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Resumo 
 
 
 

Centrômeros são regiões importantes para a segregação dos cromossomos, sendo os DNAs 

satélites e elementos transponíveis os seus componentes mais abundantes. Durante a divisão 

celular, a proteína centromérica CenH3, que é uma variante da histona H3, interage com o 

DNA centromérico formando nucleossomos exclusivos dos centrômeros. Tanto o DNA 

centromérico quanto as proteínas centroméricas possuem uma rápida taxa de evolução, o que 

é um fato inesperado, considerando a importante função do centrômero. De acordo com a 

hipótese do impulso centromérico, a expansão do DNA centromérico em um determinado 

cromossomo implica no maior recrutamento de proteínas centroméricas que, por fim, favorece 

a transmissão preferencial do cromossomo para o óvulo e consequentemente para a próxima 

geração. Entre as desvantagens desse fenômeno estão o aumento da infertilidade em machos 

e o possível aumento da frequência de cromossomos que podem carregar mutações 

deletérias. Em Drosophila, a proteína centromérica CenH3 é conhecida como Cid. Estudos 

anteriores demonstraram a existência de parálogos desse gene em espécies do subgênero 

Drosophila. O presente projeto teve como objetivo ampliar os estudos dos parálogos de Cid 

em espécies do grupo repleta, determinar a origem filogenética da duplicação gênica Cid1- 

Cid6, caracterizar todos os parálogos encontrados e testar a possível existência de seleção 

positiva sobre eles. Para isso, técnicas de biologia molecular associadas com análises de 

bioinformática foram utilizadas. Os resultados apontam que o parálogo Cid6 já estava 

presente no ancestral comum do complexo buzzatii. Somente os parálogos Cid1 e Cid5 foram 

encontrados no cluster mojavensis e Cid6 e Cid5 no complexo buzzatii. Além disso, nossa 

análise indica que Cid5, parálogo encontrado no macho de Drosophila, está sob seleção 

positiva, o que sugere que este parálogo poderia atuar como supressor do impulso 

centromérico em espécies de Drosophila. 

Palavras-chave: cenH3; duplicação gênica; centrômero; drosophila 



 
 

 

Abstract 
 
 
 

Centromeres are important regions for chromosome segregation, with satellite DNAs 

and transposable elements being their most abundant components. During the cell division, 

the centromeric protein CenH3, which is a variant of histone H3, interacts with the centromeric 

DNA forming a specific nucleosome in the centromere. Both, centromeric DNA and centromeric 

proteins, have a rapid evolution rate, which is an unexpected fact considering the important role 

of the centromere. According to the centromere drive hypothesis, the expansion of centromeric 

DNA in a specific chromosome implies in increase recruitment of centromeric proteins, which 

ultimately favours preferential transmission of the chromosome to the egg and hence to the 

next generation. Disadvantages of this phenomenon include increased infertility in male and 

the possible increase in the frequency of chromosomes that may carry deleterious mutations. 

In Drosophila, the centromeric protein CenH3 is known as Cid, which previous studies have 

shown the existence of paralogs of this gene in species of the Drosophila subgenus. The 

present project aimed to broaden the studies of Cid paralogs in species from the repleta group, 

to determine the phylogenetic origin of Cid1-Cid6 gene duplication, to characterize all found 

paralogs and to test the possible existence of positive selection on them. For this, molecular 

biology techniques associated with bioinformatics analysis were used. The results indicate that 

the Cid6 paralog was already present in the common ancestor of the buzzatii complex. Only 

Cid1 and Cid5 paralogs were found in mojavensis cluster, whereas Cid6 and Cid5 were found 

in the buzzatii complex. Furthermore, our analysis indicates that Cid5, a paralog found in the 

Drosophila male, is under positive selection, suggesting that this paralog could act as a 

centromere drive suppressor in Drosophila species. 

 
 

Keywords: cenH3; gene duplication; centromere; drosophila 



 
 

 

 
 

  

Sumário 
 

 

  

  

  

1. Introdução.......................................................................................................... 10 
1.1 Centrômero e DNA centromérico.............................................................................. 10 

1.2 Proteína centromérica CenH3.................................................................................. 12 

1.3 A hipótese do impulso centromérico......................................................................... 14 

1.4 Drosophila como organismo modelo........................................................................ 16 

1.4.1 O grupo repleta do subgênero Drosophila......................................................... 17 

2. Objetivo.............................................................................................................. 21 

2.1 Objetivo geral............................................................................................................ 21 

2.2 Objetivos específicos............................................................................................... 21 

3. Metodologia....................................................................................................... 22 
3.1 Espécies de Drosophila e linhagens......................................................................... 22 

3.2 Amplificação de Cid e purificação do produto de PCR.............................................. 22 

3.3 Ligação do inserto no vetor plasmidial e transformação bacteriana......................... 24 

3.4 Sequenciamento de DNA e montagem das sequências .......................................... 25 

3.5 Reconstrução de árvores filogenéticas..................................................................... 25 

3.6 Análise de seleção positiva....................................................................................... 26 

4. Resultados e discussão........................................................................................ 27 
4.1 Origem da duplicação Cid1-Cid6............................................................................. 28 

4.2 Isolamento de parálogos de Cid em espécies do grupo repleta............................... 30 

4.3 Alinhamento e caracterização de parálogos de Cid em espécies do grupo repleta. 33 

4.4 Inferência filogenética................................................................................................ 40 

4.5 Teste de seleção positiva nos parálogos de Cid5 e Cid6.......................................... 43 

5. Conclusões............................................................................................................. 46 
6. Referência Bibliográfica.......................................................................................... 48 



 

10 
 

 

1. Introdução 
 
 

1.1. Centrômero e DNA centromérico 
 
 

Durante a divisão celular em eucariotos a região do centrômero desempenha uma 

importante função na interação das proteínas cinetocóricas com os microtúbulos, permitindo 

a adequada segregação dos cromossomos durante a formação das células-filhas 

(Cheerambathur e Desai, 2014). Letalidade, câncer e infertilidade estão, em alguns casos, 

relacionados com aberrações cromossômicas decorrentes de erros de segregação, o que 

demonstra a importância dos centrômeros para a correta divisão celular meiótica e mitótica 

(Thompson et al., 2010; Santaguida e Amon, 2015). 

Em cromossomos monocêntricos, o centrômero é visualizado como uma constrição visível 

durante a metáfase, sendo uma região especializada onde ocorre a formação do cinetócoro, 

um complexo multiproteico, que intermedia a conexão do DNA centromérico com proteínas 

cinetocóricas e microtúbulos responsáveis pela migração dos cromossomos para os polos 

celulares (Alberts et al., 2017). Entretanto, alguns organismos, como o Caenorhabditis elegans 

(nemátoda) e Lanuza nivea (planta), possuem cromossomos holocêntricos, onde os 

microtúbulos se ligam a regiões centroméricas dispersas por toda a extensão do cromossomo 

(Dernburg, 2001; Nagaki et al., 2005) (Figura 1). 
 

Figura 1. Modelo esquemático de um cromossomo monocêntrico e um cromossomo holocêntrico (retirado de 
Silva, 2016). 

 
 
 

O DNA centromérico ainda é tópico de grande interesse para os pesquisadores, uma vez 

que sua elucidação perpassa pelas dificuldades do sequenciamento e montagem genômica. 

Localizado em uma região de heterocromatina, entre seus componentes mais abundantes 
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estão os DNAs satélites (satDNA) (Heslop-Harrison e Schwarzacher 2013; Melters et al., 

2013) e os elementos transponíveis (TEs) (Charlesworth et al., 1994). 

Os satDNAs são formados por sequências de DNA que se repetem em tandem formando 

arranjos que podem chegar a milhões de pares de bases (pb) (Charlesworth et al., 1994). Eles 

evoluem de acordo com os princípios da evolução combinada, onde sequências repetitivas 

são homogeneizadas e fixadas na população (Dover,1982) através de mecanismos de 

recombinação não-recíproca, como crossing-over desigual e conversão gênica (Dover, 1986; 

Dover 2002). Apesar da região centromérica já ter sido considerada como livre de 

recombinação, crossing-over desigual e conversão gênica já foram identificados no 

dinamismo de satDNAs (Mahtani e Willard 1998; Talbert e Henikoff, 2010). 

Os elementos transponíveis (TEs) são sequências de DNA que podem se deslocar para 

diferentes regiões do genoma e são capazes de formar repetições quando replicados durante 

o processo de transposição (Tollis e Boissinot, 2012). Podem ser categorizados como 

autônomos, quando codificam as enzimas mediadoras da transposição, e não-autônomos, 

quando utilizam as enzimas de outros TEs (Griffiths, et al., 2016). Quanto ao mecanismo de 

transposição, podem ser divididos em um grupo mediado por RNA, chamado de 

retroelementos (LTR e não-LTR) e outro grupo mediado por DNA, chamado de transposons 

de DNA (Plohl et al., 2014). 

