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Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, vulgarmente conhecida por "mosca do vinagre" e frequentemente
encontrada em adegas e lugares onde haja fruta em fermentagéo, € um diptero (duas asas).
Drosophila significa "amigo da fermentag&o" e melanogaster significa "abdoémen negro”. Este
insecto foi utilizado pela primeira vez por T. H. Morgan e W. Castle em 1900 e tem-se revelado
um material conveniente para estudos de genética em virtude de possuir caracteristicas muito
vantajosas, como por exemplo:

*ter pequenas dimensoes;

*para além de pouco dispendiosa, € de facil obtencdo e manutencgédo no laboratdrio;

*0S meios de cultura sdo relativamente econdémicos e faceis de preparar;

*tem ciclo de vida curto (a 25°C é produzida uma nova geragdo em 10-12 dias), associado
a producéo de uma descendéncia numerosa;

*sao facilmente anestesiadas, recuperando rapidamente o estado normal e podem ser
reutilizadas sem que tenham ocorrido mudancas fisiol6gicas assinalaveis;

*facil distingcdo dos sexos;

*existem numerosos mutantes espontaneos e obtém-se facilmente mutagées induzidas;

*pequeno numero de cromossomas (2n = 8);

*0S nucleos das células das glandulas salivares das larvas apresentam cromossomas

gigantes - cromossomas politénicos - com volume cerca de mil vezes superior aos cromossomas

sométicos, e que podem ser utilizados em estudos citolégicos de alteragcdes cromossomicas.

Ciclo de vida

A fémea adulta pde os ovos dois dias ap6s da sua emergéncia. A frequéncia de postura
aumenta até 50 a 75 ovos por dia (num total maximo de 400 a 500 ovos, em 10 dias). O
desenvolvimento tem inicio imediatamente a seguir a fertilizacdo, considerando-se (como na
maioria dos insectos) dividido em dois periodos:

Periodo embrionario

Ocorre no interior do ovo, desde o momento da fertilizacdo até a ecloséo da jovem larva. Neste
periodo, desenvolvem-se as estruturas larvares.

Periodo p6s-embrionario

Ocorre ap6s a eclosdo do ovo e esta dividido em trés estados: larva (forma que se alimenta
activamente, crescendo muito rapidamente, que nunca possui esboc¢os alares e que difere
grandemente da forma adulta em termos estruturais); pupa (forma imével que ndo se alimenta. E
neste estado que os rudimentos alares se desenvolvem, internamente) e adulto (forma
sexualmente madura com asas desenvolvidas; nesta fase ndo ocorre qualquer outro tipo de

desenvolvimento a ndo ser o desenvolvimento das células sexuais).
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Cronologia do desenvolvimento de Drosophila melanogaster a 25 °C

HORAS Dias | FASES
0 0 Postura do ovo
0-22 0-1 Embriéo
22 -24 1 Ecloséo do ovo (1° estadio larvar)
47 2 13 muda (2° estéadio larvar)
70 3 22 muda (3° estéadio larvar)
118 5 Formagéo do puparium
122 5 Muda pré-pupal (4° estadio larvar)
130 5 1/2 Emersdo da cabeca, asas e patas
167 7 Pigmentacé&o dos olhos na pupa
214 ¢} Adulto emerge do puparium com as asas dobradas e enroladas
215 9 Adulto (asas distendidas)

O ovo

O ovo, de forma ovoide, é revestido exteriormente por um invélucro (cérion) do qual se
projectam, anteriormente, dois prolongamentos finos com porgdes terminais achatadas (em forma
de colher) e que servem como flutuadores (por forma a impedir que o ovo se afunde e fique
submerso no meio). Na regido anterior, existe também um pequeno poro (micrépilo) através do
qual entra 0 esperma. Embora possa entrar muito esperma, apenas um espermatozéide fertiliza o
ndcleo feminino (os restantes séo rapidamente absorvidos durante o desenvolvimento dos tecidos
embrionarios).

