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INTRODUCAO

Drosophila melanogaster sempre teve um papel central na pesquisa
bioldgica, desde o inicio do desenvolvimento da pesquisa genética até o
crescimento acelerado deste campo no século XX. O uso desta espécie em
estudos evolutivos foi inicialmente limitado pela idéia de que nao seria o
material ideal, sendo uma espécie comensal humana e tendo, até entéo,
apenas Drosophila simulans como parente proximo. O interesse recaiu sobre
esta espécie quando foi documentada a existéncia de, pelo menos, outras seis
espécies préximas (revisdo em Lemeunier, David e Tsacas, 1986; Lachaise et
al, 1988). Estas oito espécies foram entdo agrupadas no sub-grupo
melanogaster, e hoje constituem-se num paradigma para estudos de
especiagao.

O grupo melanogaster de espécies de Drosophila compreende cerca de
150 espécies, sendo preponderantemente oriental em sua distribuicao
geografica (Bock & Wheeler, 1972; Bock, 1980; Lemeunier et al., 1986;
Ashburner, 1989). Muitos sub-grupos, entretanto, sao caracteristicos de outras
regies, em especial da regiao Afro-tropical. Dentro do grupo melanogaster
ocorrem onze sub-grupos, cujos estudos filogenéticos foram historicamente
baseados nos padroes de bandas dos cromossomos politénicos das glandulas
salivares larvais (Lemeunier & Ashburner, 1984). Sao os sub-grupos montium,
ananassae, elegans, eugracilis, ficusphilia, suzukil, takahashi, nipponica,
melanogaster, flavohirta e denticulata. Estes dois (ltimos se distanciam dos
demais pelo menos em estudos baseados em seus cromossomos.

O sub-grupo melanogaster inclui as espécies D. yakuba, D. teisseri, D.
erecta, D. orena, D. sechellia e D. mauritiana, além das ja citadas D.
melanogaster e D. simulans - todas nativas do continente Africano, abaixo do

deserto do Saara, e de ilhas além da costa leste da Africa (Caccone et al,



1996). O relacionamento destas oito espécies tem sido até agora proposto com
base em estudos de inversées cromossémicas (Lemeunier e Ashburner, 1984),
aloenzimas (Eisses, van Dijk e van Delden, 1979; Gonzalez et al, 1982; Cariou,
1987), hidridizagdo DNA-DNA (Caccone, Amato e Powell, 1988), e sequéncias
de DNA nuclear e mitocondrial (Satta & Takahata, 1990).

As espécies do chamado complexo Drosophila melanogaster (que inclui,
além desta, D. simulans, D. sechellia e D. mauritiana) tém sido amplamente
investigadas, pois as relagdes estreitas existentes entre elas constituem uma
excelente oportunidade para estudos genéticos de eventos recentes de
especiacdo (Kliman & Hey, 1993). As andlises de seqiéncias de DNA de
diversos genes revelaram pistas sobre a possivel histéria evolutiva deste
complexo: um primeiro evento de especiagao teria ocorrido cerca de 3 milhes
de anos atras separando D. melanogaster e D. simulans; a partir de uma
populacdo continental de D. simulans, duas populagbes teriam se isolado em
ilhas, dando origem a D. sechellia (cerca de 413 000 anos atras) e a D.
mauritiana (cerca de 263 000 anos atras) (Kliman et al., 2000; Caccone et al.,
1996).

Drosophila simulans é uma espécie criptica de Drosophila melanogaster
e ambas sdo amplamente usadas em estudos evolutivos nos niveis fenotipico,
genético e molecular (Hamblin e Veuille, 1999). Morfologicamente, s&o
distinguiveis somente por algumas pequenas diferengas na genitalia dos
machos (Lemeunier e Ashburner, 1984). Embora esta seja a Uunica
caracteristica diagndstica confiavel, Gallo (1973) e Thompson et al. (1975)
observaram que caracteristicas como largura da cabega e pigmentagao dos
tergitos abdominais poderiam ser utilizadas para a disting@o destas espécies.

D. melanogaster e D. simulans sdo muito similares quanto a sua
estrutura cromossdmica: quanto ao padrdo de bandeamento de seus
cromossomos politénicos e quanto aos seus mapas de ligagao (Ashburner e
Lemeunier, 1976). Estes mesmos autores estabeleceram que populagdes
naturais de D. simulans sdo consideravelmente menos polimérficas para
inversdes paracéntricas do que as de D. melanogaster. Lemke et al. (1978)
registraram que D. simulans é muito mais refrataria & indugao de aberragoes
cromossdmicas pela agdo de raios-X do que D. melanogaster. Também Inoue
(1988) observou que a freqiiéncia com que aberragdes s&o induzidas em D.
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simulans por trietilamina (TEM) e raios-X é bem menor do que em D.
melanogaster.

Quanto a variabilidade genética e protéica, € observada uma
discordancia: enquanto estudos de variagdo protéica indicam menor
variabilidade em D. simulans, analises de seqliéncia de DNA indicam o oposto
(D. melanogaster seria a espécie menos varidvel). A variagédo em aloenzimas é
um pouco maior em D. melanogaster e, segundo revisdo de Lemeunier et al.
(1986), estas apresentam menor diferenciagdo geografica em D. simulans. No
mesmo sentido, Ohnishi et al. (1982) também encontraram menor variabilidade
em D. simulans quando analisaram proteinas separadas por eletroforese
bidimensional. Andlises de seqiéncias de DNA mitocondrial também
confirmam uma menor variabilidade em D. simulans (Shah e Langley, 1979;).

Por outro lado, polimorfismos de sequéncias de DNAs (que vém sendo
muito utilizados em estudos populacionais e evolutivos do género Drosophila,
especialmente visando elucidar as relagdes existentes entre as espécies do
complexo Drosophila melanogaster) demonstram que D. melanogaster
apresenta menor variagdo de seqiiéncia de DNA do que sua criptica D.
simulans na maioria dos loci analisados - por exemplo, a regido rosy (Aquadro
et al., 1988) e os loci zeste e yolk protein 2 (Hey & Kliman, 1993). Em 1996,
Moriyama e Powell analisaram todos os dados disponiveis sobre polimorfismos
de seqiiéncias de DNA nuclear em D. melanogaster, D. simulans e D.
pseudoobscura, identificando um menor grau de polimorfismo de DNA em D.
melanogaster quando comparada as outras duas espécies. Em contrapartida,
Eanes ef al. (1993) detectaram niveis similares de polimorfismo em sitios
sindnimos entre D. simulans e D. melanogaster quando analisaram diversas
cépias do gene G6pd nestas espécies; e Dowsett e Young (1982) encontraram
uma propor¢do bem menor de DNA moderadamente repetitivo no genoma de
D. simulans em relagédo a D. melanogaster.