Apesar do acima exposto, nem a composição rica em DNA repetitivo ou a presença de 

TEs parecem ser determinantes ou suficientes para identificar o que seria o centrômero 

(Karpen e Allshire,1997), uma vez que, em neocentrômeros, proteínas centroméricas são 

encontradas mas não necessariamente há satDNAs ou TEs (Marshall et al., 2008). Contudo, 

um centrômero funcional pode ser definido pela interação entre o DNA centromérico e a 

proteína centromérica CenH3 (Centromeric Histone 3), que é uma variante da histona H3, 

encontrada apenas na cromatina do centrômero (Palmer et al., 1991; Dawe e Henikoff 2006; 

Blower et al., 2002) (Figura 2). 
 

 
Figura 2. Modelo de montagem do centrômero mostrando a interação entre CenH3 com o DNA centromérico 

(Adaptado de Carroll et al., 2010). 
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1.2. Proteína centromérica CenH3 
 
 
 

Algumas proteínas associadas ao centrômero foram descritas na década de 1980 

(Earnshaw et al.,1984; Hadlaczky et al., 1989). Entre elas a CenH3, denominada CENtromeric 

Protein A (CENP-A), que inicialmente foi identificada em humanos como um antígeno 

reconhecido pelo antissoro de pacientes com a síndrome CREST (Calcinose, fenômeno de 

Raynaud, dismotilidade Esofágica, e Sclerodermia e Telangiectasia) (Earnshaw e Rothfield, 

1985). Em 1991, experimentos de Palmer et al., demonstraram que a CENP-A não era uma 

histona H3 com modificações pós-traducionais, mas sim uma variante da histona H3 e que, 

portanto, advinha de um produto gênico distinto do gene da histona H3 canônica (Figura 3). 
 

 
Figura 3. Disposição da histona H3 e da variante centromérica CenH3 no cromossomo. (Retirado de Panchenko 

et al., 2011). 

 
 

Homólogos da CenH3 logo começaram a ser descritos em diferentes organismos 

modelos, como o Cse4 em Saccharomyces cerevisiae (Meluh et al., 1998), HCP-3 em 

Caenorhabditis elegans (Buchwitz et al.,1999), Cnp1 em Saccharomyces pombe (Takahashi 

et al., 2000), Cid em Drosophila melanogaster (Henikoff et al., 2000), HTR12 Arabdopsis 

thaliana (Talbert et al., 2002) e em outras espécies de eucariotos. Sua importância para a 

formação do cinetócoro tornou-se evidente após uma série de experimentos demonstrarem o 

efeito da depleção da CenH3, com proteínas do cinetócoro localizando-se em lugares 

inesperados, e da superexpressão da CenH3, levando a deposição de CenH3 em regiões não 

centroméricas e formação de cinetócoros ectópicos (Heun et al., 2006; Blower e Karpen, 2001; 

Blower et al., 2002). 

Basicamente, as histonas e a CenH3 podem ser divididas em duas regiões, o domínio 

da cauda N-terminal (NTT) e o domínio C-terminal. A NTT varia tanto em tamanho quanto em 
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composição dos aminoácidos quando comparada entre espécies ou com a histona canônica 

H3 (Sullivan et al.,1994; Yoda et al., 2000; Henikoff e Dalal, 2005; Henikoff e Smith 2015). Em 

Drosophila melanogaster, a NTT possui aproximadamente 130 aminoácidos enquanto 

humanos e fungos possuem 45 e 20 aminoácidos, respectivamente, (Henikoff et al., 2001; 

Henikoff e Dalal, 2005). 

Já a região C-terminal da CenH3, também conhecida como Histone Fold Domain 

(HFD), é mais conservada entre as espécies e mostra maior identidade com a mesma região 

da histona canônica H3 (Sullivan et al., 1994, Malik e Henikoff, 2003), possuindo a αN e 3 α- 

hélices separadas por dois loops (Black et al., 2004). Black et al., (2007) mostraram que a 

região que compreende o loop1 e α-hélice2 seria essencial no direcionamento da CenH3 para 

o nucleossomo centromérico, sendo denominada inicialmente de CATD (CENP-A target 

domain). É na HFD da CenH3 que o domínio NTT da chaperona Cal1 interage e forma uma 

estrutura receptível para a interação de outra proteína centromérica, conhecida como CENP- 

C (Schittenhelm et al., 2010), sendo essa relação interdependente entre as proteínas 

centroméricas necessária para sua correta função e localização no centrômero (Chen et al., 

2014; Roure et al., 2019) (Figura 4). 

Na histona canônica H3, o loop1 faz contato com o DNA no nucleossomo canônico e, 

sendo assim, esperava-se que em CenH3 a função fosse a mesma. Porém, estudos revelaram 

que a região do loop1 na CenH3 permanece exposta na superfície do nucleossomo 

centromérico (Black et al., 2004). Rosin e Mellone (2016), sugeriram que o loop1 estaria em 

contato com outras proteínas centroméricas, sendo, portanto, responsável pelo 

reconhecimento e recrutamento das mesmas (Roure et al., 2019). 
 

 
Figura 4.Esquema da comparação da histona H3 com a CenH3 de diferentes linhagens. O HFD é conservado 

entre as duas proteínas. Entretanto, enquanto a NTT da histona H3 é quase invariável, a NTT da CenH3 varia em 

sequência e tamanho entre as linhagens (retirado de Malik e Henikoff, 2003). 
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Devido à importância funcional do centrômero, esperaria-se uma conservação 

evolutiva do DNA centromérico e das proteínas centroméricas. Entretanto, evidencia-se uma 

variada e acelerada taxa de evolução em ambos, tanto em animais como em plantas (Lee e 

et al., 2005; Kuhn et al., 2008; Ugarkovic, 2009; Finseth et al., 2015). 

 
 

1.3 A hipótese do impulso centromérico 
 

Em 2001, Henikoff et al. propuseram uma hipótese que poderia explicar o paradoxo 

de proteínas e DNA centromérico evoluírem rapidamente apesar de comporem uma região 

cromossômica com papel tão essencial para a manutenção da vida em eucariotos. De acordo 

a hipótese do Impulso Centromérico (Henikoff et al., 2001; Malik 2009, Kursel e Malik, 2017), 

em consequência da expansão do DNA centromérico em um cromossomo, mais proteínas 

centroméricas seriam recrutadas, aumentando as chances desse cromossomo ser transmitido 

para a próxima geração durante a meiose feminina, uma vez que o oócito contém apenas um 

dos quatros produtos meióticos (Caryl et al., 2003; Schu e Ellenberg, 2008; Zou et al., 2008). 

O efeito dessa expansão e sua influência na meiose das fêmeas podem aumentar a frequência 

desse cromossomo na população e, concomitantemente, resultar em efeitos negativos, uma 

vez que esses cromossomos expandidos podem reter mutações deletérias (Mckee et al., 

1998; Eaker et al., 2001) e em machos podem estar relacionados com o aumento da 

infertilidade (Fishman e Saunders, 2008; Mckee et al., 1998; Eaker et al., 2001) (Figura 5). 
Dessa forma, qualquer alelo supressor do impulso centromérico, que tenha o efeito de restaurar 

a paridade meiótica dos centrômeros com diferentes forças meióticas, poderá ser vantajoso e, 

consequentemente, aumentar a sua frequência na população (Kursel e Malik, 2017; Teixeira 

et al., 2018). 

O resultado desse processo gera um ciclo onde os satDNAs centroméricos expandem, 

recrutam mais CenH3 e causam o impulso centromérico, que é então suprimido pelas 

mudanças em CenH3 que potencialmente restauram a paridade meiótica entre os 

cromossomos com diferentes quantidades de satDNAs (Henikoff et al., 2001; Kursel e Malik, 

2017). 
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Figura 5. Modelo do impulso centromérico. Em uma primeira fase, a expansão do DNA centromérico 

aumenta a interação com proteínas centroméricas e fibras do fuso, o que pode levar a uma vantagem 

na meiose feminina ou a uma série de efeitos deletérios em meiose masculina. Em uma outra situação, 

a proteína centromérica sofre uma alteração que acaba suprimindo o impulso centromérico por reduzir 

a afinidade com o DNA centromérico, restaurando, assim, a paridade durante a divisão celular. 

