacdo de elementos transponiveis.

Diferentemente das demais linhagens de D. willistoni mantidas no
laboratério, jG surgiram mutantes esponténeos machos do fipo white (olhos
brancos) e do tipo sepia (olhos marmrons) em estoques mantidos a 17°C. Estes
mutantes foram isolados e, através de cruzamentos direcionados, foram

estabelecidas linhagens estaveis para ambos os fendtipos.

1.4. Elementos Transponiveis na linhagem 17A2 de D. willistoni

Regner et al. (1996) analisaram duas populacdes de Drosophila willistoni
(17A2 e WIP-4) quanto & presenca do elemento fransponivel P, por Southern Blot e
hibridizacdo in situ, sugerindo a existéncia de elemento P aparentemente ativo
em 17A2. Regner et al. (1998) em uma ampla varredura de linhagens de D.

willistoni provenientes de praticamente toda a distribuicGo geogrdafica desta
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espécie, por sua vez, ndo observaram nenhuma linhagem livre desse elemento.
SeqiUéncias homoélogas a P foram identificadas em todos os estoques examinados
e em todos os casos, o padrdo de hibridizacdo indicou um reduzido nimero de
elementos em relacdo ao enconfrado nas linhagens de D. melanogaster
(Lansman et al. 1985, Daniels & Strausbaugh 1986; Daniels et al. 1990). Outro dado
interessante é que a seqUéncia de P encontrada no genoma de D. willistoni difere
em apenas um nucleotideo da seqUéncia desse elemento em D. melanogaster, o
que reforca a hipoétese de D. willistoni ser a doadora destes elementos, por
transferéncia horizontal, para a cosmopolita D. melanogaster (Daniels et al. 1990).

Klein (2002), fazendo a andlise por PCR em diferentes populagdes de D.
willistoni, a fim de verificar a possivel relagdo enire disgenesia do hibrido e
mobilizacdo de elementos ftransponiveis, verficou que a linhagem 17A2
apresenta seqUéncias homologas ao elemento hobo de D. melanogaster, sendo
que havia indicios de que este elemento estaria possivelmente ativo nesta
linhagem. Em trabalhos anteriores, Sassi et al. (2000) e Loreto et al. (1998) j&
haviam detectado por Southemn blot a presenca de seqiéncias de hobo no
genoma de D. willistoni, embora com baixa homologia com as de D.
melanogaster. A andlise por PCR (Klein 2002), no entanto, permitiuv um maior
refinamento desta andiise, a fim de resolver esta questdo importante ligada &

mobilizacdo do elemento fransponivel hobo.

1.5. Mutacdes em Drosophila melanogaster

A maioria das mutacdes em D. melanogaster jG é bem caracterizada. As
que afetam a pigmentacdo do olho, por exemplo, apresentam alteracdes nas
seqUéncias dos genes envolvidos em rotas metabdlicas importantes para a
pigmentacdo dos omatideos (que fazem parte do olho composto da moscal),
podendo ocasionar o aparecimento de olho marom (mutante sépia) e branco
(mutante white), ao contrério de individuos de fipo selvagem, que tém olhos

vermelhos. Ja as mutagoes que atingem genes necessarios para a formagdo das
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estruturas da asa na mosca adulta, alteram a estrutura dos epitélios superior e
inferior das asas, resultando na sua curvatura (mutante Curly) ou na formagéo de

bolhas de hemolinfa entre os epitélios (mutante blistered) (Lindsley & Zimm 1992).

O gene whife estd envolvido na producdo e distibuicdo dos pigmentos
omocromos (marrons) e pteridinas (vermelhos) encontrados nos olhos compostos
e ocelos de moscas adultas, bem como nos testiculos dos machos adulios € nos
tObulos de Malpighi de larvas de ambos os sexos. A fungdo especifica da proteina
de transporte, associada @ membrana, € de ligacdo a ATP, para pigmentos
precursores nas vias dos omocromos € das pteridinas (Sullivan & Sullivan 1975,
Dressen et al. 1988, Tearle et al. 1989).

O mutante sepia (se) possui pigmentacdo ocelar normal e apresenta olhos
de cor marom na eclosdo, escurecendo até sépia com o passar da idade.
Cromatograficamente, olhos sepic se caracterizam por ndo apresentar
pigmentos vermelhos (por exemplo, drosopterina e isodrosopterina) e apresentar
um acumulo de pigmento amarelo (Lindsley & Zimm 1992). Existem cerca de dez
alelos de sepia bem descritos.

A mutagdo Curly (Cy) € uma mutacao dominante de D. melanogaster,
uliizada como um marcador preferencial do segundo cromossomo em
laboratérios de genética. Mosca Cy s@o facilimente distinguiveis de individuos de
tipo selvagem pelas asas marcadamente encurvadas. A curvatura & causada por
uma concentragdo desigual de epitélio superior e inferior durante o periodo seco

apds a emergéncia desde a pupa (Lindsley & Zimm 1992).

Existem vdrios mutantes em D. melanogaster que apresentam formagdes
de bolhas de hemolinfa entre os epitélios das asas. Algumas mutacdes sao
causadas por defeitos em proteinas chamadas integrinas de Drosophila, que sdo
heterodimeros transmembrana, componentes das jungdes basais, que mantém
unidas as duas superficies das asas (Fristrom et al. 1993). Mutagdes nos genes das
integrinas, como inflated (if), myosferoid (mys) e blistered (bs), causam defeitos na
adesdo dorsal-ventral das células intervenais da asa e resuliam em bolhas nessas
estruturas (Brower & Jaffe 1989, Wilcox et al. 1989, Zusman et al. 1990). Desta
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forma, as integrinas sGo um dos maiores efetores da diferenciacdo das células

intervenais da asa (Fristrom et al. 1994).

1.6. O lécus white

A primeira mutacao reconhecida claramente no género Drosophila, por
Morgan em abril de 1910, foi uma alteragcdo que surgiu espontaneamente na cor
do olho de um macho da espécie Drosophila melanogaster. Os olhos, que sdo
normalmente vermelhos, apresentavam-se brancos (revisdo em Judd 1987).