Curiosamente, parece haver menor variabilidade quanto ao padrao de
fragmentos de restrigdo de varios elementos de transposi¢ao no genoma de
varias populagdes de D. simulans da America do Sul, quando comparadas com
as do hemisfério norte (Loreto et al., 1998a; Capy, 1987).

Uma possivel explicagao para tal discordancia foi sugerida por Moriyama
e Powell (1996): ainda que D. simulans apresente maior variagao nucleotidica
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do que D. melanogaster, esta (ltima apresenta maior propor¢ao de
polimorfismos de susbtituicdo — e isso pode explicar a maior variabilidade
protéica em D. melanogaster.

Tanto D. simulans quanto D. melanogaster sdo cosmopolitas e tém
distribuicdes geograficas similares, mas ambas diferem ecologicamente, pois
D. simulans n&o explora ambientes domésticos, associados com habitagoes
humanas, como D. melanogaster (Dobzhansky & Pavan, 1950; Kawanishi &
Watanabe, 1977; Roualt & David, 1982; Ashburner, 1989). Estudos em
laboratério medindo a capacidade de sobrevivéncia e adaptagao a estresses
ambientais foram feitos exaustivamente pelo grupo de Parsons (revisdes em
McKenzie & Parsons, 1972; Parsons, 1975; 1979). Estes autores encontraram,
de uma forma geral, que ambas as espécies diferem bastante em sua
capacidade de ajuste a variagdes ambientais. D. simulans, apesar de menos
resistente a condigdes como dissecagdo em laboratério (Parsons, 1979), €
encontrada em um nlmero muito maior de tipos de ambientes do que D.

melanogaster, eminentemente coletada em latas de lixo.

Os genes de resisténcia a multiplas drogas

Para se contrapor as toxinas presentes no ambiente, 0s organismos
contam com vérios mecanismos de defesa nos niveis celular e molecular. Um
dos mais importantes mecanismos celulares é ocasionado pelo fendtipo de
resisténcia a mdltiplas drogas (MDR), caracterizado pela redugdo da
concentragado intracelular das toxinas.

O fendmeno da resisténcia a multiplas drogas € conhecido desde a
década de 60 e estd fortemente relacionado a falhas em tratamentos
quimioterapicos (Kessel et al., 1965, 1968). A alteragdo mais fortemente
observada em células que apresentam o fendtipo MDR € a expressao
aumentada da glicoproteina P (Pgp) na membrana plasmatica. A Pgp (P =
permeabilidade) é uma proteina transmembrana de 170 kDa, pertencente a
uma familia de proteinas que transportam substratos naturais (tais como

peptideos, ions inorganicos, esterdides e lipidios), que atua como uma bomba



de efluxo de drogas dependente de energia (Shustik et al., 1995; Edincott &
Ling, 1989).

O resultado da superexpressdo desta proteina € o aumento de efluxo de
drogas citotéxicas ou uma diminuigao na taxa de influxo (Nilsen & Skovsgaard,
1992). O modelo mais aceito para o funcionamento deste mecanismo & o
“aspirador hidrofébico” de Gottesman & Pastan (1993), no qual a Pgp interage
diretamente com o substrato na membrana plasméatica bombeando-o para fora
da célula.

A estrutura secundaria desta proteina consiste em duas metades
homdlogas conectadas por uma sequéncia (Figura 1). Cada metade é
constituida por um dominio hidrofébico que possui seis estruturas o-helice
transmembrana e um dominio citoplasmético com um sitio de ligagdo para ATP
na porgdo C-terminal (Juliano & Ling, 1976). O fornecimento de energia para o
funcionamento desta bomba de efluxo se da pela hidrélise de ATP (Ambudkar
et al., 1992). S&o conhecidos pelo menos dois eventos pds-transcricionais para
a Pgp, sendo estes glicosilagao e fosforilagdo (Gottesmann et al., 1995).

Figura 1. Modelo da estrutura secundaria da glicoproteina P. Os ntmeros
indicam: (1) glicosilagdo na face externa da membrana plasmatica, (2) dominios
transmembrana formando um canal, (3) sitios de ligagdo com ATP e (4) sitio de
ligagao com o substrato (segundo o modelo de “aspirador hidrofobico’).

Os genes que codificam a glicoproteina P pertencem a uma familia

bastante conservada em humanos e roedores. Enquanto que em humanos



foram identificados dois membros (MDR1 e MDR2), trés foram descritos em
hamster (Pgp1, Pgp2 e Pgp3) e em camundongo (mdr1, mdr2 e mdr3).

Comparando-se 0s genes humanos e murinos, observa-se que o mdr3
de camundongo e o MDR1 humano apresentam 88% de semelhanca, a
despeito dos 50 milhdes de anos de evolugdo. As regides mais conservadas
evolutivamente sdo aquelas relacionadas com os sitios de ligagao de ATP
(Gottesman & Pastan, 1993). Os genes de ambas as espécies consistem de 28
éxons, 27 dos quais contém sequéncias codificadoras correlacionadas a
dominios potenciais. Os introns sao posicionados em sitios homologos entre as
regides codificadoras (Lincke et al., 1991).

Devido a importante fungdo dos genes MDR, estes devem ter
correspondentes nas mais diversas espécies (com efeito, uma busca por “mdr”
no GenBank resulta em seqiiéncias detectadas em bactérias, fungos, plantas,
insetos, anfibios, aves e mamiferos, entre outros organismos). Como
Drosophila melanogaster é o organismo eucarioto paradigma para a geneética, a
deteccao desta familia génica nesta espécie foi uma das primeiras buscas
realizadas.

Em 1991, Wu et al. identificaram trés genes homélogos a MDR em D.
melanogaster. Os dois primeiros, localizados na regi@o 49 EF do cromossomo
2 e na regido 65A do cromossomo 3, foram caracterizados a partir de sondas
de mdrl de camundongo. O alinhamento das seqiéncias de DNA indica que
tanto o mdrd9 quanto o mdr65 (dois homdlogos de MDR de D. melanogaster)
tém de 50 a 52% de similaridade com a regido codificadora dos dois cDNAs
correspondentes de humanos, sendo que os dois homdlogos de Drosophila
tém 53% de identidade entre si. Isto é bastante diferente da situagédo
encontrada para esta familia em humanos, cujos homélogos compartilham 76%
de sua sequéncia de acidos nucléicos (Gottesman & Pastan, 1993). Com
relacdo a seqiiéncia de aminodcidos, estes dois homdlogos de Drosophila sao
idénticos em 46% das posicdes. Os membros da familia MDR humana
compartilham 77% dos seus aminoacidos.