(Extraído de Rosin e Mellone, 2017) 

 
 

Experimentos na planta Mimulus demonstraram que cromossomos que continham o 

locus D, onde houve expansão na região do centrômero, eram transmitidos com maior 

frequência e que a duplicação de CenH3 em Mimulus poderia ser resultado de um processo 

de supressão do impulso centromérico (Finseth et al., 2015). Já em estudos usando 

camundongos, foi observado que a segregação preferencial dos cromossomos está associada 

com o maior recrutamento de microtúbulos e proteínas centroméricas para a formação do 

cinetócoro, como a CENP-A, além de correlacionar essa segregação preferencial com a 

presença de repetições em tandem no centrômero (Chmatal et al., 2014; Iwata-Otsubo et al., 

2017), 

O gene que codifica CenH3 está presente em cópia única na grande maioria das 

espécies de eucariotos estudada (Malik, 2009). Recentemente, Teixeira (2016) descreveu que 

em espécies do subgênero Drosophila há duas cópias funcionais de Cid (Centromere 

indentifier), homólogo de CenH3 em Drosophila, inicialmente chamadas de Cid-A (ancestral) 

e Cid-B (nova cópia). Nas espécies do subgênero Sophophora (ao qual D. melanogaster 

pertence), existe apenas uma cópia de Cid. Teixeira (2016) ainda relatou que a cópia Cid-A 

possui expressão em todos os tecidos, mas com expressão reduzida nos machos, enquanto 

Cid-B possui expressão exclusiva nos machos. Este resultado levantou a hipótese de que 

após a duplicação gênica de Cid, Cid-A manteve a função centromérica canônica enquanto 

Cid-B se diferenciou e, possivelmente, desempenharia papel supressor do impulso 
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centromérico na meiose masculina. Em apoio a esta hipótese, foi evidenciado que Cid-A está 

evoluindo sob seleção purificadora, enquanto Cid-B evolui por seleção positiva (Teixeira, 

2016). No entanto, apenas cinco espécies do grupo repleta (subgênero Drosophila) foram 

utilizadas nesta análise, sendo necessária uma maior amostragem de espécies para que 

resultados mais robustos sejam obtidos. 

Esta duplicação acima descrita de Cid foi independentemente descoberta e 

investigada por Kursel e Malik (2017), que chamaram estes parálogos de Cid1 (Cid-A) e Cid5 

(Cid-B). Por este motivo, no presente trabalho, estes parálogos também foram denominados 

de Cid1 e Cid5. Kursel e Malik (2017) ainda descreveram três outros parálogos funcionais de 

Cid, todos eles em diferentes espécies do subgênero Sophophora: Cid2 em Drosophila 

eugracilis e Cid3 e Cid4 em espécies do subgrupo montium. 

O trabalho realizado por Teixeira et al., (2018) revelou ainda um novo parálogo, 

chamado de Cid6, presente em duas espécies investigadas do cluster buzzatii do grupo 

repleta (subgênero Drosophila), Drosophila buzzatii e Drosophila seriema. Nestas espécies, o 

gene Cid1 sofreu uma duplicação inter-cromossômica (primeiro relato em eucariotos para 

CenH3), gerando a cópia Cid6. A cópia Cid1, por sua vez, sofreu degeneração por várias 

inserções de elementos transponíveis. Portanto, a hipótese é a de que Cid6 desempenha o 

papel canônico de Cid1 nestas espécies. Estas espécies também possuem Cid5, que como 

mencionado anteriormente, acredita-se atuar em função supressora de impulso centromérico 

na meiose de machos (Figura 6). 

 
 

1.4 Drosophila como organismo modelo 
 

Grande parte dos estudos moleculares, evolutivos e de função centromérica da CenH3 

foram realizados utilizando algum organismo modelo, sendo Drosophila um dos mais 

utilizados (Teixeira, 2016). 

As moscas do gênero Drosophila são facilmente capturadas no meio natural ou 

cultivadas no laboratório, têm proles numerosas, curtos períodos de geração, ocupam pouco 

espaço físico para manutenção de estoques, são facilmente manipuladas geneticamente e 

possuem, além disso, um genoma compacto em poucos cromossomos onde há genes 

ortólogos associados com doenças humanas (Bier, 2005; Prüßing et al., 2013). 
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Figura 6. Parálogos de Cid identificados em Drosophila. (A) Parálogos Cid1, Cid2, Cid3, Cid4 e Cid 5, descritos 

por Kursel e Malik (2017) e (B) parálogo Cid6, descrito por Teixeira e et al. (2018). (Figura adaptada de Kursel e 

Malik, 2017) 

 
 
 

A primeira espécie de Drosophila a ter o genoma sequenciado foi Drosophila 

melanogaster (Adams et al., 2000). Posteriormente, o genoma de mais 11 espécies de 

Drosophila foi publicado no projeto Drosophila 12 Genomes Consortium (Clark et al., 2007). 

Atualmente, mais de 20 espécies de Drosophila possuem o genoma sequenciado, sendo 

alguns desses genomas resultado de projetos individuais de alguns laboratórios (Garrigan et 

al., 2012; Zhou e Bachtrog, 2012; Nolte et al., 2013; Guillén et al., 2014; Teixeira et al., 2018). 

Esses dados são importantes para que análises evolutivas possam ser estudadas com maior 

profundidade. 

1.4.1 O grupo repleta do subgênero Drosophila 
 

Existem mais de 2.000 espécies descritas para o gênero Drosophila, popularmente 

conhecidas como “moscas das frutas” (Powel, 1997). Devido à grande quantidade de 

espécies, drosofilistas criaram um sistema de classificação que reconhece, após gênero, 

  A  

B 
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grupos, complexos e clusters de espécies. De acordo com dados biogeográficos e fossilíferos, 

a separação entre os dois subgêneros, Sophophora e Drosophila ,ocorreu entre 40-60 milhões 

de anos atrás (Powel, 1997; Sturtevant, 2001; O’Grady e DeSalle, 2018; Yassin, 2013). A 

Figura 7 mostra as relações filogenéticas de espécies de Drosophila representativas dos 

principais grupos de Drosophila. 
 

 
Figura 7. Relação filogenética de espécies de Drosophila representativas dos principais grupos de 

Drosophila.(Retirado em reinnovsac.com/) 
 

Dentro do subgênero Drosophila temos o grupo repleta (Figura 7), representado por 

mais de 100 espécies organizadas em cinco subgrupos, sendo eles: repleta, mercatorum, 

hydei, mulleri e fascicola (O’Grady e DeSalle, 2018; Durando et al., 2000). Mesmo algumas 

espécies sendo generalistas, o grupo repleta é conhecido por possuir espécies cactofílicas 

que são capazes de degradar uma série de toxinas produzidas pelos cactos durante a 

decomposição dos mesmos e conseguirem explorar esse recurso natural (Markow e O’Grady, 

2006). A cactofilia pode ser considerada uma apomorfia dessas espécies, uma vez que não é 

observada em outras espécies fora do grupo repleta (Kircher, 1982; Starmer et al., 1986). 

O cluster mojavensis pertence ao complexo mulleri, subgrupo mulleri, grupo repleta. 

Esse cluster é composto por três espécies, sendo elas: Drosophila mojavensis (Patterson 

1940), D. arizonae (Ruiz, Heed e Wasserman, 1990) e D. navojoa (Ruiz, Heed e Wasserman, 

1990), sendo as duas primeiras espécies irmãs diferenciadas por inversões cromossômicas e 

a última considerada a espécie basal do cluster, com características morfológicas distintas em 

relação as outras duas (Ruiz, Heed e Wasserman, 1990). Essas espécies são encontradas 

nas regiões áridas da América do Norte sendo D. mojavensis a espécie de maior distribuição 

geográfica (Markow e O’Grady, 2006). 

http://reinnovsac.com/
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Já o complexo buzzatii, subgrupo mulleri, grupo repleta, compreende 13 espécies que 

são identificadas morfologicamente pelo aparelho reprodutor masculino, edeago, e 

citologicamente por inversões cromossômicas observadas em lâminas de cromossomos 

politênicos (Ruiz e Wasserman, 1993). Dentro do complexo D. buzzatii ainda é possível 

separar as espécies em três clusters, sendo eles o cluster martensis: D. martensis 

(Wasserman e Wilson, 1957); D. starmeri (Wasserman et al., 1973); D. uniseta (Wasserman 

et al., 1973); D. venezolana, (Wasserman, Fontdevila e Ruiz, 1983), o cluster D. stalkeri: D. 

richardsoni (Vilela, 1983) e D. stalkeri (Wheeler, 1954), e por fim o cluster buzzatii: D. buzzatii, 

(Patterson e Wheller, 1942); D. seriema (Tidon-Sklorz e Sene, 1995); D. koepferae (Fontdevila 

e Wasserman, 1988); D. antonieta (Tidon-Sklorz e Sene, 2001), D. gouveai (Tidon-Sklorz e 

Sene, 2001); D. borborema (Vilela e Sene, 1977) e D. serido (Vilela e Sene, 1977) (Figura 8). 
Todas as espécies são endêmicas da América do Sul, com exceção da espécie semi- 

cosmopolita D. buzzatti, encontrada em outros continentes como consequência da dispersão 

feita pelo homem e de seus cactos hospedeiros do gênero Opuntia (Caryophillales, 

Cactaceae) (Manfrin e Sene, 2006; Hasson et al., 2019, Barrios-Lealet al., 2019). 
 