O lécus white de D. melanogaster vem sendo, desde entdo, muito
estudado. Nestes muitos anos de estudos citogenéticos e moleculares, os
inGmeros alelos e reamranjos no lécus whife expdem uma extensa gama de
fenotipos que fazem desse locus um excelenfe modeio para examinar
mecanismos de mutacdo génica, transmissdo e regulacdo (Judd, 1987). Muitos
desses alelos surgiram pela insercdo de elementos transponiveis, como, por

exemplo, Doc, roo e copia (Lindsley & Zimm 1992).

Também em D. simulans, o locus white foi caracterizado molecularmente.
O lécus inteiro esta inserido em um fragmento de 13 Kb, obtido pela clivagem
com EcoRl, tendo sua organizacdo estrutural de éxons e infrons semelhante ao
I6¢cus white de D. melanogaster (Inoue & Yamamoto1987).

Torres 2001, fazendo alinhamento das seqUéncias disponiveis no GenBank,
verificou que o lécus white é constituido de 6 éxons e 5 introns, tanto em D.
simulans, como em D. melanogaster, apresentando regides de semelhancaos e
divergéncias. Todos os éxons sdo semelhanies enire essas duas espécies (cerca
de 90% de similaridade), no entanto, em D. melanogaster encontram-se
sequéncias adicionais em cada éxon. Além disso, € observado algum grau de
divergéncia (4%) nos éxons 1, 2 e 6. Em relacdo aos introns, os infrons 1, 2, 3 e 4
sdo bastante semelhantes (99%) entre as duas espécies, 0 que ndo é observado

para o intron 5.
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Em termos de morfologia, D. simulans e D. melanogaster sdo distinguiveis
somente por caracteristicas menores, como a genitdlia do macho e o famanho
do olho (Inoue et al. 1988). As duas espécies também sdo muito semelhantes nas
estruturas cromossomicas, padrdoes de bandeamento € mapas de ligagdo

(Ashburner & Lemeunier 1976).

O gene white tem sido objeto de consideravel caracterizacdo genética e
molecular em D. melanogaster (revisdo em Hazeligg 1987), e homologias
correspondentes tém sido identificadas em muitos outros insetos de interesse

econdmico e de importancia médica.

De um modo geral, para D. melanogaster. o lécus apresenta um tamanho
de 14kb estruturado em 6 éxons e 5 introns, sendo que o primeiro infron € o maior
(com 3,1kb). O tamanho do transcrito € de 2,6kb e é encontrado em embrides,

larvas, pupas e adultos (Lindsley & Zimm, 1992).

Gomulski et al., 2001, faz uma comparacdo da estrutura do lécus com
outros dipteros (Figura 1). Ceratitis capitata, Bactrocera tryoni e Lucilia cuprina
apresentam 7 éxons e 6 introns, sendo que o primeiro intron apresenta uma
grande variacdo no tamanho, podendo conler inclusive segUéncias de
elementos transponiveis € DNA satélite. O tamanho do transcrito de C. capitata €
de aproximadamente 2,9kb, com niveis altos de expressdo detectados no estagio
adulto. Comparacoes entre os genes white de L. cuprina e D. melanogaster
mostram um grande nivel de idenfidade enfre as sequéncias de DNA e as

seqUéncias de aminodcidos derivada (Garcia ef al. 1996).

Anopheles gambiae e A. albimanus apresentam uma organizagcdo mais
divergente do l6cus white, quando comparado com os demais dipteros. Existem 4
éxons e uma variacdo no nimero e tamanho dos introns. A. gambiae apresenta 4
introns, sendo o segundo, o maior, € A. albimanus apresenta 3 introns no l6cus. A
caracterizac@o do gene white de Anopheles gambiae pode ser um importante
subsidio para desenvolver mecanismos de controle de vetores biolbgicos

importantes como esta espécie. O gene white foi escolhido como marcador para
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linhagens geneficamente transformadas pela faciidade do fendtipo ser

visualizado (Besansky et al. 1995).
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Figura 1. Organizacdo do I6cus whife nas diferentes espécies utilizadas para a construgcdo
dos “primers" degenerados. Os tamanhos dos primeiros introns sGo dados em quilobases e
o dos éxons sGo mostrados em residuos de aminodacidos (Gomusiki et al 2001).

O loécus white possui importantes caracteristicas que facilitam uma
investigacdo molecular mais detalhada de sua organizagdo. Trata-se de um 1dcus
de tamanho reduzido e tfem a seqiéncia conhecida e disponivel no GenBank, de
todas as diferentes espécies para as quais ja foi caracterizado. Sem duovida, estes
fatores facilitam os estudos, pois ddo subsidios para que se construam mapas de
resfric@o, oligonucleotideos iniciadores, além de permitir que se facam medicoes
mais exatas quanto ao tamanho das seqUéncias. Desta forma, através de andlises
moleculares com white espera-se identificar o agente causador da
hipermutabilidade encontrada na linhagem 17A2 de D. willistoni, tomando como

modelos as espécies ja estudadas.

1.7. Citogenética e o I6cus white

O lécus white estd mapeado na posicdo 3C2 do cromossomo X de D.
melanogaster. Aléem dos fatores descritos anteriormente que podem dalterar a
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expressdo do locus whife, outras situacdes também podem interferir na sua

expressao génica.

Regides de heterocromatina tém a habilidade de silenciar genes
eucromdticos. Isto ocorre quando estes genes sdo levados para junto de regides
heterocromdaticas por reamranjos ou por transposicéo. O silenciamento de genes é
observado em um subgrupo de células que normalmente expressariam este
gene, resultando na chamada variegacdo por efeito de posicdo (PEV). PEV foi
descoberta em Drosophila quando o gene white foi levado, por uma inversao,
para préoximo a heterocromatina céntrica. Isto tornou o gene “silenciado™ no
nucleo de algumas células e ndo em outras, 0 que produziu um mosaicismo de
vermelho e branco na coloracdo do olho composto deste inseto (revisGo em
Weiler et al. 1995).