Estes dois homdlogos mdr de Drosophila (mdrd9 e mdr65) estao
localizados em cromossomos diferentes, ao contrario do que € observado em
mamiferos, onde genes MDR agrupam-se em um Unico par de cromossomos
tanto em humanos, quanto em camundongos e hamsters. Isto pode explicar,
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em parte, a divergéncia entre os dois homélogos em Drosophila, os quais sao
evolutivamente tdo distantes um do outro quanto o sédo dos genes de
mamiferos. O gene mdr49 claramente néo € essencial para a viabilidade. Nao
se sabe ainda, entretanto, se isto se deve ao fato de realizar uma fungéo néo
essencial ou se outros membros de sua familia multigénica sdo capazes de
compensar sua perda, ja& que a similaridade de fungao entre genes
relacionados de Drosophila € um evento comum para muitos /oci (Maroni et al.,
1987; Mokdad et al., 1987). Interessantemente, Borst ef al. (1993) observaram
que camundongos homozigotos para inativagdo de mdr? ou mdr3 eram
aparentemente normais. Em 1997, Schinkel et al observaram o mesmo efeito
quando criaram camundongos com deficiéncia para os genes mdr1 e mdr3
combinados. Estes resultados sugerem que néo existem fungdes restritas (ou
que estas podem ser compensadas por outros fatores) as principais isoformas
mdr tanto em insetos quanto em mamiferos. A despeito dos intensos esforgos
em identificar os mecanismos moleculares associados com a fungéo da Pgp,
os substratos enddégenos destas moléculas de transporte continuam
desconhecidos (Bosch et al., 1996). Com relagao a fungéo destes genes, sabe-
se unicamente que o mdr49 confere resisténcia a colchicina (Wu et al., 1991).

O terceiro gene homdlogo a mdr encontrado em Drosophila esta também
situado no cromossomo 2, tendo sido denominado mdr50. A proteina
codificada por este gene possui dois dominios transmembrana e dois sitios de
ligagdo com ATP, apresentando alto grau de similaridade com genes mdr de
mamiferos (Gerrard et al., 19983).

Além destes, os genes white e brown de Drosophila também estao
relacionados com os genes mdr. Os produtos destes genes transportam
precursores de pigmento, funcionando de uma maneira similar aos demais
genes mdr (Dressen et al., 1988). Em 1997, Croop et al. verificaram que o gene
white é o responséavel pelo transporte de guanina e triptofano. A clonagem e o
seqiienciamento dos homdlogos deste gene em humanos e camundongos
demonstraram que ha uma similaridade de 55 a 58% de aminoacidos.

Atualmente, estudos de polimorfismos em genes MDR tém sido bastante
explorados, quer seja como candidatos a ferramenta para andlise de expressao
em células cancerosas (Mickley et al., 1998), quer seja em avaliagao de
polimorfismos populacionais (Hoffmeyer et al, 2000), ou ainda em estudos
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populacionais. Neste ltimo caso, Kin et al. (2001) identificaram uma série de
polimorfismos no gene MDR1 humano com diferentes niveis de ocorréncia
entre americanos de origem européia ou africana.

Em 2000, Mascali analisou parte do gene mdrd9 de Drosophila simulans
e, comparando-o com a criptica D. melanogaster, observou a existéncia de um
intron idéntico (em posicdo e sequéncia) em ambas as espécies. Naquele
trabalho, foi também analisado o uso preferencial de cédons, resultando em
dados semelhantes aos encontrados para o gene Adh (Akashi, 1994). Os
resultados obtidos por Mascali em 2000 foram promissores, sugerindo que 0
uso do sistema mdr poderia ser interessante para estudos filogenéticos.
Durante a continuac@o desta investigacao, foi detectada a possibilidade de
existéncia de variabilidade intra-especifica, o que motivou a realizagao do

presente trabalho.
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OBJETIVOS

1. Caracterizar, do ponto de vista molecular, o gene mdr4d9 em
diferentes linhagens de Drosophila simulans, identificando polimorfismos intra-
especificos.

2. Caracterizar, do ponto de vista molecular, o gene mdr4d9 em
uma linhagem de Drosophila melanogaster, identificando polimorfismos intra-
especificos em comparagao com a sequéncia disponivel para esta espécie no
GenBank.

3. Estudar as diferencgas intra e inter-especificas entre Drosophila
melanogaster e Drosophila simulans.



MATERIAL E METODOS

Drosophila melanogaster e Drosophila simulans

Diferentes linhagens de Drosophila simulans provenientes de
populacdes naturais de diferentes localidades (Figura 2, Tabela 1) foram

utilizadas. Para a amostra de Drosophila melanogaster foi utilizada uma unica

linhagem.

Tabela 1. Proveniéncias das linhagens de D.
simulans utilizadas.

Linhagem Proveniéncia
ELD Eldorado do Sul, RS, Brasil
ITA Itapud, RS, Brasil
CAM llha do Campeche, SC, Brasil

Itha do Campeche
Eldorado doSul
~

300km

Figura 2. Localizagédo das populagbes de Drosophila simulans utilizadas.
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Os estoques de moscas sdo mantidos por cruzamento massal em
camara de temperatura constante (25°C) e em meio de cultura padrao
(Marques et al., 1966) no Laboratério de Drosophila do Departamento de

Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Extracdo de DNA e RNA

Tanto o DNA quanto o RNA foram isolados a partir de obtidas por
maceragdo de moscas em nitrogénio liquido — para tanto, foram utilizadas
amostras que continham em torno de 0,30g de moscas (cerca de cem
individuos). Para evitar a contaminagé@o por material genético de acaros (que
geralmente infestam os estoques de moscas), cada amostra passou por uma
triagem em microscépio 6ptico, na qual foram eliminados os parasitas ou as
moscas que os apresentavam.