 
Figura 8. Filogenia do complexo Drosophila buzzatii usando o gene mitocondrial citocromo oxidase.(Retirado de 
Spicer, 1995). 
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Estudos com abordagem genética e evolutiva utilizando diferentes espécies de 

Drosophila, como as pertencentes do cluster mojavensis e do complexo buzzatii, são úteis 

para compreender processos evolutivos e moleculares. Dessa forma, levando em 

consideração as recentes descobertas sobre estrutura e função da CenH3, assim como a 

duplicação do gene que codifica a proteína centromérica em Drosophila, este trabalho 

procurou contribuir para o entendimento da CenH3 no grupo repleta. 
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2. Objetivo 
 
 
 

2.1. Objetivo geral 
 

O objetivo principal dessa pesquisa foi caracterizar e estudar a evolução dos parálogos 

Cid1, Cid6 e Cid5 em espécies do grupo repleta, com foco no cluster Drosophila mojavensis 

e no complexo Drosophila buzzatii. 

 
 

2.2. Objetivos específicos 
 
 
 

• Determinar a origem filogenética da duplicação Cid1-Cid6, através da investigação 

destes parálogos em D. stalkeri (cluster stalkeri) e D. starmeri (cluster martensis), 

espécies do complexo buzzatii que constituem grupos externos ao cluster buzzatii; 

• Investigar se existem espécies no complexo buzzatii contendo ambos parálogos Cid1 

e Cid6 funcionais (ao contrário da situação presente em D. buzzatii e D. seriema, onde 

Cid1 se degenerou) e em caso afirmativo, caracterizá-los; 

• Caracterizar os parálogos de Cid em espécies do grupo repleta; 
 

• Testar se existe seleção positiva atuando nos parálogos de Cid1, Cid5 e Cid 6 nas 

espécies do grupo repleta. 
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3. Metodologia. 
 
 
 

3.1 Espécies de Drosophila e linhagens. 
 

Para a coleta de espécies e populações de Drosophila foram utilizadas armadilhas 

semi-fechadas contendo meio composto por banana madura macerada e fermento biológico 

seco. As armadilhas permaneceram no local de coleta por aproximadamente 48 horas até a 

captura dos indivíduos com o auxílio de uma rede entomológica. Os pontos de coleta foram 

definidos com base em estudos prévios de coleta de Drosophila no Estado de Minas Gerais 

(Franco e Manfrin, 2012). 

As espécies do cluster buzzatii são morfologicamente indistinguíveis, com exceção da 

morfologia do edeago, aparelho reprodutor do macho (Tidon-Sklorz e Sene, 1995). Sendo 

assim, machos coletados foram identificados no nível de espécie e fêmeas foram 

selecionadas com o objetivo de criar isolinhagens para posterior identificação taxonômica a 

partir de machos nascidos no laboratório. 

D. stalkeri (cluster stalkeri) e D. starmeri (cluster martensis) foram obtidas diretamente 

da Cornell University (Drosophila Stock Centre) e D. koepferae e D. buzzatii (cluster buzzatii) 

foram gentilmente cedidas pelo professor Alfredo Ruiz da Universitat Autònoma de Barcelona. 

 
 
 

3.2 Amplificação de Cid e purificação do produto de PCR 
 

O DNA genômico foi extraído utilizando o kit comercial (Promega Kit Wizard® Genomic 

DNA Purification) seguindo as instruções do fabricante e quantificado por espectrofotometria 

(NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers). 

Cada reação de PCR foi realizada de acordo com as seguintes condições (volume final 

de 25μL): 0,8mM de dNTP, 1.5mM de MgCl2, 5pmol de cada primer (Forward e Reverse) 

especifico para cada amplificação (Tabela 1), 5μL de tampão (Green GoTaq® Reaction 

Buffer), 1u de Taq polimerase (GoTaq® DNA Polymerase - Promega) e 25ng de DNA 

genômico da espécie estudada. O programa de amplificação das etapas de PCR consistiu em 

uma desnaturação inicial de 95ºC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 95ºC por 1 minuto, de 

40ºC a 55ºC (variando entre as espécies) por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto, uma extensão 

final a 10ºC por 5 minutos e encerrando a reação com redução na temperatura a 4ºC. 
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Tabela 1. Primers utilizados para amplificar Cid1, Cid6 e Ci5 por PCR convencional, 
 

Nome do primer Região de anelamento Sequência 5’-3’ Orientação 
    

mojC5CidF UpstreamCid1 CACATCGTTCTAAAAGTTGC Forward 
mojC5CidR DownstreamCid1 TGCATCCCTTACATACACAG Reverse 
GGD1601F UpstreamCid6 TCAGTTTGTTTTATTGCCGC Forward 
GGD1602R DownstreamCid6 GCACGGTTCAGTTTCGATT Reverse 
GGD1501F UpstreamCid5 TAGCCAACGTGTAAGCTGTG Forward 
GGD1502R DownstreamCid5 CACGAGCGTATTTAGAATCG Reverse 
GGD4101F bbc CGTTACTGTGCGCAGGTT Forward 
GGD4102R cbc GAGTTCTGCAAACCCAGA Reverse 
GGD4104R Cid1/Cid6 CAACGCTGCGCAAGAACTC Reverse 
GGD4105F Cid1 CGTGAAAACGCTAATCGG Forward 
GGD4601F CG14341 TCCTCTCCGGGATCTGTGG Forward 
GGD4602R IntS14 TGCAGAAGGCCAACGGCTGC Reverse 
GGD4604R Cid6 CGTGAAAATGGCAATCGTGG Reverse 
GGD5601F Cid6 CCACTAGCCGTTTAGCAC Forward 
GGD5602R Cid6 CGCGACATGGCAATGGTC Reverse 
GGD5501F Cid5 TGCGTCGATCTGCGTTAC Forward 
GGD5502R Cid5 TGGAGCTGCGTGACATGG Reverse 

 
 

Os primers mojC5CidF e mojC5CidR foram utilizados para amplificar o parálogo de 

Cid1, tendo como referência as regiões flanqueadoras de Cid1 de D. mojavensis. Já os 

primers GGD1601F e GGD1602R, para o gene Cid6, e os primers GGD1501F e GGD1602R, 

para o gene Cid5, foram desenhados a partir da região flanqueadora de Cid6 e Cid5 de D. 

buzzatii, respectivamente. 

Para investigação mais detalhada da presença dos parálogos Cid1 e Cid6 em espécies 

do complexo buzzatii, também foram utilizados os primers GGD4601F e GGD4602R que 

anelam, respectivamente, nos genes CG14341 e IntS14, e os primers GGD4101F e 

GGD4102R, que anelam nos genes bbc e cbc. Quando necessário, os primers GGD4104R e 

GGD4105F (Cid1) e GGD4104R e GGD4604R (Cid6) em combinação com os primes acima 

descritos foram utilizados (Tabela1). Os genes Kr e CG6907 possuem uma distância acima 

de 2kb em relação a Cid5 de D. buzzatti, o que inviabilizou a utilização de primers que 

auxiliariam na investigação mais detalhada de Cid5 em outras espécies do complexo D. 

buzzatii. 

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%, com auxílio de um 

transiluminador de LED azul (Blue Transilluminator 470nm) da Uniscience. A banda de DNA 

de interesse foi excisada para purificação utilizando o kit “illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel 

Band Purification”, da GE Healthcare, seguindo as especificações do fabricante. A 
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concentração e a pureza do produto purificado foram estimadas através de quantificação 

utilizando espectrofotômetro (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers). 

 

 
3.3 Ligação do inserto no vetor plasmidial e transformação bacteriana 

 
Para a ligação dos produtos da PCR no vetor utilizou-se 15ng do DNA amplificado 

purificado, 50ng do plasmídeo vetor pGEM®-T Vector Systems, 5μl de tampão de ligação 10x, 

1μl de T4 DNA ligase e água estéril suficiente para 10μl de reação e incubação por 16 horas 

a 4 °C. Os plasmídeos foram incubados com 45μl de bactérias eletrocompetentes de E.coli, 

linhagem XL1 Blue (Phoneutria) por 1 minuto no gelo e então transferidos para uma cubeta e 

submetidos a um choque de 2500mV no eletroporador de pulso (Gene PulserXcell™ - Bio- 

Rad). Após o choque, foi adicionado 1ml de solução SOC (10 mM de MgCl2, 20 mM de 

glicose), homogeneizado, transferido para tubos Eppendorf de 1,5ml e incubado a 37 °C por 

1 hora em banho-maria. 