Em D. willistoni ainda ndo existe qualguer informacdo a respeito do
mapeamento do l6cus white. O que se sabe é que, nessa espécie, o padrao de
heranca dessa mutacdo é recessivo e ligado ao cromossomo X, como ocorre em
D. meianogaster. Dada G corespondéncia enire os bragos dos Cromossomos
politénicos de D. melanogaster e D. willistoni, estabelecida por Sturtevant &
Novitski (1941) e apresentada na Figura 2, espera-se que o lécus white de D.
willistoni  esteja também localizado nas secdes mais préximas & ponta do
cromossomo XL. Devido & existéncia de alto polimorfismo cromossémico para
inversdes em D. willistfoni e & existéncia de ordens génicas diferentes fixadas em
disfintas populacdes naturais (Rohde 2000), a posicdio exata do gene precisa ser
definida.

D. melanogaster D. willistoni

X XL
s KL

2R L

i IR

3R ii

4{pontual) 2

Figura 2. Comrespondéncia entre os bracos dos cromossomos politénicos de D.
melanogaster e D. willistoni estabelecida por Sturtevant & Novitski (1941).
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2, OBJETIVOS

Uma vez que foi observado o surgimento de mutantes espontéineos na
linhagem 17A2, que foi ideniificada a presenca de diferentes elementos
transponiveis em seu genoma e o seu padrdo de aranjo cromossdmico estd bem

estabelecido, este trabalho tem os seguintes objetivos:

2.1. Objetivo geral

Caracterizar, através de diferentes abordagens, a hipermutabiidade da

linhagem 17A2 de D. willistoni.

2.2. Objetivos especificos

I. Verificar, atraves de estresse por temperatura, se a linhagem 17A2 de D.
willistoni apresenta um perfil de hipermutabilidade através do aumento

da freqUéncia de fendtipos mutantes.

II. Estabelecer linhagens estaveis de mutantes de D. willistoni que possam
servir para estudos futuros, como investigacdo da mobilizacdo de
elementos transponiveis agindo como fonte endégena de variabilidade

genética.

I1l. Redlizar andlises moleculares iniciais para a caracterizacdo do loco white
de D. willistoni, através da investigacdo dos mutantes do tipo white da
linhagem 17A2, a fim de identificar o possivel agente do fendbmeno de

hipermutabilidade nessa espécie.

1
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manuiengdo dos estoques de Drosophila willistoni

Os estoques sdo mantidos por cruzamento massal, em meio de cultura
padrdo de farinha (Marques et al. 1966) em camaras com temperatura e
umidade constantes: 17°C + 1°C e 25°C + 1°C e com aproximadamente 60% de

umidade relativa.
» 17°C - linhagem 17A2 de D. willistoni.

» 25°C - linhagens de D. simulans {confrole nos experimentos de
biologia molecular) - selvagens (ELD), mutantes white e demais

linhagens mutantes de D. willistoni.

As linhagens estaveis de D. willistoni com fenétipo mutante utilizodas nesse
trabalho foram obftidas por cruzamentos direcionados, a parlir de mutantes
espont@neos que surgiram nos estoques da linhagem 17A2 mantidos a 17°C.

3.2 Estresse de Temperatura

Dez isolinhagens da linhagem 17A2, mantidas em estoque & temperatura
de 17°C + 1°C, foram obtidas a partir de fémeas maduras. A partir da primeira
geracdo, todos os individuos de cada isolinhagem foram submetidos ao estresse
por temperatura, sendo mantidos em cdmara de cultura a 29°C. Cada nova
geracdo foi andlisada e contada. Os mutantes eram retirados e submetidos a
cruzamentos direcionados para obtencdio de linhagens mutantes estaveis. Os
individuos com fendtipo de tipo selvagem foram colocados em novos meios de
cultura para cruzarem e ovopositarem novamente. As isolinhagens foram

acompanhadas até, no maximo, 11 geragoes.
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3.3. Andlise Morfolégica das Antenas

As alteracdes fenofipicas detectadas a cada gerac@o foram monitoradas
e, em alguns casos, se fizeram necessdrias andlises complementares. Em funcdo
disso alguns segmentos e aristas de moscas com a alteragcdo fenotipica e com
fendtipo de tipo seivagem foram relirados € montados em 1&mina permanente
com Entellan® (Merck) para visualizacdo em estereomicroscopio com captura de

imagem.

Uma outra amostra destes individuos foi submetida a tratamento de
desidratacdo e fixagGo para posterior andlise em Microscopia Eletrdnica de
Varedura (MEV) das antenas. Os procedimentos de preparacdo dessas amosiras
e a captura das imagens foram realizados no Centro de Microscopia Eletrénica
(CME) da UFRGS.

3.4. Andlise das gbnadas de machos

Machos da linhagem 17A2, bem como mutantes do tipo blisfered foram
dissecados em soro Ephrussi & Beadle (1936), para a refirada dos testiculos e
avaliacdo quanto a estrutura, aparéncia e presenca/auséncia  de
espermatozoides. A visualizagao foi feita em estereomicroscopio, com posterior

captura de imagem.

3.5. Preparagdes citolégicas

Os cromossomos politénicos de mutantes do tipo whife da linhagem 17A2
de D. willistoni foram obtidos da linhagem estavel mantida em cémara de 25°C +

1°C, para comparagcdo com os da linhagem de tipo selvagem da mesma
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procedéncia na tentativa de detectar possiveis rearanjos que tivessem potencial
de ftransportar o lécus white para a proximidade de heterocromatina
centromérica. As glandulas salivares de larvas de terceiro estagio foram
dissecadas em soro Ephrussi & Beadle (1936) sob esiereomicroscopio e fransferidas
para ldmina gelatinada, onde foram fixadas em dacido acético 45% por um
minuto. Apds, o material foi passado por um fixador —.composto por trés partes de
4cido acético, duas partes de dgua, uma parte de acido Iatico - durante um
minuto e 0 esmagamento com laminula siliconizada foi feito em orceina acéfica
para coloragcdo dos cromossomos. Um total de 36 Iédminas foi preparado € as
melhores preparacdes foram fotografadas em fotomicroscédpio Zeiss de contraste

de fase em aumento de 100X.

As fotos foram reveladas, montadas e todos os cromossomos politénicos XL

analisados, utilizando-se mapa de referéncia de Regner ef al. (1996).