A larva

A larva é branca, segmentada e vermiforme. A armadura bucal, de cor escura, encontra-se
na regido anterior, dura e afunilada. A respiracdo faz-se por traqueias, existindo um par de
espiraculos em ambas as extremidades (anterior e posterior) para a entrada do ar. A cuticula dos
insectos ndo se expande, pelo que a larva muda de cuticula periodicamente até alcancar o
tamanho adulto. Estes acontecimentos denominam-se mudas e ao periodo entre duas mudas
sucessivas denomina-se instar; ocorrendo trés instares ou estadios larvares e duas mudas. Apés
a segunda muda (terceiro instar), a larva alimenta-se até se encontrar pronta para se tornar pupa.
Nesta fase final, a larva sai do meio de cultura para um local relativamente seco e cessa 0 seu

movimento, revirando os seus espiraculos respiratérios anteriores.
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A pupa

Logo apds revirar os espiraculos anteriores, o corpo da larva encurta-se e a cuticula torna-
se mais dura e pigmentada. Forma-se entdo uma pré-pupa (sem cabecga e sem asas) sucedendo-
se a formacdo de uma pupa com cabeca, esbocos alares e patas. A capa externa da pupa
denomina-se puparium. As estruturas do adulto que aparecem em primeiro lugar durante o
periodo pupal surgem entdo como pequenas areas de tecido dormente, de modo semelhante ao
gue se passa no estado pré-embrionario. A principal funcdo da pupa é a de permitir o
desenvolvimento destes tecidos para as proporgfes adultas, através da destruicdo dos tecidos

larvares que fornecem o material e energia necessarios a esse desenvolvimento.

O adulto

As caracteristicas gerais da forma adulta sdo basicamente as de qualquer insecto,
apresentando-se o corpo dividido em cabeca, térax e abdémen.

A cabeca apresenta-se coberta de pélos e sedas. Anteriormente, apresenta um par de
antenas; lateralmente, dois olhos compostos, vermelhos; na regido médio-dorsal trés ocelos
dispostos em triangulo (tridngulo ocelar).

O térax de qualquer insecto subdivide-se em trés segmentos. Em Drosophila, os dois
primeiros encontram-se parcialmente fundidos formando o dorso, denominando-se o terceiro
escutelo. Em cada um dos segmentos do torax, existe um par de patas ventrais que terminam por
garras, sendo cada pata constituida por cinco segmentos: coxa, trocanter, fémur, tibia e tarso
com cinco articulos. O térax é de cor amarela-acastanhada. Dorsalmente, inserem-se no térax um
par de asas finas e transparentes, que se distendem ao longo do abdémen e que apresentam
uma nervacgao simples (seis nervuras longitudinais e duas transversais).

O abdémen é segmentado, apresenta-se em parte pigmentado de negro e esta coberto de
pélos, sendo isento de apéndices.
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Distincéo do sexo em Drosophila melanogaster

Morfologia externa de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster é um diptero e, como qualquer insecto, 0 seu corpo apresenta-se
dividido em cabeca, térax e abdémen.

A cabeca apresenta-se coberta de pélos e sedas. Apresenta um par de antenas na regiao
anterior e, lateralmente, dois olhos compostos, de cor vermelha.

O térax, de cor amarela-acastanhada, apresenta trés pares de patas que terminam em
garras e um par de asas finas e transparentes, que se distendem ao longo do abdémen.

O abddémen é segmentado, apresenta-se em parte pigmentado de negro, esta coberto de
pélos e é isento de apéndices.

Distincdo do sexo em moscas adultas

- Tamanho do adulto

A fémea é geralmente maior que o macho.

- Forma do abdémen
O abddmen da fémea é afilado na extremidade enquanto o do macho é arredondado e
mais pequeno.

- Pigmentacédo do abddémen

Na fémea as bandas pigmentadas do lado dorsal do abdémen sdo bem distintas umas das
outras. No macho, as Ultimas bandas pigmentadas estdo fundidas. Este critério sé é valido em
moscas adultas.