Em placas contendo LB-ágar (10g de NaCl, 10g de triptona, 5g de extrato de levedura, 

15g de ágar, água destilada q.s.p. 1 L, pH 7,5) e ampicilina (100µg/ml), foram acrescentados 

30µl de X-gal (50mg/ml) e 4µl de IPTG (0,6mM). Nestas placas, foram distribuídos 150µl da 

suspensão de bactérias e as placas foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 37ºC. 

Para selecionar as colônias que possuíam o plasmídeo com o fragmento de DNA exógeno foi 

utilizado o método de seleção por antibiótico e o sistema IPTG/X-gal. A inserção do DNA de 

interesse ao plasmídeo acontece dentro do gene lacZ, que produz a enzima β-galactosidase 

que ao clivar o substrato X-gal libera um produto insolúvel de cor azul. Dessa forma, colônias 

que não possuem o inserto mantém a integridade do lacZ e, portanto, terão a coloração azul. 

Já as colônias que possuem o DNA exógeno não terão a produção de β-galactosidase devido 

a inserção do DNA no gene lacZ, apresentando, assim, coloração branca (Lehninger et al., 

2000). 

Cada colônia branca foi isolada e transferida pra tubo com 5ml de meio LB-líquido (10g 

de NaCl, 10g de triptona, 5g de extrato de levedura, água destilada q.s.p. 1L, pH 7,5) com 

ampicilina (100µg/ml) contido em um tubo falcon de 15mL que foi em seguida colocado em 

um agitador a 220 rpm à temperatura de 37ºC durante 16 horas. Tubos com meio turvo foram 

selecionados para teste de amplificação do vetor contendo o inserto. O teste de amplificação 

do vetor contendo o inserto consiste em uma PCR convencional, seguindo os mesmos 

parâmetros da PCR descrita no tópico 3.2, com a utilização dos primers que anelam ao vetor 

(M13F: 5' GTA AAA CGA CGG CCA GT 3'; M13R: 5' CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3'). 

Espera-se que o produto amplificado possua, em Kb, a somatória do DNA de interesse mais 

aproximadamente 260pb que corresponde ao plasmídeo sem o inserto, sendo este visível em 
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eletroforese. Dessa forma, as amostras selecionadas foram submetidas a extração de DNA 

plasmidial utilizando o kit PureLink® QuickPlasmidMiniprep (Invitrogen). 

 
 

3.4 Sequenciamento de DNA e montagem das sequências 
 

O DNA plasmidial foi quantificado utilizando um espectrofotômetro (NanoDrop™ 

2000/2000c Spectrophotometers). Para o sequenciamento, em um tubo contendo 100ng do 

DNA plasmidial, foi adicionado 1μL do primer M13 forward ou reverse e água estéril suficiente 

para o volume final de 7,5μL. As amostras foram sequenciadas utilizando o método de Sanger 

dideoxy na plataforma ABI 3130 (AppliedBiosystems). Para aumentar a qualidade do DNA 

sequenciado, o mesmo DNA plasmidial foi sequenciado usando os primers M13 Forward e o 

M13 Reverse em reações independentes. 

As sequências de Cid (nucleotídeo e aminoácidos) foram alinhadas usando o 

programa ClustalW (Larkin et al., 2007), implementado no Geneious Primer® 2019.0.4 

(Kearse et al. 2012). Quando necessário, o alinhamento foi refinado manualmente para corrigir 

gaps e regiões mal alinhadas. 

 
 

3.5 Reconstrução de árvores filogenéticas 
 

Árvores filogenéticas para os parálogos de Cid foram construídas utilizando os 

métodos de Máxima Verossimilhança (MV) e inferência Bayesiana (IB). Para a árvore de MV 

foi utilizado o modelo de substituição nucleotídica HKY (Hasegawa, Kishino & Yano, 1985). 

As configurações especificas do programa permaneceram no modo padrão sendo o suporte 

estatístico das árvores filogenéticas calculado utilizando bootstrap (Felsenstein, 1985) com 

1.000 réplicas. Já para árvores IB o software utilizado foi MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) 

utilizando-se parâmetros no modo padrão, onde a análise passou por 10 milhões de gerações 

a partir de uma árvore inicial com cadeias MCMC (Monte Carlo via Cadeias de Markov). 

Usando o comando sumt a árvore consenso foi calculada e, posteriormente, visualizada e 

editada no programa Figtree v.1.4.2 (Rambaut, 2014). 
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3.6 Análise de seleção positiva 
 

A análise de seleção positiva nos parálogos de Cid foi realizada por dois métodos: 
 

i) Para detecção de seleção positiva do gene Cid6 e Cid5, utilizamos o teste MK 

(McDonald e Kreitman,1991) disponível no programa DnaSP v.6.12.03 (Rozas et al., 2017) 

usando quatro populações de D. buzzatii e duas populações de D. seriema. O teste MK 

detecta seleção positiva distribuída em um gene ou em partes específicas do gene, onde 

assume que se a proteína não sofreu grandes alterações ao longo do processo evolutivo, a 

razão entre mutações não-sinônimas e mutações sinônimas fixas entre espécies (dN/dS) seria 

aproximadamente igual a razão entre polimorfismo não-sinônimo e polimorfismo sinônimo 

dentro das espécies (pN/pS). O indício de seleção positiva após a divergência das espécies 

pode ser inferido quando o número maior que o esperado de mutações fixas não-sinônimas é 

observado (Yang, 2006). 

ii) Utilizamos o algoritmo CODEML do pacote PAML (Yang, 1997) implementado no 

programa EasyCodeML v1.21 (Gao et al., 2019) para detectar seleção positiva nos parálogos 

de Cid em espécies do grupo repleta. Foram comparados três grupos de modelos: M2a versus 

M1a e M8 (β e ω) versus M7, sendo M1a e M7 seleção neutra e M2a e M8 para seleção 

positiva. Se o resultado do teste de verossimilhança (Likelihood ratio test – LRT) rejeitasse o 

modelo de seleção neutra em favor do modelo de seleção positiva, sítios que hipoteticamente 

estariam sobre essa seleção poderiam ser identificados utilizando os valores de probabilidade 

posterior > 0.95 e ω> 1 a partir da abordagem bayesiana empírica (Bayes Empirical Bayes - 

BEB). 
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4. Resultados e discussão. 
 
 
 

Como resultado de nossas coletas, quatro espécies foram identificadas como 

pertencentes ao cluster D. buzzatii (D. serido, D. gouveai, D. seriema e D. buzzatii) que, 

juntamente com as espécies adquiridas do Cornell Stock Centre (D. stalkeri e D. starmeri) e 

as espécies e populações adquiridas de outros laboratórios (D. koepferae e D. buzzatii – 

Bu28), estão sumarizadas na Tabela 2. 

 
 

Tabela 2. Espécies e populações de Drosophila do grupo repleta utilizadas nesse trabalho 
 

Espécie População Local de Coleta ou 

origem do estoque. 

Data Base IDs 

 Cid1/Cid6 Cid5 

 
 

D. buzzatii 

ST-01 LCEv Lab- MG  http://dbuz.uab.cat/blast.php (D. buzzatii 
Freeze 1 Scaffolds) 

J-19 LCEv Lab - MG - - 

Bu28 Bolívia / GGBE Lab - - 

SC Serra do Cipó- MG - - 

 
D. seriema 

D73C3 Bahia /LCEv Lab ERX2037878 ERX2037878 

SC Serra do Cipó - MG - - 

D. koepferae* KO-2 Argentina / GGBE Lab - - 

D. serido* SC Serra do Cipó - MG - - 

D. gouveai* F Furnas - MG - - 

D. starmeri* N/C Stock Centre - EUA - - 

D. stalkeri* N/C Stock Centre - EUA - - 

D. mojavensis N/C LCEv Lab - MG XM_002006887.2 XM_018104694.1 

D. arizonae N/C Banco de dados XM_018010248.1 XM_018009273.1 

D. navojoa N/C Banco de dados XM_018104694.1 XM_018103086.1 

* Espécies em que Cid foram estudadas pela primeira vez no presente trabalho 
N/C: Não consta. 

http://dbuz.uab.cat/blast.php
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4.1 Origem da duplicação Cid1-Cid6 
 
 
 

O estudo realizado por Teixeira et al. (2018) mostrou que o parálogo Cid6, que teve 

origem a partir da duplicação gênica, está presente em duas espécies do cluster D. buzzatii, 

o que mostra que esta duplicação já existia na espécie ancestral do cluster buzzatii. Ainda, o 

mesmo estudo mostrou que Cid6 está ausente no cluster mojavensis, que se divergiu do 

cluster buzzatii há pelo menos 11 milhões de anos (Oliveira et al., 2012). 