A seqiiéncia de Drosophila melanogaster é geralmente obtida em
bancos de dados da Internet. Neste caso, porém, foi necessaria a extragéo de
DNA desta espécie para a andlise de ocorréncia e seqiéncia de introns, uma
vez que a seqiiéncia padrao obtida nos bancos de dados é referente ao cDNA
e ndo permite este tipo de anaélise.

As extragbes de DNA foram feitas utilizando a técnica de
fenol/cloroférmio e precipitacdo em etanol. A técnica de extragdo de RNA foi

realizada através do “Quick Prep Total RNA Extraction Kif’ da Amershan

Pharmacia.

Amplificagdo de fragmentos do gene mdr49

Para a amplificagao de diferentes fragmentos dos genes mdr, o material
obtido na extragao foi submetido a técnicas de amplificagédo via PCR e RT-
PCR. Estas amplificagdes foram feitas com primers especificos desenhados

para D. melanogaster (Tabela 2).
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Tabela 2. Primers desenhados a partir de sequéncias do gene
mdr49 de D. melanogaster.

mdr49up 5 TCCTGTTGGTAGTCAGTCTGCTG &
mdr49a 5 ATCATCTACCTGTGCATGGC 3
mdr49sonda & GCTGGACACATTCGTTTCGA 3’
mdr49reverse 5’ CTTCCGTATCGGATATTCTCG 3
mdr49again 5 TCAGACAGGTTCTGCGACTT 3

A PCR foi realizada em reagdes com volume total de 25 pl, contendo:
17,3 ul de agua tratada,
2,5 ul de tampao para PCR 10X,
0,7 pl de MgCly,
0,5 wl de DNTP,
1 w de Taq Polimerase,
1 wl de primer foward,
1 wl de primer reverse e
1 wl de DNA.
As condigdes de amplificagéo via PCR consistiram em um ciclo inicial de
trés minutos de desnaturagdo a 94°C seguido de 40 ciclos de um minuto a
94°C, um minuto a 60°C (para anelamento dos primers) e um minuto a 72°C
(para polimerizacdo do fragmento de interesse), finalizando com um ciclo de

extensao de 10 minutos a 72°C.

Para a amplificacdo a partir de RNA, foi utilizada um kit que permite a
conversdo em cDNA e a amplificacdo de fragmentos especificos ao mesmo
tempo através de RT-PCR. A realizagéo desta reacao foi feita de acordo com o
protocolo do kit utilizado, “Ready-to-Go™ RT-PCR Beads” (Amershan
Pharmacia). As condigdes foram as seguintes: 25 minutos a 42°C, 5 minutos a
94°C (desnaturacdo), 40 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 60°C
(anelamento dos primers) e um minuto a 72°C (polimerizagdo), finalizando com

10 minutos a 72°C (extensao).
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Analise de fragmentos do gene mdr49

Para confirmar a amplificagdo dos fragmentos, foi feita a visualizagao
dos produtos de PCR e de RT-PCR através da eletroforese em gel de agarose.
Neste caso foi utilizado gel de agarose 1% com brometo de etidio em TBE e
um marcador de peso molecular de 100 pares de base (“100 Base-Pair
Ladder’, Amershan Pharmacia). Também foi realizada a quantificacao da
concentragéo das amplificagdes através desta mesma técnica, utilizando, desta
vez, gel de agarose 1,4% e um marcador de concentragdo molecular (“Low
DNA Mass Ladder’, GIBCO).

Seqilienciamento

O seqiienciamento dos fragmentos amplificados foi feito através do
método de Sanger, utilizando-se o kit para seqiienciamento automatico para
ABI PRISM 310 “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction”
(Applied Biosystems) ou o kit para seqlenciamento manual “Thermo
Sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing kit' (Amershan
Pharmacia). Em ambos os casos, a primeira etapa consiste em um “pré-
tratamento” com Exonuclease (Exonuclease |, USB) e Fosfatase Alcalina
(Shrimp Alkaline Phosphatase, USB) para a degradagéo de DNA fita simples e
fosforilagdo de nucleotidios livres, respectivamente — como os reagentes
utilizados na PCR ainda estdo presentes, estas enzimas impedirao que as
concentragbes exigidas primers e nucleotideos livres na reagao de

sequienciamento sejam alteradas.

Sequlienciamento automatico

A reacdo de seqiienciamento foi realizada de acordo com o protocolo do
kit, na condicdo de 25 ciclos de vinte segundos a 96°C e quatro minutos a
60°C. A partir dai, o material deve ser mantido no escuro, para que as

propriedades fluorescentes nao sejam alteradas. Na etapa final, é feita uma
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purificagdo com acetado de sddio e etanol, uma ressuspensao com “Template
Suppression Reagent’, fornecido pelo kit, e uma desnaturacéo a 95°C por cinco
minutos. O material tratado desta forma foi colocado no seqienciador

automatico.

Seqlienciamento manual

A reacdo de sequenciamento foi realizada na condigéo de 35 ciclos de
trinta segundos a 95°C, trinta segundos a 55°C e um minuto a 72°C, seguidos
de dez minutos a 72°C. Ao fim do processo, € acrescentado “Stop Solution”
(fornecido pelo kit) para inativar a enzima Thermo Sequenase. O material foi

analisado em gel de poliacrilamida 0,8% e a leitura foi feita por autoradiografia.

Analise das seqiiéncias

As seqiiéncias foram analisadas com os programas Chromas, ClustalX e
GeneDoc, que possibilitam a comparag@o entre diferentes seqiiéncias de DNA,
inferéncia da proteina, identificagao do quadro de leitura e localizagado dos
cédons de iniciacdo e terminagdo. As diferentes seqiiéncias, tanto de DNA,
como de cDNA, obtidas de ambas as espécies foram comparadas com

informacdes estocadas em bancos de dados especificos, tais como o Genbank.
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RESULTADOS

Foram seqiienciados dois diferentes fragmentos codificadores
(denominados A e B neste trabalho) de diferentes linhagens de D. simulans
(Tabela 3). O primeiro fragmento esta localizado entre as posigoes 391pb e
577pb do cDNA de D. melanogaster disponivel no GenBank, totalizando 186pb
(62 aminoacidos), e foi analisado na linhagem ELD de D. simulans. O segundo
localiza-se entre as posicdes 1092pb e 1671pb, compreendendo 579pb (173
aminoéacidos), tendo sido analisado nas linhagens ELD, ITA, CAM de D.

simulans. As sequéncias destes fragmentos encontram-se no Anexo 1.

Tabela 3. Fragmentos seqiienciados (posi¢do no cDNA de D. melanogaster

disponivel no GenBank) para cada linhagem de D. simulans.