3.6. Exiragcdo de DNA

Os DNAs gendmicos das linhagens utfilizados neste estudo foram
preparados a partir de moscas adultas (aproximadamente 100 moscas), que
foram maceradas em nitrogénio liquido denfro de um tubo de microcentrifuga de
1,5ml. Acrescentou-se G massa homogeneizada 700ul de tampdo de lise para
‘rompimento de tecidos e membranas, com a seguinte composicdo: Tris-HCI 0,1M,
EDTA 0,1M, SDS 1% & NaCl 0,06M.

A amostra foi incubada por 1 hora a é5°C. A extracdo de proteinas e
lipidios foi realizada com solventes orgdnicos da seguinte forma: acrescentou-se
um volume de fenol equilibrado pH 8,0 e agitouse por 10 min, lentamente.
Centrifugou-se por 10 min a 13000 rpom. A fase aquosa foi transferida para um
novo e repetiuse o procedimento com um volume de fenol-cloroférmio (24

cloroférmio: 1 dlcool isoamilico). A fase aquosa foi coletada e submetida a uma
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nova etapa de purificac@o nas mesmas condicdes que a primeira, agora com
cloroférmio (24 cloroférmio: 1 dlcool isoamilico) apenas.

A precipitacdo do DNA foi realizada coletando-se a fase aquosa e
acrescentando-se a ela 20% do volume inicial com NaCl 1M e 2 volumes de
Gicool etlico absolulo. Apés permanecer & -20°C por, pelo menos, 12h,
centrifugou-se a amostra por 10 min a 13000 rpm (8000 g) para precipiiar o DNA.
O liquido sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado por 3 vezes
com dlcool efiico 70%. O DNA foi deixado secar em estufa a 37°C e
acrescentaram-se 30ul de TE (10mM Tris-HCI - pH 8,0; 0,imM EDTA) para a

ressuspensao.

O DNA foi, entd@o, submetido a um tratamento com RNAse e testado com
enzimas de restricdo para avaliagdo de sua qualidade antes de ser utilizado no
trabalho. A quantificacao foi feita em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo e como padrdo de comparagdo foi uliizado DNA de fago A
previamente quantificado por espectrofotometria.

3.7. Exiragdo de RNA

Aproximadamente 50 moscas de cada amostra foram maceradas em
Nitrogénio liquido. A exiracdo seguiu o protocolo de Trizol® (Invifrogen), seguindo
especificacdes do fabricante. As lavagens foram feitas com etanol 70% e a
ressuspensdo foi feita em é0ulL de H20 estéril.

3.8. Preparagdo do cDNA (Sistema SMART™™)

Dez ul de RNA foram ufilizados em uma reagGo de RT-PCR utilizando
Transcriptase Revesa Invifrogen e “primers"” para o sistema SMARTM, seguindo as
especificacdes do fabricante do “kit" SMARTM cDNA Synthesis® (Clontech).

15



Investigagdo sobre um Fendmeno de Hipermutabilidade
na Linhagem 17 A2 de Drosophila willistoni

3.9. Amplificagdo por PCR

Trés pares de oligonucleotideos iniciadores para o l6cus white foram
ulilizados para desenvolver esta andlise. Os dois primeiros pares foram

desenhados por Torres (2001) para D. simulans:

a. WS - 5/ TTGGGGCTGGTGATTGGTT 3’
5/ AGCAAGATACGCACGCAG 3’

O tamanho do amplificado esperado para D. simulans é de 721 pares de

bases.

b.WT -5/ CGGTGAGTTTCTATTCGCAA 3°
5’ CGGATTGTAGTTGGTGGGAC 3’

O tamanho do amplificado esperado para D. simulans é de 800 pares de

bases.

c. A seqiUéncia direta de WS com a seqUiéncia reversa de WT para fentar

amplificar um fragmento maior do lécus.

Posteriormente, utilizando o programa Oligo, foi desenhado outro par de
oligonucleotideos iniciadores degenerados a partir de regides conservadas,
baseadas no alinhamento de seqUéncias do lécus white publicadas no Genbank
(NCBI) de D. simulans (acesso: U64875)e de D. melanogaster (acesso: X02974) e
de outros dois dipteros: Ceratitis capitata (acesso: AF315648) e Bacirocera tryoni
(acesso: U97104).

d. WD - 5/ CAAAAAYTAYGGCACRCTCY 3’
5’ AAGTCSACSGCTTCRCYIGG 3’
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Estas sequéncias anelam em regides do segundo e terceiro éxon do I6cus,
intercalados pelo segundo intron, produzindo um fragmento esperado de mais ou
menos 1000 nucleotideos, para D. melanogaster.

A Figura 3 representa os respectivos locais de anelamento.

xemsscaizemen ki
éxons1,2,3,4,5,6.
introns 1, 2, 3, 4, 5.

Figura 3. Representacéio esquematica do lécus white de D. simulans com os locais de
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores especificos. WS representa o primeiro par de
oligonucleotideos; WT representa o segundo par utilizado. WD represenia o
oligonucleotideo degenerado construido para este trabaiho{meodificado de Torres 2001).

Para todos os pares de “primers”, os componentes da reagdo foram: 25ng
de DNA foram submetidos a uma reag¢do final de 15u contendo 1U Taq
polimerase (Invitrogen), 1,5ul de tamp&o 10X fornecido pelo fabricante, 15uM de
cada nucleotideo, 20pmol de cada “primer” e 1,5mM de MgClz. As condicoes de
amplificagdo para todas as reagdes foram: 94°C por 2 min seguidos de 35 ciclos
de 94°C por 30 seg, 55°C por 40 seg e 72°C por 1,5 min, seguidos por 72°C por 5
min para finalizar a reagdo.
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3.10. Southern blot

Dez yg de DNA das linhagens utilizadas neste estudo foram clivados
segundo as recomendagoes dos fomecedores com enzimas determinadas a
partir da andlise do mapa de restricdo do lécus white de D. simulans (Inoue e
Yamamoto, 1987; Inoue ef al., 1988). As enzimas de restricdo ulilizadas neste
trabalho foram: EcoRl, que cliva em sifios fora do I6cus, Bglll e Sstl, que clivam em
sitios tanto dentro como fora do l6cus.