- Pente sexual

Os machos apresentam o chamado pente sexual, uma franja de cerca de dez sedas
grossas e pretas, na superficie distal do segmento tarsal basal da pata anterior. Esta estrutura
esta ausente nas fémeas. Este é o critério mais seguro para a distincdo do sexo em moscas

jovens, ou sempre que existam dilvidas quanto ao sexo de uma mosca.
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Mutacdes e nomenclatura em Drosophila melanogaster

O tipo padrdo no estudo de Drosophila melanogaster € o chamado tipo selvagem, que
forma a quase totalidade das popula¢des naturais desta espécie. A qualquer variacdo hereditaria
deste "tipo padrdo" denomina-se mutante.

As mutacbes sao frequentes e podem afectar as diferentes partes do corpo do adulto (cor
do corpo, tamanho do corpo, cor dos olhos, forma dos olhos, forma da asa, nervuras da asa,
morfologia das sedas, etc.). Contudo, nos cerca de mil mutantes que se conhecem, somente um
pequeno numero apresenta caracteristicas morfoldgicas observaveis e que permitem a sua
utilizacdo em estudos genéticos.

Drosophila melanogaster apresenta quatro pares de cromossomas (2n=8) homélogos que
se designam por I, II, Il e IV. O cromossoma | corresponde ao cromossoma X. Na fémea ha dois
cromossomas X e, no macho, um cromossoma X e um cromossoma Y. Este, devido a sua
heterocromatina, é praticamente inactivo do ponto de vista genético pelo que ndo se costuma
representar no mapa de cromossomas. Naturalmente, as diversas muta¢cdes que se conhecem
em Drosophila melanogaster terdo que se distribuir pelos quatro pares de cromossomas. Como
numa célula somatica os cromossomas sdo iguais dois a dois (homélogos), para efeitos de
localizacao (mapa), os diversos mutantes ordenam-se em quatro cromossomas (ndo homalogos).

Nomenclatura

A cada mutante é atribuido um nome segundo a sua caracteristica principal. Este nome é
geralmente um adjectivo simples, tal como black, ou um substantivo, como Bar. Por
conveniéncia, a cada mutante corresponde um simbolo. Este, € geralmente uma abreviatura,
podendo consistir da letra inicial do nome do mutante (por ex. e, de ebony), ou deste e uma ou
mais letras adicionais do resto do nome (por ex. ey, de eyeless ou dp, de dumpy). Os nomes e

simbolos dos mutantes com caracteristicas recessivas tais como ebony ou dumpy, comecam

sempre com letra mindscula; os nomes e simbolos dos mutantes com caracteristicas dominantes

comecam sempre com letra mailscula (por ex. B, de Bar). Contudo, o alelo selvagem de um
mutante (dominante ou recessivo) é representado por uma letra adicionada do simbolo (+).
Assim, o alelo selvagem dominante de b (black) é b*, e o alelo recessivo selvagem de B (Bar) é

B*. O simbolo (+) é sempre lido como "tipo selvagem".
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Descricdo de algumas mutacdes de Drosophila melanogaster

I. Mutacbes dos olhos

ey (eyeless): Olhos pequenos, normalmente reduzidos a cerca de 1/4 ou 1/2 da area do
tipo selvagem, ou por vezes mesmo ausentes.

v (vermilion): Olhos de cor vermelhdo, mais claros que no tipo selvagem, néo translicidos.

se (sepia): Olhos de cor acastanhada, escurecendo para preto com a idade.

w (white): Olhos brancos.

Iz (lozange): Olhos de cor vermelha com reflexos castanhos e brilhantes, mais estreitos que
os do tipo selvagem.

bw (brown): Olhos de cor vermelha-acastanhada que se tornam purpura com a idade.

Il. MutagcBes das sedas e pélos
f (forked): Sedas bifurcadas ou recurvadas, mais curtas que as do tipo selvagem.

Ss (spineless): Sedas mais curtas que no tipo selvagem.

lll. Muta¢Bes da cor do corpo
y (yellow): Corpo amarelo.

e (ebony): Corpo de cor escura.