Para acessarmos a origem filogenética da duplicação que deu origem ao parálogo 

Cid6, investigamos a presença de Cid1/Cid6 em espécies do clusters martensis e stalkeri, 

considerados basais no complexo D. buzzatii (Figura 8). Inicialmente, foram realizados 

experimentos de PCR utilizando os primers mojC5CidF/mojC5CidR e GGD1601F/GGD1602R 

(Tabela 1), que anelam, respectivamente, em regiões flanqueadoras dos genes Cid1 e Cid6, 

(Figura9). 
 
 
 

 
 
 

 
 

 

 
mojC5CidF 

 

 
mojC5CidR 

 

 
GGD1601F 

 

 
GGD1602R 

 
Figura 9.Esquema ilustrativo da região de anelamento dos primers flanqueadores de Cid1 e Cid6. 

 
Nenhum produto de PCR foi observado para o gene Cid1 e Cid6 nas espécies D. 

stalkeri e D. starmeri. Este resultado ainda poderia ser consequência da falta de anelamento 

dos primers em uma região nucleotídica variável entre as espécies. Por este motivo, um teste 

com um novo conjunto de primers foi realizado. Dessa vez, foram utilizados os primers 

GGD4601F e GGD4604R (para amplificar do gene CG14341 até o gene Cid6); GGD4104R e 

GGD4602R (para amplificar do gene Cid6 até o gene IntS14) e GGD4601F e GGD4602R 

(para amplificar do gene CG14341 até o gene IntS14) (Tabela 1) (Figura 10). 

bbc Cid1 cbc 

CG14341 Cid6 IntS14 
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GGD4601F 

 

 
GGD4604R 

 

 
GGD4601F 

 

 
GGD4602R 

 

 
GGD4104R 

 

 
GGD4602R 

Figura10. Esquema ilustrativo da região de anelamento dos primers em CG14341, Cid6 e IntS14. 
 
 

Após o resultado positivo da amplificação em D. stalkeri (Figura 11), o produto de PCR 

foi clonado e sequenciado, confirmando a presença de Cid6 nesta espécie. 
 

Figura 11. Resultado da amplificação entre os genes flanqueadores de Cid6 em D. stalkeri e D. starmeri, 
usando como controles positivos D. buzzatii e D. mojavensis. A. Do gene CG14341 até CiD. B. Do gene Cid 
até o gene IntS14. C. Do gene CG14341 até o gene IntS14. 

Não houve amplificação de Cid6 em D. starmeri (Figura 11). Regiões intergênicas 

podem sofrer inserções e expansão de material genético, o que, nesse caso, poderia ter 

interferido na eficiência da amplificação por PCR. Portanto, foram utilizados os primers 

GGD5601F e GGD5602R (Tabela 1), que anelam internamente no gene Cid6, para verificar 

a presença ou ausência de Cid6 em D. starmeri (Figura 12). 
 

 

Figura 12. Esquema ilustrativo da região de anelamento dos primers internos de Cid6. 

CG14341 Cid6 IntS14 

 GGD5601F 

 GGD5602R 

 

CG14341 Cid6 IntS14 
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O resultado da PCR (Figura 13) indica a presença do parálogo Cid6 em D. starmeri, 

representante utilizada no presente trabalho do cluster martensis. 
 

 
Figura 13. Resultado da amplificação do gene Cid6 em D. starmeri, usando como controle positivo Cid6 de D. 

buzzatii. 

 
 
 

Em resumo, os resultados obtidos mostram a presença de Cid6 em D. stalkeri e muito 

provavelmente em D. starmeri, sugerindo assim, que a duplicação Cid1-Cid6 já existia no 

ancestral comum do complexo buzzatii. 

4.2 Isolamento de parálogos de Cid em espécies do grupo repleta. 
 

Com a descoberta de que a duplicação Cid1-Cid6 já estava presente no ancestral do 

complexo buzzatii, o próximo passo foi isolar e caracterizar os parálogos presentes nas 

espécies dos cluster mojavensis e do complexo buzzatii. 

Para isolamento do parálogo Cid1 foram utilizados os primers mojC5CidF e 

mojC5CidR (Tabela1) (Figura 9). Como esperado, o gene Cid1 foi amplificado apenas em D. 

mojavensis. Não foram observados produtos de PCR para Cid1 em nenhuma das espécies 

do complexo buzzatii analisadas (D. stalkeri, D. starmeri, D. buzzatii, D. koepferae, D. gouveai, 

D. seriema e D. serido), indicando que Cid1 já deve ter sofrido degeneração na espécie 

ancestral do complexo buzzatii e sua função transferida para a nova cópia Cid6. 

Já para o isolamento do gene Cid6 em D. mojavensis, D. buzzatii, D. koepferae, D. 

gouveai, D. seriema e D. serido foram utilizados os primers GGD1601F e GGD1602R (Tabela 
1)  (Figura  9).  Como  esperado,  D.  mojavensis  foi  a  única  espécie  em  que  não houve 



 

31 
 

 

amplificação de Cid6. Para D. stalkeri e D. starmeri o processo de isolamento dos parálogos 

Cid1-Cid6 foi descrito no tópico 4.1. 
 

Para a amplificação do parálogo Cid5 foram utilizados os primers GGD1501F e 

GGD1502R (Tabela 1) (Figura 14). Com exceção de D. stalkeri, todas as outras espécies (D. 

mojavenis, D. starmeri, D. buzzatii, D. koepferae, D. gouveai, D. seriema e D. serido) tiveram 

o gene Cid5 amplificado por PCR. Com o objetivo de verificar a presença de Cid5 em D. 

stalkeri, realizamos uma nova PCR com primers internos (GGD5501F e GGD5502R) do gene 

Cid5 (Tabela 1, Figura 14), que resultou em amplificação de produto com tamanho esperado, 

confirmando a presença do parálogo Cid5 nesta espécie (Figura 15). 
 
 

 

 
 

 
GGD1501F 

 

 
GGD1502R 

 
GGD5501F 

 
GGD5102R 

Figura 14. Esquema ilustrativo da região de anelamento dos primers flanqueadores e internos de Cid5. 
 
 

Os resultados das PCRs e os primers utilizados para isolamento dos parálogos Cid1, 

Cid6 e Cid5 em D. mojavensis, D. stalkeri, D. starmeri, D. buzzatii, D. koepferae, D. gouveai, 

D. seriema e D. serido estão sumarizados na Tabela 3 e a Figura 16 mostra a presença dos 

parálogos Cid1, Cid6 e Cid5 no contexto da filogenia das espécies estudadas. 

Kr Cid5 CG6907 
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Figura 15. Resultado da amplificação dos gene Cid5 em D. stalkeri, usando como controle positivo Cid5 de D. 

buzzatii. 

Tabela 3. Espécies do grupo repleta, primers usados para isolar Cid1, Cid6 e Cid5 e presença ou 
ausência do parálogo 
 Gene  

Cluster Espécie Cid1 Cid6 Cid5 
  

 
 

mojavensis 

D. 
mojavensis 

P A P 

Primers mojC5CidF e 
mojC5CidR 

GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 
GGD1502R 

D. arizonae P A P 
Primers * * * 

D. navojoa P A P 
Primers * * * 

  

martensis D. starmeri A P  
Primers mojC5CidF e 

mojC5CidR 
GGD5601FF e 

GGD5602R 
GGD1501F e 
GGD1502R 

  

 
stalkeri 

D. stalkeri A P P 
Primers mojC5CidF e 

mojC5CidR 
GGD4104R, GGD4601F, 

GGD4602R e 
GGD4604R 

GGD5501F e 
GGD5502R 

  

 
 
 
 
 
 

buzzatii 

D. buzzatii A P P 
Primers mojC5CidF e 

mojC5CidR 
GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 

GGD1502R 
D. seriema A P P 

Primers mojC5CidF e 
mojC5CidR 

GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 
GGD1502R 

D. koepferae A P P 
Primers mojC5CidF e 

mojC5CidR 
GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 

GGD1502R 
D. gouveai A P P 

Primers mojC5CidF e 
mojC5CidR 

GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 
GGD1502R 

D. serido A P P 
Primers mojC5CidF e 

mojC5CidR 
GGD1601F e GGD1602R GGD1501F e 

GGD1502R 
A: Ausência de amplificação 
P: Presença de amplificação 
* : Publicado em Teixeira et al., 2018 
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Figura 16. Representação dos parálogos de Cid no grupo repleta. A. cluster mojavensis. B. complexo buzzatii. 
 