Os fragmentos produzidos foram fracionados em gel de agarose a 0.8%,
| transferidos para uma membrana Hybond N* (Amersham Pharmacia Biotech| e
hibridizados de acordo com o protocolo do “kit" Gene Images® da Amersham
Pharmacia Biotech.

Os produlos de PCR obtidos foram igualmente fracionados em gel de
agarose a 0.8%, como os DNAs gendmicos, fransferidos para uma membrana de
néilon e hibridizados, da mesma forma, de acordo com o protocolo do “kit" Gene

Images®.

As membranas foram hibridizadas com uma sonda marcada (aftravés do
método de “random prime”) a 60°C em uma solugdo contendo 0.1% SDS, 5%
dextran sulfato e liquido bloqueador diluido 20 vezes em 5xSSC. A membrana foi
lavada duas vezes a 60° C, primeiramente com 1x SSC e 0.1% SDS e apoés com
0.5x SSC e 0,1% SDS. Em ambos os casos, agitando-se por 15 minutos. Para a
deteccdo, foi utilizado o método do “kit" CPD-Star® (Amersham Pharmacia
Biotech).

O tempo de exposicdo da membrana ao filme de raios-X foi de 15 minutos,
30 minutos e 16 horas. O tamanho molecular (em kb) dos fragmentos detectados
foi determinado usando os fragmentos do marcador de peso molecular 1 kb Plus
DNA iadder® (Invifrogen) como controle.

iR



Investigacdo sobre um Fendmeno de Hipermutabilidade
na Linhagem 17A2 de Drosophita willistoni

- Como sondas foram utilizadas:

a. O plasmideo pCaSpeR-hs (Figura 4) que contém 8.784pb sendo que
destes, 6.024pb sdo do lbcus whife de D. melanogaster.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
L 1 1 1 i I 1 1

EcoRI Hpal Bgill Notl Sstil Xbal Stal
=l 57

poliylinker

oAb w pUCS w

Hsp7OBp FI’
- P{CaSpeR-ns}— P

Figura 4. Mapa do plasmideo PCaSpeR-hs que contém a maior parte do Iécus white de D.
melanogaster (Fonte: flybase.bio.indiana.edu).

b. Produto da amplificacdo em D. willistoni dos pares de primers WS obtido
por purificacéo de gel de agarose utilizando o “kit" GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification® (Amersham Pharmacia Biotech), seguindo as recomendagdes do
fabricante.
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4. Resultados e discussao

Depois de acompanhar durante onze geracoes as isolinhagens
estabelecidas a partir de isofémeas da linhagem 17A2 observou-se 0O
aparecimento de inimeros individuos com alteragdes fenotipicas (Figura 5).

Figura 5. Freqiéncia fota viduos ao longo d
de individuos e M= nUmero de individuos com alteragdes morfoldgicas.
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As alteragdes encontradas lembram alguns mutantes de D. melanogaster:
white, sepia, blistered e Curly. Ao longo do expermenio também surgiram
individuos com fenétipo duplo-mutante: um do tipo white/Curly e outro do tipo
white/blistered, além de uma dlieracdo com aparente fusdo nas antenas (Figura
6).

Figura é: Individuos da linhagem 17A2 de Drosophila willistoni com morfologia alterada que
foram obtidos a partir das isolinhagens submetidas a estresse de temperatura. Em a
mutantes do tipo white; b. do tipo sepia; ¢. do fipo blistered, onde a flecha indica a
presenga de bolhas nas asas; d. do tipo Curly; e. Individuos com antenas aparentemente
fusionadas; f. individuo com alteragdo do tipo white e Curly, onde as flechas indicam
curvatura nas asas; g. individuo com altera¢do do fipo white e blistered.

Embora a cada geracGo os mutanies fossem retirados das isolinhagens
apdés a contfagem, os fendtipos com alteracdes continuavam aparecendo (Figura
7). Este dado sugere que ha algum fator infrinseco ho genoma dos individuos, o
qual ocasiona o surgimento das alteragdes. Tendo em vista que em Drosophila a
maioria das mutacdes € atribuida a mobilizacdo de elementos de transposicdo
(Finnegan 1990), estes parecem ser uma explicagdo pertinente ao fendmeno
observado.
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Figura 7. FreqUiéncia de individuos ao longo das geragdes. Foram utilizadas somente as
linhagens que permaneceram por mais fempo no experimento.

Dos cruzamentos direcionados realizados com os diferentes fenotipos
_muion’res para obtencdo de linhagens estaveis, somente uma linhagem foi
estabelecida a partir de um macho mutante do tipo blistered. Este foi cruzado
com uma fémea de tipo selvagem. A prole desse cruzamento foi selecionada e
mantida em estoque na camara de cultura a 25°C em laboratério por
aproximadamente oito meses.

Entretanto, ap6s este periodo, e ao longo das geragdes o nimero de
individuos foi sendo reduzido gradativamente, até a perda total da linhagem.
Alguns individuos foram dissecados, a fim de verificar se as estruturas reprodutoras
apresentavam algum tipo de alteragdo, pois altas temperaturas podem provocar
mobilizacdo de elementos transponiveis pelo aumento da produgdo de

transposase (Engels 1989) e, conseqUentemente, o fendmeno de disgenesia
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gonadal (Petersen & Young 1991). Verificou-se, entretanto, que a morfologia dos
testiculos se enconirava normal, porém com auséncia de espermatozbides
(Figuras 14 e 15). Isto pode ser um indicativo de depressGo por endocruzamento,

uma vez que a linhagem foi gerada a partir de um Onico casal.

O fendmeno de depressdo por endogamia € bastante conhecido; a
fecundidade e viabilidade declinam drasticamente na medida em que a

populacdo se torna mais e mais endogdmica no laboratério(Futuyma 1992).

& Figura 8: a. Visudlizagdo em estereomicroscopio
de testiculos normais de um macho selvagem da
| linhagem 17A2 (aumento: 16x). b. Imagem dos
testiculos de um macho com fendtipo do tipo
blistered obfido a partir da linhagem 1/AZ, nos
quais ndo foram visualizados espermatozdides,
{ mas a esiruiura & normai (aumenio:iéx].