Tamanho (em pb) Posicao
Fragmento 1 (total) 186 391-577
ELD 186 391-577
Fragmento 2 (total) 579 1092-1671
ELD 579 1092-1671
ITA 140 1420-1560
CAM 59 1237-1296
164 1420-1584

Para D. melanogaster, foram seqienciados dois fragmentos
codificadores (denominados B e C neste trabalho). O primeiro (B) contém
456pb, codificando 152 aminodcidos, e esta localizado entre as posicoes
1132pb e 1587. O segundo (C) contém 240pb, codificando 80 aminoacidos, e
esta localizado entre as posigdes 1867pb e 2115pb. As sequéncias destes

fragmentos encontram-se no Anexo 2.
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Analise intra-especifica

Na anélise realizada entre as linhagens de D. simulans nao foi
detectada variagdo (Anexo 1). J4 na comparagdo entre a seqiéncia de D.
melanogaster disponivel no GenBank com a obtida neste trabalho para a
mesma espécie (Anexo 2), detectou-se variagao de nucleotideos. Em quase
700pb comparados, cinco mutagdes foram encontradas, sendo trés transicoes
e duas transversoes, todas sindnimas. Destas, trés localizam-se no fragmento
B (1239 T—C; 1389 A—C; 1548 T—C) e duas, no fragmento C (1948 A—G;
2092 G—C).

Analise inter-especifica

Na comparacdo entre D. melanogaster e D. simulans, foram
detectadas duas mutagbes pontuais, ambas sindnimas. Estas mutagoes
encontram-se em fragmentos seqiienciados apenas para a linhagem ELD. A
primeira mutagao localiza-se na posicdo 427 do fragmento A, constituindo-se
uma transvergdo (A — C) e a segunda, na posi¢do 1638 do fragmento B,

constituindo uma transi¢ao (C - T).
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DISCUSSAO

Neste trabalho foram seqgiienciados fragmentos do gene mdr49 de
trés linhagens de D. simulans e de uma linhagem de D. melanogaster. Além
disto, foi utilizada uma seqiiéncia de mdr49 depositada no GenBank relativa ao
cDNA de D. melanogaster.

O primeiro fragmento (A — Anexo 1) obtido para D. simulans tem
186pb, localizando-se entre as posigdes 391 e 577 no cDNA de D.
melanogaster, e o segundo (B — Anexo 1), tem 579pb, entre as posi¢des 1092
e 1671. Para D. melanogaster, o primeiro fragmento obtido (B — Anexo 2) tem
456pb e esta localizado entre as posigbes 1132pb e 1587, enquanto o
segundo (C — Anexo 2) tem 240pb e esté localizado entre as posicoes 1867pb
e 2115pb.

Como referido anteriormente, os genes da familia MDR
apresentam um alto grau de conservagdo quando representantes de
organismos distintos sdo comparados — a exemplo de 88% de semelhanca
encontrada entre os homdélogos de camundongos e humanos. Entre
organismos tdo préximos como as cripticas D. melanogaster e D. simulans,
portanto, é esperado um grau de homologia ainda maior. De fato, a andlise das
seqiiéncias de D. simulans e D. melanogaster aponta para mais de 99% de
identidade de seqgiiéncia nucleotidica e de aminoacidos. No mesmo sentido, ha
a existéncia de um intron em ambas as espécies, entre os codons 159 e 160,
com 58pb.

A nao detecgao de polimorfismos intra-especificos em D. simulans
é surpreendente, considerando-se o encontrado para D. melanogaster neste
trabalho e na literatura. Para cada espécie, foram 'seqﬂenciados cerca de
700pb. Cinco diferengas nucleotidicas foram encontradas na sequéncia de D.

melanogaster em relagdo aos dados disponiveis para esta espécie no
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GenBank — sendo trés no fragmento B e duas, no C. Neste trabalho foi utilizada
apenas uma linhagem de D. melanogaster e a sequéncia depositada no
GenBank.

A descrigdo da estrutura terciaria da Pgp em camundongos (Di
Pietro ef al.,, 1999) sugere que a regido correspondente ao fragmento B estaria
relacionada ao trecho da proteina que contém o sitio de ligagédo com ATP. Uma
vez que é sugerido que sitios de ligagdo com ATP devam sofrer maior pressao
seletiva, a uniformidade das seqiiéncias analisadas na linhagem de D simulans
neste fragmento poderia ser explicada pelo seu provavel posicionamento na
estrutura da proteina.

A variabilidade encontrada para estas espécies nestes fragmentos
provavelmente ndo é representativa da realidade. Comparando-se 0s dados
obtidos neste trabalho para D. simulans com os obtidos por Mascali (2000),
pode-se observar que, no fragmento A, um evento de adigcéo/dele¢do nao foi
encontrado e que, na posicdo 544, ha discordancia de nucleotideo
(transvers@o) sem conseqiiente troca de aminoacido (Quadro 1). Talvez a ndo
detecgao de variagdo para o fragmento A possa ser explicada pela analise de
apenas uma linhagem neste trabalho, enquanto Mascali néo especifica a(s)
linhagem(s) utilizada(s). Em relagdo ao fragmento B, as linhagens aqui
analisadas apresentaram diferencas em quatro posi¢des quando comparadas
com o obtido por Mascali: transversdo na posicdo 1182 e transigcoes nas
posicdes 1239, 1248 e 1512. No entanto, todas estas variagdes sé&o sinonimas.
Um dos sitios de variag&o intra-especifica detectados (posi¢céo 1239) apresenta
a mesma possibilidade de nucleotidios em ambas as espécies (C/T).

Na comparagéo entre os dados aqui obtidos para D. melanogaster
e D. simulans, detectou-se duas alteragdes, ambas sindnimas. A primeira
encontra-se no fragmento A (427A—C) e a segunda, no fragmento B (1628
C—T). Acrescentando-se os dados obtidos por Mascali em 2000 aos aqui

descritos, tem-se as alteragdes listadas no Quadro 1.
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Posicao D. melanogaster D. simulans
427 A C
< | 515-527 - adicao/delegédo / —
544 A T/A
o
@ 1182 G G/T
% 1248 A AlG
& | 1389 A/C A
1512 A AlG
1548 C/T C
1638 C T

Quadro 1. Alteragées entre D. melanogaster e D. simulans nos fragmentos A e B do
gene mdr49. Sinais de / indicam variagéo intra-especifica.