 
 
 
 
 

4.3 Alinhamento e caracterização de parálogos de Cid em espécies do grupo 
repleta. 

De posse das novas sequências de Cid1, Cid6 e Cid5, realizamos um alinhamento 

destas sequências com as previamente descritas por Teixeira et al.,(2018). Desta forma, foi 

possível verificar a presença de todos os principais domínios de Cid (Figura 17), destacando 

os dois domínios, a calda N-terminal (NTT) e a Histone Fold Domain (HFD) com suas 

principais regiões, αN, α-hélice 1, α-hélice 2, α-hélice 3, loop1 e loop2. A Tabela 4 sumariza 

as principais características dos parálogos Cid1, Cid6 e Cid5 em relação ao tamanho em pb 

e os aminoácidos mais abundantes nas espécies estudadas. 
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Tabela 4. Principais características dos parálogos Cid1-Cid6 e Cid5 em relação ao tamanho em pb, composição 

nucleotídica e de aminoácidos mais abundantes. 

Espécie Tamanho em pb 
 Cid1/Cid6 Cid5 
 Gene NTT HFD Aminoácidos 

mais 
abundantes 

Gene NTT HFD Aminoácidos 
mais 

abundantes 
         

D. buzzatii** 687 387 300 Thr, Arg 660 354 306 Pro, Arg, 
D. koepferae 690 390 300 Thr, Arg 639 333 306 Arg, Pro 
D. seriema** 693 393 300 Thr, Arg 627 321 306 Arg, Pro 
D. serido 693 393 300 Thr, Arg 639 333 306 Arg, Pro 
D. gouveai * * * * 627 321 306 Arg, Pro 
D. starmeri * * * * 621 312 309 Arg, Pro 
D. stalkeri 690 390 300 Thr, Arg * * * * 
D. mojavensis** 624* 324 300 Leu, Thr 645 339 306 Arg, Pro 
D. arizonae** 624* 324 300 Leu, Arg 645 339 306 Arg, Leu 
D. navojoa** 618* 318 300 Ser, Arg 657 351 306 Glu, Arg 
Media 665 365 300 Thr, Ser 640 334 306 Arg, Pro 

* Produto de PCR não foi sequenciado ou caracterizado, sugerindo apenas a presença do gene. 
** Dados previamente publicados. 

 
 
 

Modificações que acontecem em resíduos de aminoácidos influenciam nas 

propriedades químicas das proteínas e suas funções biológicas (Clarke e Tamanoi, 2006; 

Bedford e Clark, 2009). Arginina, por exemplo, em complexos envolvendo a interação 

proteína-DNA é um sítio doador de elétron para o grupo fosfato, onde uma metilação nesse 

resíduo não apenas modifica a forma da proteína como essa capacidade doadora, inibindo, 

por exemplo, interações com outras proteínas (Luscombe, et al., 2001; Bedford et al., 2000). 

Em proteínas Tau, associadas com doenças neurodegenerativas, as regiões ricas em prolina 

vem sendo estudadas como um potencial sítio de ligação de tubulinas e microtúbulos 

(McKebben e Rhoades, 2019). Kursel e Malik (2017) descreveram na Cid5 do grupo repleta 

uma região rica em prolina, sendo assim, futuros estudos relacionando as regiões da proteína 

ricas em determinados aminoácidos podem ajudar a elucidar a função e interação com outras 

proteínas, como a CenH3 na interação com o DNA centromérico e na interação com outras 

proteínas na formação do cinetócoro. 

Na região NTT de Cid1 e Cid6 (Figura 18) é possível observar um indel de 

aproximadamente 42 nucleotídeos do cluster D. mojavensis em relação a D. buzzatii. Esta 

região, que compreende aproximadamente 16 aminoácidos, está presente em Drosophila 

virilis (grupo virilis) (Kursel e Malik, 2017) (Figura 18C), apontando que houve um evento de 

deleção dessa região no cluster D. mojavensis. Além disso, outros trabalhos já apontam que 

a diferença observada na NTT da CenH3 entre as espécies pode estar relacionada com a 

função biológica das proteínas, como por exemplo, reconhecer e recrutar outras proteínas 

para a formação do cinetócoro (Malik e Henikoff, 2001 ; Kursel e Malik, 2017). 
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Já a região HFD das espécies do cluster D. mojavensis e do complexo D. buzzatii 

apresenta uma maior uniformidade quando alinhada (Figura 19). Estudos iniciais com 

proteínas centroméricas já demonstravam a conservação do domínio HFD entre a histona 

centromérica entre as espécies e da histona centromérica com a histona canônica H3de 

diferentes espécies (Malik e Henikoff, 2000, Kursel e Malik, 2017; Teixeira et al., 2018). A 

região HDF parece manter sua conservação devido sua importância na interação com outras 

proteínas centroméricas assim como na relação com o DNA centromérico. Um estudo recente 

demonstra que a região CATD (Cenp-A Target Domain), que ocupa maior parte da HFD (da 

αN até α-hélice 2 em humanos e da αN até a α-hélice 3 em Drosophila), seria essencial na 

interação da CenH3 com Cenp-C e Cal1para a localização centromérica e formação do 

cinetócoro (Roure et al., 2019). 

Usamos o método de SlidingWindow, implementado no DnaSP v.6.12.03 (Rozaset al., 

2017), para analisar a variabilidade nucleotídica entre os dos parálogos Cid1/Cid6 e Cid5. Nos 

parálogos Cid1, Cid6 e Cid5 o domínio NTT é altamente variável, enquanto no domínio HFD 

os picos de maior variação nucleotídica correspondem com a região loop1 (Figura 20). Esses 

dados estão de acordo com outros trabalhos que já relataram a alta variação da NTT em 

relação a HFD entre os parálogos de CenH3 e na região do Loop 1 (Malik e Henikoff, 2001; 

Kursel e Malik, 2017; Teixeira et al., 2018). 
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Figura 17. Alinhamento e caracterização dos parálogos Cid1-Cid6 e Cid5. (A) Cid1 e Cid6 (B) Cid5. 
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Figura 18. Alinhamento e caracterização do domínio NTT dos parálogos Cid1-Cid6 e Cid5. (A) Cid1 e Cid6 (B) Cid5 (C) Parte do alinhamento de nucleotídeos do domínio NTT entre D.mojavensis, 
D.buuzzatii e D.virilis. 

C 
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Figura 19. Alinhamento e caracterização do domínio HFD dos parálogos Cid1-Cid6 e Cid5. (A) Cid1 e Cid6 (B) Cid5. 
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Figura 20. Variação nucleotídica. Sliding Window [Window length = 50nt – Step size = 1nt]. Área cinza escuro 

corresponde ao domínio NTT e área cinza claro corresponde ao domínio HFD. A área tracejada corresponde a 

região do Loop1Média da diversidade nucleotídica está representada pela linha vermelha enquanto a diversidade 

média ± SD está representado pelas linhas tracejadas. A. Cid1-Cid6 B. Cid5. 

B 
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4.4 Inferência filogenética 

 
Devido à alta divergência encontrada na NTT de Cid, árvores filogenéticas foram 

construídas com a região gênica correspondente a HFD usando os métodos de Máxima 

Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB). As árvores filogenéticas de MV 

apresentaram topologia semelhante à encontrada em trabalhos realizados com outros 

marcadores nas espécies desse estudo (Figura 21), onde as espécies do cluster mojavensis 

aparecem em um clado a parte do complexo buzzatii e mantendo D. stalkeri e D. starmeri 

como espécies próximas do cluster D. buzzatii (Ruiz e Wasserman, 1993; Franco et al., 2010; 

Kuhn e Sene, 2005; Ferreira, 2011). Já nas arvores geradas por IB (Figura 22) o resultado foi 

semelhante para as árvores MV, com exceção do posicionamento de D. stalkeri em relação 

as outras espécies do complexo buzzatii, colocando-a próximo de D. koepferae. Isso mostra 

a importância de se ter mais marcadores moleculares para definir relações filogenéticas, 

principalmente tratando-se de espécies próximas. Sendo assim, Cid6 e Cid5 mostraram-se 

como bons marcadores taxonômicos e filogenéticos para o grupo repleta, indicando que o 

gene CenH3 também pode ser útil como marcador filogenético em outras espécies de 

eucariotos. 

40 



 

34 
 

 

 

 
 
 
 

 
Figura 21. Árvore filogenética de Máxima Verossimilhança para os parálogos de Cid no grupo repleta. O suporte 

de bootstrap é mostrado em cada nó. A escala representa o número de substituições de nucleotídeo por sítio. (A) 

Cid1-Cid6 (B) Cid5. 
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Figura 22. Árvore filogenética de com Inferência Bayesiana para os parálogos de Cid no grupo repleta. (A) Cid1- 

Cid6 (B) Cid5. 

A 

B 
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4.5 Teste de seleção positiva nos parálogos de Cid5 e Cid6 
 

Para o teste MK (McDonald e Kreitman,1991) foram utilizadas quatro populações de 

D. buzzatii (St-01, J-19, Bu28 e SC) e duas populações de D. seriema (D73C3 e SC). Árvores 

filogenéticas de MV contendo sequencias de Cid6 e Cid5 foram construídas para validação 

molecular do status taxonômico das populações amostradas (Figura 23). 
 