IV. MutacBes das asas

cy (curly): Asas reviradas para cima.

ct (cut): Asas "cortadas" na extremidade (nervuras marginais e margens da asa
recortadas).

m (miniature): Asas reduzidas em tamanho, ultrapassando ligeiramente o abdémen e mais
escuras que as do tipo selvagem.

vg (vestigial): Asas muito pequenas e de contorno irregular.

dp (dumpy): Asas obliquamente truncadas e reduzidas a 2/3 do comprimento em relagéo

ao tipo selvagem.
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Técnicas para estudos genéticos com Drosophila melanogaster

Métodos para cultivar Drosophila melanogaster

As larvas e as moscas adultas alimentam-se fundamentalmente de leveduras (que
constituem uma fonte importante de proteinas), pelo que podem ser cultivadas e mantidas sobre
qualquer meio em fermentacdo. Ao alimentarem-se, as larvas formam pequenos canais que, por
sua vez, proporcionam uma maior superficie para o crescimento de leveduras. A presenca destes
canais € indicio de uma boa cultura.

Um dos problemas técnicos mais graves na cultura de Drosophila melanogaster é a
contaminacdo do meio com fungos e acaros semiparasitas, assim como de outras estirpes de
Drosophila, pelo que a preparacdo do meio deverd obedecer a determinadas precaucgfes. As

culturas ndo devem permanecer mais de um més sem serem repicadas.

Preparacdo do meio

Existem varios meios de cultura para cultivar Drosophila melanogaster. Um dos meios
frequentemente utilizados, por ser de facil preparacéo e pouco dispendioso, € o Meio de Farinha,
cuja preparacao € a seguinte: ferver 600 ml de agua e adicionar 5g de agar, 25¢g de levedura de
cerveja integral e 60 ml de melaco de cana (ou mel). Deixar ferver novamente e adicionar 70g de
sémola de milho (ou farinha). Ferver novamente até engrossar e adicionar 400 ml de &gua.
Ferver, deixar engrossar e adicionar 60 ml de NIPAGEN (antifingico).

Uma vez preparado, o meio € colocado em frascos com rolhas de algoddo envolvido em
gaze (previamente esterilizados) e deixa-se arrefecer. Se a sua utilizagdo n&o for imediata, deve

ser conservado a 4°C.

Eterizacdo (anestesia)

Quando se pretende examinar ou contar as moscas, é possivel anestesiad-las com uma
pequena dose de éter, sem que estas percam a viabilidade. No entanto, uma dose de éter
excessiva pode ser letal. As moscas mortas devem ser colocadas na "morgue” (uma bacia com
detergente em agua ou com alcool).

As moscas anestesiadas sdo colocadas sobre um rectangulo de papel branco e séo
observadas a lupa. A separac¢do (ou mudanca de posicao) das moscas deve ser feita com um
pincel ou com uma pinca de pontas finas. As moscas permanecem anestesiadas durante 5 a 10
minutos. Se for necesséario anestesia-las de novo, deve inverter-se uma caixa de Petri sobre as
moscas e colocar uma faixa de papel de filtro embebida em éter no seu interior, sem contudo
colocar o éter em contacto directo com as moscas. Se anestesiadas repetidas vezes durante um
periodo de tempo relativamente curto, acabarao por morrer.
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Isolamento de fémeas virgens

Para se efectuarem cruzamentos entre moscas de ragas diferentes, € necessario utilizar
fémeas virgens, por forma a assegurar que sejam fecundadas com o esperma do macho que
possui o fendtipo pretendido. Para o efeito, devem retirar-se pupas do frasco de cultura de onde
se pretende isolar fémeas virgens, escolhendo pupas de coloracéo castanha escura. Cada pupa é
colocada dentro de um pequeno frasco, sobre uma porcéao de papel de filtro dobrada e humida,
tapando-se de seguida o frasco com uma rolha de algod&o. Este procedimento deve ser repetido
para cerca de 20 pupas, seleccionando-se as fémeas apos eclosdo das moscas.