Analisando-se os dados do Quadro 1, observa-se que, na grande
maioria dos casos, uma espécie apresenta duas possibilidades de nucleotideos
em uma determinada posi¢édo, enquanto a outra espécie apresenta uma destas
apenas. Em todos estes casos, as variagdes sao sindnimas. Em um dos casos
onde ocorre diferenga com alteracdo de aminoéacido(s) — o evento de
adicao/delegdo — a mesma situacdo é observada. Em D. simulans este evento
¢ Iin'hagem-dependente.

Comparagdes entre a variabilidade destas duas espécies sao
encontradas na literatura. Aquadro et al. (1988) encontraram seis vezes mais
variagdo na sequiéncia de DNA da regido rosy em D. simulans do que em D.
melanogaster. Em 1993, Hey e Kliman analisaram parte do locus zeste e parte
do locus yolk protein 2, encontrando também maior nivel de polimorfismo em D.
simulans do que em D. melanogaster e em D. sechellia. Também, no locus da
Pgd, Begun e Aquadro (1994) detectaram maior proporgéo de polimorfismos
em D. simulans do que em D. melanogaster. E, em 1996, Moriyama e Powell
analisaram todas as sequéncias de DNA nuclear disponiveis para trés espécies
de Drosophila (D. melanogaster, D. simulans e D. pseudoobscura),
encontrando menor grau de polimorfismo em D. melanogaster do que nas
outras duas espécies. Por outro lado, Martin-Campos et al. (1992) detectaram
menor variagdo nucleotidica na regido y-ac-sc em D. simulans do que em D.
melanogaster. No presente trabalho, a magnitude de variacéao de nucleotideos

nas duas espécies parece ser semelhante.
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Péde-se, entdo, verificar que tanto em D. simulans como em D.
melanogaster ocorrem variagdes intra-especificas. Nao existe polimorfismo de
nucleotideos espécie-especifico. A variagdo em nucleotideos observada em
uma espécie contém a opgéo utilizada pela outra espécie. A magnitude de
variagdo em nucleotideos nas duas espécies parece ser semelhante. Sendo
assim, os dados obtidos neste trabalho sugerem que os genes da familia MDR
sdo interessantes para estudos de polimorfismos moleculares intra e inter-
especificos. Um estudo de polimorfismos em MDR1 humano ja demostrou este
potencial, pois alguns dos alelos encontrados apresentaram frequéncias
populacionais distintas (Kim et al., 2001). A ampliagdo da amostra do gene
estudado, assim como a anélise de um maior nimero de linhagens em cada
espécie permitiia conclusdes sobre o uso preferencial de cédons. Seria
interessante também incluir o estudo de alguma espécie filogeneticamente
mais distante, o que traria uma contribuico maior para o entendimento do

significado das variagbes encontradas.
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ANEXO 1
Fragmento A
Fragmento B



Fragmento A

Seqgiiéncia de 62 aminodcidos (186pb) detectada para a linhagem ELD (Eldorado do Sul, RS) de D.
simulans comparada com a seqiiéncia de cDNA de D. melanogaster disponivel no GenBank.
A tnica mutacdo detectada estd assinalada na caixa cinza. O simbolo ][ indica a posigdo do intron

encontrada por Mascali (2000). Os numeros a direita indicam a posigdo do Ultimo aminodcido e da

Ultima base (assim como os numeros acima) na sequéncia de cDNA de D. melanogaster.

4171 431 451
D. simulans ELD ValAspArgThrValGlyValGlyThrSerSerProAlaPheAlalL.euProMetPheGlyGly
D. melanogaster ValAspArgThrValGlyValGlyThrSerSerProAlaPheAlaLeuProMetPheGlyGly 5%
D. melanogaster GTGGACCGAACAGTCGGCGTGGGCACATCCTCGCCAGCCTTTGCTCTGCCCATGTTTGGTGGL 454
D. simulans ELD GTGGACCGAACAGTCGGBCGTGGGCACATCCTCGCCCGCCTTTGCTCTGCCCATGTTTGGETGGL
471 491 511
D. simulans ELD GlyGlnGlnLeu] [ThrAsnAlaSerLysGluGlyAsnAsnGlnAleTIleIleAspAspAla
D. melanogaster GlyGlnGlnLeu] [ThrAsnAlaSerLysGluGlyAsnAsnGlnAlaIleIleAspAspAla 171
D. melanogaster GGTCAGCAATTG] [ACAAATGCCAGCAAAGAGGAGAACAACCAGGCGATCATTGATGATGCG 514
D. simulans ELD GGTCAGCAATTG] [ACAAATGCCAGCAAAGAGGAGAACAACCAGGCGATCATTGATGATGCG
531 551 571
D. simulans ELD ThrAlaPheGlyIleGlySerLeuValGlyServValAlaMetPheLeuLeulleThrLeulAla
D. melanogaster ThrAlaPheGlyIleGlySerLeuValGlySerValAlaMetPheLeuLeulleThrLeuAla 192
D. melanogaster ACTGCCTTTGGCATTGGCAGTCTGGTGGGATCTGTGGCCATGTTCCTGCTCATCACACTGGCC 577
D. simulans ELD ACTGCCTTTGGCATTGGCAGTCTGGTGGGATCTGTGGCCATGTTCCTGCTCATCACACTGGLCC



Seqiiénecia de 173 aminodcidos

Fragmento B

(579pb) detectada para a linhagem ELD (Eldorado do Sul, RS) de D.

simulans comparada com a seqiiéncia de cDNA de D. melanogaster disponivel no GenBank e com as

seqiiénecias de fragmentos das linhagens ITA (Itapud,

RS) e CAM (Ilha do Campeche,

SC) .

As mutacbes

detectadas estdo assinaladas em caixas cinza. Os pontos nas linhagens CAM e ITA indicam regides
ndo seqienciadas para este fragmento. Os numeros & direita indicam a posigdo do tdltimo aminodcido

SELULULY

SRR

e ultima base

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

IleIleTyrLeuCysMetAlalLeuAlalleTrpTyrGlyValThrLeulleLeuAspGlu
IleIleTyrLeuCysMetAlaLeuAlaTleTrpTyrGlyValThrLeuTlleLeuAspGlu
ATCATCTACCTGTGCATGGCCCTTGCCATCTGGTATGGTGTGACGCTCATTCTGGACGAG
ATCATCTACCTGTGCATGGCCCTTGCCATCTGETATGGTGTGACGCTCATTCTGGACGAG

............................................................