Pela andlise comparativa das estruturas de antenas entre individuos de tipo
selvagem e portadores de alteracao fenotipica, verificouse que as antenas dos
individuos com fenotipo alterado ndo diferem do padrdo encontrado em
individuos de fipo selvagem quanto ao nimero de segmentos e cerdas da arista.
Enfretanto, tais estruturas apresentam-se sempre menores que as daqueles
individuos. O que se pdde observar preliminarmente € que as antenas implantam-
se na cabeca muito proximas umas as outras, dando o aspecto de serem uma

Unica estrutura, em menor aumento.
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A aparente fusdo das antenas observada em alguns individuos foi

submetida & andlise, realizada em Microscopia Elefrénica de Varedura(MEV). As

diferencas quanto ao tamanho das estruturas foram confirmadas e observou-se

ainda que as aristas tomam-se unidas, dando a impressdo de que constituem

uma s6 estrutura, devido a proximidade de implantag@o e pelas malformagdes
que os individuos alterados apresentam (Figura 9).

‘Figuras 9. Em a: Aspecto das antenas como uma Unica estrutura em D. willisfoni,
visualizadas em estereoscopio (16x); b: Aspecio geral das estruturas das anfenas de um
individuo selvagem; ¢: Antena com fendfipo alterado preparada em lGmina para
microscopia dptica (100x); d: Imagem de microscopia optica de uma antena normal
(100x); e: Andlise das estruturas que compdem as antenas em MEV, com evidente
malformac@o e separagdo dos segmentos (setas) (400x); f: Eetromicrografia em MEV de
antenas normais (400x).

Ao serem redlizados cruzamentos, entre os individuos portadores de

alteragdes com individuos selvagens (a 25°C), a prole ndo apresentou a
alteragdo dos progenitores. Apesar disso, as geragcdes da mesma isolinhagem
qgue foram mantidas a 29°C, continuaram a apresentar tais malformagdes. Sendo
assim, ndo foi possivel estabelecer uma linhogém estavel a partir destes
individuos. Sao sugeridas duas hipoteses para tentar explicar estes eventos:
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1. A alta temperatura estaria interferindo na rota de regulagGo dos genes
de desenvolvimento embriondrio, o que poderia estar ocasionando a
formacdo endnea destas estruturas no adulto. Por exemplo, a
conformacdo dos fatores de transcricGo criticos neste processo poderia
ter sido alterada e as proteinas de choque térmico (Hsps), as quais
atuam como “protetoras” dos complexos protéicos necessarios para a
expressdo génica ndo estariam dando conta da demanda. Choques
de temperatura durante o desenvolvimenio induzem defeitos
morfolégicos em vertebrados e invertebrados (Petersen & Young 1991).
Recentemente, Rutherford & Lindquist (1998) demonstraram o papel
importante das proteinas de estresse da familia das Hsp90 € 83 no
tamponamento da variagdo morfoldgica criptica em D. melanogaster.
A submissd@o das isolinhagens do presente trabalho por vérias geragoes
& temperatura estressante de 29°C pode ter interferido com a eficiéncia

das Hsp83 em desempenhar o seu papel protetor.

2. Os individuos com esta dlteracdo foram gerados a partir de uma
isofémeaq, portanto, havia na prole um alto grau de endocruzamento.
Loeschcke et al. (1997) consideram que o endocruzamento afeta a
resisténcia a estresses. Logo, pode ter ocorrido uma selegdo prévia de
um gendtipo. j&@ portador de uma mutacdo, que predispde o0
surgimento das malformagdes nas antenas, apenas sob estresse de

temperatura.

A confimacgao destas hipoteses necessita de investigacdes mais
detalhadas. Porém, um fato relevante € que a isolinhagem 31 apresenfou uma
maior freqiéncia de individuos com esta alteragdo nas antenas, e isto vem ao
encontro da segunda alternativa sugerida.
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A fim de verficar se o fendtipo de olhos brancos que ocorre na
linhagem 17A2 n&o era o resultado de um reamanjo cromossdmico, foi realizada a
andlise do braco esquerdo do cromossomo politénico X (XL) que, conforme Muller
(1940), € o brago cromossdmico comespondente ao X de D. melanogaster. A
possibilidade de ocorrer uma inversdo envolvendo um segmento grande do
cromossomo poderia carregar Iécus o white de D. willisfoni para junto de regides
heterocroméaticas (como cromocentro, por exemplo), fazendo com que o
fendtipo observado fosse o resultado de um silenciamento da expressdo génica e

ndo uma mutagdo.

Em todas as l@minas analisadas ndo foi identificado nenhum amranjo

diferente além do descrito nesta linhagem. Todas apresentaram o arranjo XL-B,

descrito para as populacdes do Sul do Brasil (Figuras 10).

Figura 10: a. Cromossomo politénico XL de fémea do mutante do fipo white da linhagem 17A2 de
D. willistoni. Barra = 10 um. b. Fotomapa do cromossomo XL de D. willistoni mostrando o aranjo XL -
B comum para as populagoes do sul do Brasil (Rohde, 2000).
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Investigag@o sobre um Fendmeno de Hipermutabilidode
na Linhagem 17AZ de Drosophila willisfoni

N&o existem ainda frabalhos que tenham mapeado definitivamente o
lbcus white em D. willistfoni, mas acredita-se que a locdlizacGo deste € no
cromossomo correspondente ao de D. melanogaster, tendo como pressuposto
trabaihos realizados por Mulier (1940) e Lakovaara & Saura (1972) em ambas as

espécies que estabelecem a homologia enfre os cromossomos.

Bonorino et al. (1993) fazendo uma andlise comparativa de resposta de
choque de temperatura e anoxia nos cromossomos politénicos de sete espécies
do grupo willistoni de Drosophila, verificaram que os “puffs” induzidos no grupo
willistoni concenfravam-se nos cromossomos il e XR, que sado homodlogos,
respectivamente, dos cromossomos 3R e 3L de D. melanogasfer, os quais
concentram a maioria dos “puffs” induzidos para estes tratamentos nesta espécie.