Cruzamentos

Quando se pretende cruzar moscas de fendtipos diferentes, a medida que se obtém as
fémeas virgens, devem transferir-se, individualmente, para um frasco de cultura onde se encontra
ja o macho do outro fendtipo. As moscas anestesiadas devem ser colocadas horizontalmente,
sobre a tira de papel absorvente, ou nas paredes laterais do frasco, mas nunca directamente
sobre o meio de cultura. O frasco é novamente colocado na posi¢céo vertical quando as moscas
recuperarem da anestesia.

Os frascos de cultura devem ser devidamente rotulados, contendo indicacdo dos fendtipos
do macho e da fémea, o tipo de cruzamento, a data, a identifica¢cdo do grupo, etc.

Antes de se dar a emergéncia dos descendentes, aproximadamente 7 a 9 dias apos
iniciadas as culturas, os progenitores devem ser retirados por forma a ndo serem confundidos
com a descendéncia.

Contagens e registos

A medida que se vai dando a eclosdo das moscas, elas devem ser retiradas, anestesiadas
e examinadas segundo os métodos anteriormente descritos. Deverdo ser separadas em grupos,
de acordo com o sexo e com o fenétipo que exibirem. O nimero de individuos de cada grupo
deve ser cuidadosamente registado.
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Cruzamentos com Drosophila melanogaster

Objectivo

Neste trabalho pretende-se efectuar cruzamentos entre diferentes mutantes de Drosophila
melanogaster e observar a sua descendéncia. Apés classificacdo e contagem de cada um dos
varios fendétipos obtidos nas geracfes F1 e F2, devera ser formulada uma hip6tese que permita
explicar os resultados obtidos. Esta hip6tese devera ser comprovada estatisticamente, através da
utilizacéo do teste do X2.

Procedimento
1. Isolar pupas de fen6tipo A de modo a obter fémeas virgens.
2. Cruzar essas fémeas com machos de fenétipo B. Pode utilizar-se um simples par; contudo, é
preferivel utilizar alguns pares de moscas. Estas moscas sdo designadas por progenitores (P).
3. Rotular os frascos indicando o tipo de cruzamento (P: fémea A x macho B) e a data.
4. Repitir o procedimento anterior, efectuando o cruzamento reciproco.
5. Apls 7 - 8 dias, retire os progenitores.

6. A nova geracao de moscas, resultantes do cruzamento efectuado, é conhecida como Fj.

a) observe e registe os fendtipos e respectivas frequéncias durante nao mais que 7 a 8

dias apos a eclosao das primeiras moscas.

Frequéncias fenotipicas obtidas na geragao F1

Fenotipos

Sexo Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas Machos | Fémeas
Datas
contagens

Totais

b) cruze a geragcédo F1 entre si (F1 x F1). Utilize, novamente, mais do que um par de

moscas (P2).
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7. Repita a linea 3.

8. Apés 7 a 8 dias, retire as moscas P2.

9. A nova geracdo de moscas, resultantes do cruzamento efectuado em 6b), é conhecida por F2.
Uma vez mais, observe e registe os fenotipos, e as respectivas frequéncias, durante ndo mais que
7 a 8 dias ap6s a eclosdo das primeiras moscas. Ap0s cada contagem, coloque as moscas na
"morgue".

Frequéncias fenotipicas obtidas na geracédo F2

Fendtipos

Sexo Machos Fémeas Machos | Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Datas
contagens

Totais

10. Formule uma explicacdo para os resultados do cruzamento efectuado, com base nos
conhecimentos de hereditariedade que adquiriu.

11. Aplique o método de analise estatistica (X2) a hipotese que formulou.

12. Verifique se existe acordo; caso contrario, formule uma nova explicagédo, procedendo como se
indica na alinea 10.

13. Uma vez comprovada a hipétese formulada, construa um esquema que ilustre, para cada uma
das duas geracg0es, as conclusdes a que chegou.

14. Analise paralelamente os resultados do cruzamento reciproco, efectuado por outro grupo de
trabalho. Que conclusdes se podem tirar?
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