............................................................

............................................................

ArgAspLeuProAspArgValTyrThrProAlaVallLeuValIleValLeuPheAlaVal
ArgAspLeuProAspArgValTyrThrProAlaVallLeuValIleValLeuPheAlaVal
CGTGATCTTCCCGATCGCGTTTATACTCCGGCCGTTCTGGTCATTGTCCTGTTCGCCGTG
CGTGATCTTCCCGATCGCGTTTATACTCCGGCCGTTCTGGTCATTGTCCTGTTCGCCGTG

............................................................

............................................................

(assim como os numeros acima) na sequéncia de cDNA de D. melanogaster.

384
1152

404
1212



RERRERN

SEHCESECECRCES

.

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

1252 1272
........................ PheAlaSerProHisValGluAlaIleAlaValAla
IleMetCGlyAlaGlnAsnLeuGlyPheAlaSerProHisValGluAlaTIleAlavValAla
IleMetGlyAlaGlnAsnLeuGlyPheAlaSerProHisValGluAlaIleAlaValAla
ATCATGGGTGCCCAGAATCTCGGTTTTGCCTCTCCACACGTGGAAGCCATTGCTGTGGCC
ATCATGGGTGCCCAGAATCTCGGTTTTGCCTCTCCACACGTGGAAGCCATTGCTGTGGCC

1292
PhrATAATaCIVEIATHELGUPHS ow 5 v & v5bes 5 5 sdalsin s o ¢ & SoiEe ¥ & swraes « 8
ThrAlaAlaGlyGlnThrLeuPheAsnIleIlleAspArgProSerGlnValAspProMet
ThrAlaAlaGlyGlnThrLeuPheAsnIleIleAspArgProSerGlnValAspProMet
ACGGCAGCTGGCCAGACCCTGTTCAACATCATCGATCGTCCGTCGCAGGTGGATCCAATG
ACGGCAGCTGGCCAGACCCTGTTCAACATCATCGATCGTCCGTCGCAGGTGGATCCAATG

............................................................

424
1272

444
1332



RERIOIEP

SRR

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

............................................................

............................................................

AspGluLysGlyAsnArgProGluAsnThrAlaGlyHisIleArgPheGluGlyIleArg
AspGluLysGlyAsnArgProGluAsnThrAlaGlyHisIleArgPheGluGlyIleArg
GACGAGAAGGGAAACAGGCCGGAGAATACCGCTGGACACATTCGTTTCGAGGGCATACGC
GACGAGAAGGGAAACAGGCCGGAGAATACCGCTGGACACATTCGTTTCGAGGGCATACGC

............................................................

1432 1452
........................... GluIleLeuLysGlyLeuThrValAspVallLeu
........................... GluIleLeulysGlyLeuThrValAspValLeu
PheArgTyrProAlaArgProAspValGlulleLeulysGlyLeuThrValAspValLeu
PheArgTyrProAlaArgProAspValGlulleLeulLysGlyLeuThrValAspValLeu
TTCCGTTACCCCGCCCGTCCGGATGTGGAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT
TTCCGTTACCCCGCCCGTCCGGATGTGGAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT
........................... GAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT
........................... GAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT

464
1392

484
1452



SEEEEEYY

SEEREEERE

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

1472 1492 1512
ProGlyGlnThrValAlaPheValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeulleGln
ProGlyGlnThrValAlaPhevValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeulleGln
ProGlyGlnThrvValAlaPheValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeulleGln
ProGlyGlnThrValAlaPhevValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeulleGln
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCGTGGGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCGTGGGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCGTGGGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCETGGGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA

1532 1552 1572
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluAlaGlySerVallLysLeuAspGlyArgAspLeu
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluAlaGlySerValLysLeulASp. . . «vwuv.n..
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluAlaGlySerVallLysLeuAspGlyArgAspLeu
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluA1aGlySeﬁValLysLeuAspGlyArgAspLeu
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGTGTCAAACTGGATGGACGGGATCTT
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGCGTCAAACTGGATGGACGGGATCTT
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGCGTCAAACTGGAT . v v v v v v v e v v s
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGCGTCAAACTGGATGGACGGGATCTT

504
1512

524
1572



SEELUELD

EERERRE

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

simulans CAM
simulans ITA
simulans ELD
melanogaster
melanogaster
simulans ELD
simulans ITA
simulans CAM

................................................

............................................................

ArgThrLeuAsnValGlyTrpLeuArgSerGlnIleGlyValValGlyGlnGluProVal
ArgThrLeuAsnValGlyTrpLeuArgSerGlnIleGlyValvalGlyGlnGluProVal
CGAACACTGAATGTGGGCTGGTTGCGTTCGCAGATCGGAGTGGTGGGCCAGGAACCGGETT
CGAACACTGAATGTGGGCTGGTTGCGTTCGCAGATCGGAGTGGTGGGCCAGGAACCGGTT

............................................................

................................................

.......................................

LeuPhéAlaThrThrIleGlyGluAsnIleArgTyrGly
LeuPheAlaThrThrIleGlyGluAsnIleArgTyrGly
CTCTTCGCCACCACCATTGGCGAGAATATCCGATACGGA
CTCTTTGCCACCACCATTGGCGAGAATATCCGATACGGA

.......................................

.......................................

544
1632

557
1671



ANEXO 2
Fragmento B
Fragmento C



Fragmento B

Seqiiéncia de 152 aminocdcidos (456pb) detectada para a D. melanogaster comparada com a segliéncia
de cDNA de D. melanogaster disponivel no GenBank. As mutacdes detectadas est8o assinaladas em
caixas cinza. Os numeros no fim de cada linha indicam a posicdo do Ultimo aminodcido e base

(assim como os numeros da primeira linha) na seqiiéncia do GenBank.