Rohde et al (1995) também reforcam a questdo da homologia entre os
cromossomos de D. willistoni e D. melanogaster através do mapeamento do I6cus
Adh em espécies do grupo willistoni de Drosophila. O gene Adh foi mapeado pela
técnica de hibridacdo in sifu no brago direito do segundo cromossomo de todas
as espécies do grupo willistoni estudados, reforcando a homologia j&
estabelecida do cromossomo IIR destas espécies com o cromossomo 2L de D.

melanogaster.

A dificuldade de estabelecer e de manter estoques balanceadores
de D. willistoni, devido ao extensivo polimorfismo para inversdes paracéntricas
sobrepostas, é razdo pela qual estudos classicos de mapeamento genético com
esta espécie sao praticamente restritos as inhagens com que foram feitos. Um
esforgo neste sentido estd sendo feito atualmente por Goni (Gorii ef al., 2002) em

colabora¢cdo com membros do nosso grupo de pesquisa.

Os dados citogenéticos sGo, portanto, importantes para confirmar as
indicacoes de que a auséncia na pigmentacdo do olho observada é o resultado
de uma dlteragc@o em nivel molecular.
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Em estudos preliminares, na tentativa de caracterizar o l16cus white de D.
willistoni, o uso do plasmideo p-CaSpeR-hs mostrou-se ineficiente. Este plasmideo
contém, além de sequéncias do gene white de D. melanogaster, outras
sequéncias conservadas: as do promotor de hsp70 e fragmentos do elemento P.
Os resultados indicaram que ou a homologia entre as seqiéncias da sonda e do
DNA gendmico & baixa (Figura 11), ou os fragmentos obtidos foram resultado de
hibridac&o com seqiiéncias do elemento P, que estdo presentes no genoma de
D. willistoni.

CP SS 17S Ws Wiz SS 178 Wi Wi

13 OKh =

Figura 11. Southem blot com DNA gendmico de D. simulans e D. willistoni hibridizados com
o plasmideo p-CaSpeR-hs (CP); SS comesponde ao DNA gendmico de individuos da
linhagem selvagem ELD de D. simulans € 175 da linhagem 17A2 de D. willistoni. Ws
representa o DNA gendmico de mutantes whife de D. simulans e Wiz de mutantes do fipo
white de D. willistoni. Em azul, DNAs digeridos com a enzima EcoRl; em rosa, DNAs clivados
com Sstl. O marcador de peso molecular utilizado € 1Kb Plus DNA Ladder (Invitfrogen).
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A partir da obtengdo destes dados, houve uma concentracdo de esforcos

no sentido de buscar uma sonda especifica para D. willistoni.

Para tal, utilizamos dois pares de iniciadores especificos (WS e WT) para D.
simulans, que j@ vém sendo utilizados por Torres (2001). Pela andlise por PCR
obtivemos amplificagc@o somente com o primeiro par de iniciadores especificos
(WS) do lécus white de D. simulans em D. willistoni. Entretanto, o produto de
amplificagdo tem cerca de 650 nucleotideos e € menor do que o esperado para
D. simulans, que é de 721 nucleotideos (Figura 12).

2,0 kb

Figura 12. Andlise de produtos de PCR. Em 2 e 3 produto obtido utilizando como
iniciadoras a seqUéncia direfa do primeiro par de oligonucleotideos especificos (WS), e
reversa do segundo par (WT) amplificado no DNA de D. simulans (individuos selvagens
da linhagem ELD); 4. Confirole negativo; 5 e 6. Produtos ampilificados com WS em D.
simulans (individuos selvagens da linhagem ELD) e D. willistoni (selvagens da linhagem
17A2), respectivamente. A seta indica o fragmento de 650pb em D. wiliistoni. 7. Produto
amplificado com WT em D. simulans (individuos selvagens da linhagem ELD). 8. Observar
que ndo houve amplificacdo erm D. willistoni. O marcador de peso molecular € o 1 kb
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O produto amplificado de PCR foi entdo ulilizado para hibridocdo por
Southem Blot, ufilizando novamente como sonda o plasmideo pCaSper-hs,
especifico para o lécus white de D. melanogaster. O resultado sugere que este

fragmento corresponde & seqiéncia de id6cus white, parecendo haver, porém,

uma menor homologia (Figuras 13).
1 2

450 pb

Figura 13. Andlise por Southern Blot dos produtos de PCR obtidos com WS utilizando com
sonda o plasmideo pCaSper-hs. Em 1. Controle positivo (produto de PCR de D. simulans -
ELD); 2. Produto de PCR de D. willistoni (individuos selvagens da linhagem 17A2). O
marcador de peso molecular € o 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

A proxima etapa da investigacdo foi a purificagcdo do fragmento de 650
nucleotideos para utilizd-lo como sonda no DNA gendmico de D. willistoni. A
marcacdo obtida, apds o tempo de exposicdo ao filme de raio X, indicou uma
baixa especificidade da sonda. Nenhum padrdo de bandas ficou evidente, o
que sugere que a sonda tenha se ligado a regides inespecificas do DNA total.

Devido & baixa homologia apresentada entre as sondas testadas e o DNA
gendmico de D. willistoni, houve a necessidade da obtengdo de uma sonda
melhor, que permitisse encontrar o I6cus whife no genoma de D. willistoni. Para tal,
foram desenhados, a parfir de outras espécies ‘de dipferos, os iniciadores
degenerados. Estes foram utilizados em andlises por PCR, com DNA gendmico de
D. willistoni, D. simulans e D. melanogaoster, além de uma espécie de outro género,

a Zaprionus indianus para testar a eficiéncia dos “primers".
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na Linhagem 17A2 de Drosophila willistoni

O esperado para cada espécie seria a obtengdo de um dnico fragmento
com tamanho em tormo de 1000 nucleotideos, 0 que corresponderia & parte do

segundo éxon, segundo intron e quase todo o terceiro éxon. Para as espécies

estudadas, entretanto, foram obtidos frés fragmentos com aproximadamente 850,

1000 e 1500 nucleotideos (Figura 14).
1 2 3 4 5 3

1,5Kb

1.0Kb

3
¥

Figura 14. PCR utilizando os oligonucleotidecs iniciadores degenerados(WD) com os DNAs de
t(Zaprionus indianus), 2 {D. melanogaster), 3(D. simuians - linhagem ELD), 4{D. simulans -
white), 5(D. willistoni — 17A2 selvagem e 6(D. willistoni — mutantes do tipo white). Marcador de

peso molecular: 1Kb Plus DNA Ladder {Invitrogen).