 

 
 
 

 
 

Figura 23. Árvores filogenética de Máxima Verossimilhança para os parálogos de Cid das populações de D. 

buzzatii e D. seriema. O suporte de bootstrap é mostrado em cada nó. A escala representa o número de 

substituições de nucleotídeo por sítio. (A) Cid1-Cid6 (B) Cid5. 
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O resultado do teste MK não aponta seleção positiva para nenhuma das regiões 

analisadas (full lenght, NTT, HFD e Loop1), uma vez que a razão dN/dS é estatisticamente 

menor que a razão pN/pS e p > que 0.05 (Tabela 5). Porém, o número amostral utilizado das 

populações de D. buzzatii e D. seriema pode ter mascarado um possível sítio sob seleção 

positiva, uma vez que uma substituição fixa pode acabar sendo considerada um polimorfismo 

se o número amostral aumentar significativamente (Graur e Li, 1999). 

 
 

Tabela 5. Resultado do teste MK* com Neutrality index e p-value*. 
 

Gene Cluster Região #Codons Nao 
Sin. 
fixa. 

Sin. 
fixa 

Nao 
Sin. 
Pol 

Sin. 
Pol 

Razão Neutrality 
Index 

p-value 

 

 
 

Cid6 

 
 

buzzatii 

Full 
length 

228 23 15 4 9 23:15:4:9 0.290 0.106 

NTT 129 15 12 4 6 15:12:4:6 0.533 0.475 
HFD 99 8 3 0 3 8:3:0:3 0.000 0.054 

Loop1 10 2 1 0 0 2:2:0:0 - - 
 

 
 

Cid5 

 
 

buzzatii 

Full 
length 

208 22 15 7 12 22:15:7:12 0.398 0.158 

NTT 107 18 10 6 6 18:10:6:6 0.556 0.489 
HFD 101 4 5 1 6 4:5:1:6 0.208 0.307 

Loop1 12 0 3 0 2 0:3:0:2 0.000 0.100 
*Estatisticamente significante quando p< 0.05 

 
 
 

Para teste de seleção positiva envolvendo todas as espécies do grupo repleta 

presentes nesse estudo, foi utilizado o algoritmo CODEML implementado no EasyCodeML. O 

resultado aponta seleção positiva na região NTT de Cid5, no resíduo glutamina na posição 78 

(78Q) (Figura 24), com probabilidade posterior > 95% (Tabela 6). Seleção positiva para a 

região NTT em Cid5 foi descrita por Teixeira (2016) e em Cid3 por Kursel e Malik (2017). 
 
 
 

 
Figura 24. Esquema representando a proteína Cid5 mostrando o sítio que está evoluindo sob seleção positiva 

identificado pela análise BEB – probabilidade posterior > 0.95. (Adaptado de Kursel e Malik, 2017) 
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Sendo o gene Cid5 expresso nos testículos de Drosophila (Kursel e Malik, 2017; 

Teixeira et al., 2018), este resultado de seleção positiva reforça a ideia de que este parálogo 

seria um candidato a gene supressor do impulso centromérico em células germinativas dos 

machos. De fato, experimentos recentes conduzidos por Kursel e Malik (2018), além de 

demonstrarem que a depleção de Cid5 resulta em esterilidade no macho ou efeito letal de 

origem paterna, ainda sugerem que as diferenças presentes na NTT dos parálogos Cid1 e 

Cid5 podem estar relacionadas com interações proteicas distintas e especificidades celulares 

na formação do cinetócoro, sustentando a hipótese de função especifica de Cid5 como 

supressor do impulso centromérico nos machos. 

 
 
Tabela 6. Parâmetros estimados para teste de seleção positiva usando o algoritmo CODEML 

 
 

 EasyCodeML 

− 2Δl 

M1a 

vs 

M2a 

LRT p- 

value 

− 2Δl 

M7 vs 

M8** 

LRT p- 

value 

− 2Δl 

M8a 

vs M8 

LRT p- 

value 

 
 
 

Parâmetros estimados para M8 

 
 

Sitio 

positivo* 

 Gene  p0 p q p1 ω  
Grupo 

repleta 

Cid6 1.00 0.6899 0.5228 0.89054 0.18863 0.72129 0.10946 1.48205 - 

Cid5 0.1517 0.1065 0.043 0.98769 0.19510 0.41259 0.01231 5.47813 78 Q 

(0.964) 
* Probabilidade Posterior > 0.95 e ω > 1. 
** Graus de Liberdade =2 para comparações M7/8. 

 
 

Kursel e Malik (2017) também detectaram seleção positiva na região loop1 do parálogo 

Cid4, que Rosin e Mellone (2016, 2017) demonstraram estar envolvida na interação da CenH3 

com a chaperona Cal1. Porém, nenhum resultado significativo de seleção positiva foi 

encontrado no presente trabalho para a região loop1 de Cid6 ou Cid5. Análises envolvendo 

mais espécies e populações podem ajudar a elucidar as pressões seletivas que ocorrem nesta 

região que apresentam maior diversidade nucleotídica. 
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Conclusões 
 
Em relação aos nossos objetivos: 

 
• Determinar a origem filogenética da duplicação Cid1-Cid6, através da 

investigação destes parálogos em D. stalkeri (cluster stalkeri) e D. starmeri 
(cluster martensis), espécies do complexo buzzatii que constituem grupos 
externos ao cluster buzzatii. 
O presente estudo mostrou que o parálogo Cid6 já se encontrava presente no ancestral 

comum do complexo buzzatii. Desta forma, não conseguimos determinar a origem filogenética 

precisa da duplicação Cid1-Cid6. Para este fim, novas espécies deverão ser estudadas, 

pertencentes à clados que se situam entre o cluster mojavensis e o complexo buzzatii. 

• Investigar se existem espécies no complexo buzzatii contendo ambos parálogos 
Cid1 e Cid6 funcionais (ao contrário da situação presente em D. buzzatii e D. 
seriema, onde Cid1 se degenerou) e em caso afirmativo, caracterizá-los. 
Não conseguimos isolar Cid1 de nenhuma espécie do complexo buzzatii estudada. Em 

contraste, encontramos Cid6 em todas as espécies deste complexo. Este resultado significa 

que na espécie ancestral do complexo buzzatii, o gene Cid1 já sofrera degeneração, tendo o 

parálogo Cid6 retido a função original de Cid1. 

• Isolamento e caracterização de parálogos de Cid em espécies do grupo repleta. 
Caracterizamos os parálogos Cid1, Cid6 e Cid5 nas espécies do grupo repleta. Na 

análise  das sequências de nucleotídeos, não encontramos nenhum indício de 

degeneração/pseudogenização, com exceção de Cid1 no complexo buzzatii. Caracterizamos 

os domínios NTT e HFD (com suas regiões αN e as tres α-hélices separadas por dois loops) 

destes parálogos e encontramos uma maior variação nucleotídica em NTT em relação a HFD 

(com exceção da região Loop1), resultado que está de acordo com outros trabalhos realizados 

anteriormente. 

Nossos resultados, portanto, indicam que nas espécies do grupo repleta existem dois 

parálogos de Cid atuando em função centromérica, Cid1 com Cid5 ou Cid6 com Cid5. Resta, 

portanto, investigar em detalhes como estes parálogos atuam em função centromérica de 

machos e fêmeas (haja vista que Cid5 possui expressão exclusiva em machos) e qual é o 

papel das regiões NTT e HFD neste processo. 

 
• Testar se existe seleção positiva atuando nos parálogos de Cid1, Cid5 e Cid 6 

nas espécies do grupo repleta. 
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Os resultados com CODEML indicaram que o parálogo Cid5 no grupo repleta evolui 

sob seleção positiva, reforçado a ideia de que Cid5 atua como supressor do impulso 

centromérico nos machos, uma hipótese previamente sugerida por Kursel e Malik (2017) e 

Teixeira e cols. (2018). Esta seleção positiva foi detectada especificamente em um resíduo de 

aminoacido da região NTT. Sabe-se que a região NTT de CenH3 está em contato intensivo 

com o DNA da cromatina centromérica e seleção positiva nesta região também foi detectada 

em vários organismos (Finseth et al. 2015). Portanto, os dados sugerem que a região NTT 

pode desempenhar um papel importante na co-evolução de CenH3 com o DNA centromérico. 

 
 

Adicionalmente, o presente trabalho mostrou que os parálogos de Cid corretamente 

inferiram as relações filogenéticas entre as espécies do grupo repleta, estabelecidas com o 

uso de outros marcadores genéticos. É possível que o gene CenH3 possa também ser um 

ótimo marcador filogenético em outras espécies de eucariotos. 
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