D. melanogaster

1152
ValThrLeulleLeuAspGlu

GenBank ValThrLeulleLeuAspGlu 384
GenBank GTGACGCTCATTCTGGACGAG 1152
D. melanogaster GTGACGCTCATTCTGGACGAG

1172 1192 1212
D. melanogaster ArgAspLeuProAspArgvValTyrThrProAlaValLeuValIlleValLeuPheAlavVal
GenBank ArgAspLeuProAspArgValTyrThrProAlaVallLeuValIleValLeuPheAlaVal 404
GenBank CGTGATCTTCCCGATCGCGTTTATACTCCGGCCGTTCTGGTCATTGTCCTGTTCGCCGTG 1212
D. melancgaster CGTGATCTTCCCGATCGCGTTTATACTCCGGCCGTTCTGGTCATTGTCCTGTTCGCCGTG

1232 o 1252 1272
D. melanogaster IleMetGlyAlaGlnAsnLeuGlyPheAlaSerProHisValGluAlaIleAlaValAla
GenBank IleMetGlyAlaGlnAsnLeuGlyPheAlaSerProHisValGluAlaIleAlaValAla 424
GenBank ATCATGGGTGCCCAGAATCTCGGTTTTGCCTCTCCACACGTGGAAGCCATTGCTGTGGCC 1272

D. melanogaster

ATCATGGGTGCCCAGAATCTCGGTITCGCCTCTCCACACGTGGAAGCCATTGCTGTGGCC



D. melanogaster
GenBank
GenBank
D. melanogaster

D. melanogaster
GenBank
GenBank
D. melanogaster

D. melanogaster
GenBank
GenBank
D. melanogaster

D. melancgaster
GenBank
GenBank
D. melanogaster

1292 1312 1332
ThrAlaAlaGlyGlnThrLeuPheAsnIleIleAspArgProSerGlnValAspProMet
ThrAlaAlaGlyGlnThrLeuPheAsnIleIleAspArgProSerGlnValAspProMet
ACGGCAGCTGGCCAGACCCTGTTCAACATCATCGATCGTCCGTCGCAGGTGGATCCAATG
ACGGCAGCTGGCCAGACCCTGTTCAACATCATCGATCGTCCGTCGCAGGTGGATCCATTG

1352 13972 1392
AspGlulLysGlyAsnArgProGluAsnThrAlaGlyHisIleArgPheGluGlyIleArg
AspGluLysGlyAsnArgProGluAsnThrAlaGlyHisIleArgPheGluGlyIleArg
GACCAGAAGGGAAACAGGCCGGAGAATACCGCTGGACACATTCGTTTCGAGGGCATALCGC
GACGAGAAGGGAAACAGGCCGGAGAATACCGCTGGACACATTCGTTTCGAGGGCATCCGC

1412 1432 1452
PheArgTyrProAlaArgProAspValGluIleLeulLysGlyLeuThrValAspValLeu
PheArgTyrProAlaArgProAspValGlulleLeulysGlyLeuThrValAspValLeu
TTCCGTTACCCCGCCCGTCCGGATGTGGAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT
TTCCGTTACCCCGCCCGTCCGGATGTGGAGATCCTCAAGGGTCTGACCGTCGATGTGCTT

1472 1492 1512
ProGlyGlnThrvValAlaPhevValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeulleGln
ProGlyGlnThrValAlaPheValGlyAlaSerGlyCysGlyLysSerThrLeuIlleGln
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCETGGGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA
CCGGGTCAGACGGTGGCCTTCGTGGEGCGCATCTGGGTGTGGCAAGAGCACCCTCATCCAA

444
1332

464
1392

484
1452

504
1512



D. melanogaster
GenBank
GenBank
D. melanogaster

D. melanogaster
GenBank
GenBank
D. melancgaster

1532 1552 1572
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluAlaGlySerValLysLeuAspGlyArgAspLeu
LeuMetGlnArgPheTyrAspProGluAlaGlySerValLysLeuAspGlyArgAspLeu
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGQGTCAAACTGGATGGACGGGATCTT
CTGATGCAGCGGTTCTACGACCCCGAAGCGGGCAGCGTCAAACTGGATGGACGGGATCTT

ArgThrLeuAsnVal
ArgThrLeuAsnVal
CGAACACTGAATGTG
CGAACACTGAATGETG

524
1572

529
1587



Fragmento C

Seqiiéncia de 80 aminodcidos (240pb) detectada para a D. melanogaster comparada com a sequéncia de
cDNA de D. melanogaster disponivel no GenBank. As mutacBes detectadas estdo assinaladas em caixas
cinza. Os numeros no fim de cada linha indicam a posigdo do dltimo aminodcido e base (assim como

D. melanogaster

os numeros da primeira linha) na seqgiiéncia do GenBank.

1887 1907 1927
AlaThrSerAlaLeuAspProThrSerGluLysArgValGlnSerAlaLeuGluLeuAla

GenBank AlaThrSerAlaLeuAspProThrSerGluLysArgValGlnSerAlaLeuGluLeuAla 642
GenBank GCCACCTCTGCCCTGGATCCCACCTCTGAGAAGCGGGTGCAAAGTGCCCTAGAACTGGCC 1927
D. melanogaster GCCACCTCTGCCCTGGATCCCACCTCTGAGAAGCGGGTGCAAAGTGCCCTAGAACTGGCC

1947 1967 1987
D. melanogaster SerGlnGlyProThrThrLeuValValAlaHisArgLeuSerThrIleThrAsnAlaAsp
GenBank SerGlnGlyProThrThrLeuValValAlaHisArgLeuSerThrIleThrAsnAlaAsp 662
GenBank AGCCAGGGACCAACCACTCTAGTTGTGGCCCACCGACTGTCCACCATCACCAATGCCGAC 1987
D. melanogaster AGCCAGGGACCAACCACTCTGGETTGTGGCCCACCGACTGTCCACCATCACCAATGCCGAC

2007 2027 2047
D. melanogaster LysIleValPheLeuLysAspGlyValvValAlaGluGlnGlyThrHisGluGluLeuMet
GenBank LysIleValPheLeuLysAspGlyValvValAlaGluGlnGlyThrHisGluGluLeuMet 682
GenBank AAGATTGTCTTCCTCAAGGACGGTGTAGTGGCGGAGCAGGGTACGCACGAGGAGCTCATG 2047
D. melanogaster AAGATTGTCTTCCTCAAGGACGGTGTAGTGGCGGAGCAGGGTACGCACGAAGAGCTCATG

2067 2087 2107
D. melanogaster GluArgArgGlyLeuTerysGluLeuValSerI1eThrGlnArgLysGluAlaThrGlu
GenBank GluArgArgGlyLeuTyrCysGluLeuValSerIleThrGlnArgLysGluAlaThrGlu 702
GenBank GAGCGACGTGGTCTCTACTGCGAACTGGTGAGCATCACCCAGCGGAAGGAGGCCACGGAG 2107

D. melanogaster

GAGCGACGTGGTCTCTACTGCGAACTGGTGAGCATCACCCAGCGCAAGGAGGCCACGGAG