Tais fragmentos foram, entdo andlisados por Southem Blot utilizando
novamente como sonda p-CaSper-hs. O resultado sugere que os trés fragmentos
tém homologia com a sonda, porém o amplificado de D. willisfoni mostrou-se
menos homologo, quando comparado com as demais espécies (Figura 25).
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Figura 15. Southern blot do produto de PCR com WD. Em 1(Zaprionus indianus), 2 (D.
melanogdaster], 3(D. simuians - linhagem ELD), 4(D. simulans — whife), 5(D. willistoni — 17A2
selvagem e é(D. willistoni — mutantes do tipo white). Marcador de peso molecular: 1Kb Plus
DNA Ladder (invitrogen).

Estes fragmentos foram entdo purificados a partir de gel de agarose, e o
fragmento de 1500 nucleotideos foi utilizado como sonda no DNA gendmico de
D. willistoni. Novamente o resultado ndo foi satisfatério para nos fornecer qualquer
informagdo sobre o lécus A ineficiéncia desta sonda foi confirmada atraves de
sequenciamento do fragmento de 1000 nucleotideos, realizada no Labdros, da
UFSM, sob a coordenacdo do Dr. Elgion L. S. Loreto. A seqiéncia obtida com os
mesmos oligonucleotideos iniciadores degenerados, em uma linhagem de
mutantes do tipo white de D. willistoni, proveniente do Uruguai, apés andlise no
sistema BLAST do Medline, indicou n&o ter homologia com as seqiéncias de
white disponiveis no banco de dados.

Na tentativa de obter melhores resultados com o “primer” degenerado
(WD) e resfringir o anelamento destes &s regides exclusivas de éxons, partiu-se

32



Investigag@o sobre um Fendmeno de Hipermutabilidade
na Linhagem 17 A2 de Drosophila williston

para uma abordagem ulilizando-se o cDNA de D. willistoni. A figura 16 mostra a
amplificag@o por PCR com os frés pares de iniciadores (WS, WT e WD), alem de
um iniciador para B-Actina, gentiimente cedido por Klein (2002) para ser utilizado
como controle paositivo.

3
N
H

8
3

Figura 16. PCR com cDNA de D. willistoni, utiizando os iniciadores p-actina(l), WS(2), WT(3] e
WD(4). Marcador de peso molecular: 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Como os pares de iniciadores WS e WT anelam em regides de introns no
I6cus white de D. simulans, ndo se esperaria que amplificassem com o cDNA de D.
willistoni. No entanto ocomeu amplificacdo e os fragmentos foram de
aproximadamente 350 nucleotideos para ambos os “primers”. O par WD gerou
um produto com tamanho de cerca de 200 nucleotideos, também diferente do

esperado, j& que para os éxons 2 e 3 o tamanho esperado seria proximo a Tkb.

Através de andlise por Southem blot, verificou-se que estes fragmentos
parecem ndo ter homologia com a sonda p-CaSpeR-hs. Estes dados, associados
com o fato de que WT ndo amplifica nenhum produto no DNA gendmico de D.

willistoni {Figura 22}, sugerem que os fragmerntos nGo correspondam efelivamenie
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ao locus white. Poderiam indicar, por exemplo, a amplificacdo de produtos
inespecificos com a criagdo de novos sitios de anelamento do ‘primer’ no mRNA
processado. Para interpretar melhor o significado destes resultados, serdo

prepaladas novas' amosiias para segienciamento.

Uma explicacdo possivel para a baixa homologia encontrada entre D.
melanogaster e D. simulans (espécies utilizadas como controles neste estudo) e D.
willistoni € o tempo de divergéncia entre o grupo willistoni e o grupo
melanogasfer. A divergéncia entre estes dois grupos € mostrada na Figura 27.
Segundo Powell & DeSalle (1995) e Russo ef al. (1995), que estimaram tempos de
divergéncia a partir de varios tipos de dados, estas estimativas entre o grupo

wiilisioni € 0 grupo rmelanoygasier € de 36-53 miihdes de anos.

Outra possibilidade € que o l6cus white ndo estaria sujeito a uma grande
pressao seletiva, o que permitiria alteragcdes em sua seqiéncia mesmo em regiées
de éxons, sem afetar a viabilidade dos individuos mutantes. O I6cus Adh, por
exemplo, que é crifico para a sobrevivencia da mosca em substratos
fermentados, ricos em dlcool, deveria estar sujeito a fortes pressdes seletivas e ser
conservado enfre as espécies de Drosophila. Porém, apresenta uma
surpreendente variagdo na estrutura e organizagdo, j& que existem, pelo menos,
trés diferentes organizacdes deste l6cus idenfificadas dentro do género

Drosophila (Anderson et al. 1993).

Logo. os resultados do presente estudo estariam indicando a probabilidade
de o l6cus white de D. willistoni jG apresentar uma sequéncia tGo divergente do
I6cus de D. melanogaster, que os métodos adotados neste trabalho, mostraram-

se ineficienies puiu a sua cuaiacienzagGo em D. willisiori.

Fica, portanto, como perspectiva futura para continvidade deste trabalho,
identificar uma metodologia adequada para estabelecer qual(is) ofs) provavel(is)

causador(es) da hipermutabilidade na linhagem 17A2 de D. willistoni.
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Subgénero Drosophila

Grupo willistoni

Grupo I
melanagaster ™

AN

Subgénero Sophophora

Grupo lafifasciaeformis I

G s 5 s
\' /_ rupo vicioria

Subgénero
Scapiocdrosopiiid
S\
A

Género Drosophila

Figura 17. Esquema das relacdes de parentesco entre os grupos das espécies do género
Drosophiia (Baseado na filogenia de Throckmorton 1975 e na fiiogenid consenso de
Kwiatowski e Ayala 1999; adaptado de Herédia 2002).
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