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APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Ajustes distintos da coevolugdo
antagbnica entre sexos podem resultar em
diferenciacdo interpopulacional e especiacao.
Existe uma lacuna muito grande de dados
reprodutivos sobre espécies de Drosophila
que ocorrem nas matas brasileiras, onde, na
maioria das vezes, barreiras geogréficas ndo se
distinguem. O objetivo deste trabalho foi realizar
a analise de caracteristicas reprodutivas de duas
espécies de Drosophila, D. maculifrons e D.
mediostriata, provenientes de duas populacdes
simpatricas (PMA e SSF) de fragmentos de
mata da regido Neotropical, as quais nao
foram estudadas quanto a aspectos da biologia
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reprodutiva até o momento. Foram analisados o tamanho do testiculo (TT), duracdo da
copula (DC), numero de espermatozoides armazenados pelas fémeas por copula (EA), de
progénie produzida pelas fémeas por cépula (P/F), e a produtividade de cruzamentos intra
e interpopulacionais (P/C). TT e EA em D. maculifrons foram significativamente maiores
que em D. mediostriata. Também houve diferenca interpopulacional significativa para EA,
sendo maior em SSF para ambas espécies, e para DC, também maior em SSF para D.
maculifrons e em PMA para D. mediostriata. No entanto, diferencas em EA e DC entre
populacdes das duas espécies nao resultou em diferengas na produtividade dos cruzamentos
interpopulacionais em relagéo aos intrapopulacionais. Nao houve diferenga interespecifica
significativa para P/C. Estes resultados indicam uma relagdo mais evidente entre maior
testiculo com maior nimero de espermatozoides armazenados em D. maculifrons do que
em D. mediostriata. No entanto, esta superioridade em D. maculifrons nao refletiu em maior
namero de progénie/cépula que em D. mediostriata, e o ajuste populacional diferencial no
armazenamento de espermatozoides e duracdo da copula néo resultaram em cruzamentos
improdutivos, sugerindo que o nivel das diferencas interpopulacionais nos mecanismos pré-
zigoéticos analisados nédo tiveram consequéncias nos parametros pos-zigoéticos, apesar de
algumas diferencas interpopulacionais significativas na produtividade de D. mediostriata, que
séo destacadas neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Conflito sexual, espermatozoide, produtividade, testiculo.

REPRODUCTIVE PARAMETERS IN NEOTROPICAL SPECIES OF Drosophila
(DIPTERA; DROSOPHILIDAE)

ABSTRACT: Different adjustments of antagonistic coevolution between sexes can result in
interpopulation differentiation and speciation. There is a very large lack of reproductive data on
Drosophila species that occur in Brazilian forests, where, in most cases, geographic barriers
are not distinguishable. The aim of this work was to analyze reproductive characteristics of
two Drosophila species, D. maculifrons and D. mediostriata, from two sympatric populations
(PMA and SSF) from forest fragments in the Neotropical region, which were studied about
aspects of reproductive biology to date. Testis size (TT), duration of copulation (DC), number
of sperm stored by females per copulation (EA), progeny produced by females per copulation
(P/F), and productivity of intra- and interpopulation crosses were analyzed. (P/C). TT and EA
in D. maculifrons were significantly higher than in D. mediostriata. There was also a significant
interpopulation difference for EA, being higher in SSF for both species, and for DC, also
higher in SSF for D. maculifrons and in PMA for D. mediostriata. However, differences in EA
and DC between the populations of both species did not result in differences in the productivity
of interpopulation crosses compared to intrapopulation crosses. There was no significant
interspecific difference for P/C. These results indicate a more evident relationship between
larger testis and larger number of sperm stored in D. maculifrons than in D. mediostriata.
However, this superiority in D. maculifrons did not reflect a greater number of progeny/
copulation than in D. mediostriata, and the differential population adjustment in sperm storage
and copulation duration did not result in unproductive crosses, suggesting that the level of
interpopulation differences in the prezygotic mechanisms analyzed had no consequences on
postzygotic parameters, despite some significant interpopulation differences in productivity for
D. mediostriata, which are pointed out in this work.
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KEYWORDS: Sexual conflict, sperm, productivity, testis.

11 INTRODUGCAO

Os espécimes de Drosophila da familia Drosophilidae (Diptera; Insecta) sao
organismos saprofitas relevantes nas cadeias alimentares, alimentando-se, geralmente,
de leveduras, que se desenvolvem em tecidos vegetais em decomposicdo. A utilizacéo
eficiente dos alimentos e a exploragdo de novos ambientes, inclusive os alterados por acao
antropica (RAFAEL; VELA, 2003), explicam o sucesso do género e a sua ampla distribuicdo
(THROCKMORTON, 1975). As moscas deste género apresentam sensibilidade a alteragdes
ambientais, como temperatura e umidade, podendo modificar caracteres que influenciam
a taxa de aumento e sobrevivéncia da populagdo como fertilidade, viabilidade, tempo de
desenvolvimento, e resisténcia dessecacao (SENE et al., 1980; TIDON-SKLORZ; SENE,
1992; BALANYA et al., 2006; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006; MATEUS et al., 2019).

As espécies representantes dos grupos irmaos guaramunu (ROBE; LORETO;
VALENTE, 2010; ROBE; VALENTE; LORETO, 2010) e tripunctata (THROCKMORTON,
1975), Drosophila maculifrons e D. mediostriata, respectivamente, sdo objeto deste
trabalho. Estas espécies sdo generalistas e endémicas da regido Neotropical, abundantes
especialmente nas areas de mata do sul do Brasil (DOBZHANSKY; PAVAN, 1950; SALZANO,
1955; KLACZKO, 2006; TIDON, 2006; SCHMITZ; HOFMANN; VALENTE, 2010; CAVASINI
et al.,, 2014; OLIVEIRA et al. 2016), nunca foram estudadas quanto as caracteristicas
reprodutivas que podem estar sob acdo de selegcdo sexualmente antagdnica, cujo “ajuste”
as condi¢cbes ambientais de uma populagdo pode resultar, ao longo do tempo evolutivo,
na génese de novas espécies (MARKOW, 1996; KNOWLES; MARKOW, 2001), processo
chamado de especiacéo.

A coevolucdo antagdnica entre os sexos pode ser definida como a manipulagéo de
caracteristicas reprodutivas da fémea pelo macho para aumentar seu sucesso reprodutivo,
que é seguida pela evolugdo da resisténcia da fémea a essa coergdo (MOORE; PIZZARI,
2005). Este conflito sexual pode desempenhar um papel chave na evolugéo dos sistemas
de acasalamento e de muitas caracteristicas reprodutivas (ARNQVIST; NILSSON, 2000),
desta maneira a analise integrada de diferentes caracteres reprodutivos, assim como a
historia evolutiva da espécie, é essencial para a compreenséo da evolug¢do dos sistemas
reprodutivos. Os machos e as fémeas sdo agentes atuantes na evolugdo dos caracteres
reprodutivos, e a dindmica e consequéncias dessas atividades apenas comecaram a ser
compreendidas em insetos: os machos apresentam diferentes caracteristicas do esperma
que asseguram a paternidade, e as fémeas influenciam a competi¢cdo de esperma e dirigem
a evolucao destes caracteres (SNOOK; BACIGALUPE; MOORE, 2005).

Algumas caracteristicas da morfologia do aparelho reprodutivo do macho podem
desempenhar um papel na selecdo sexual pés-cépula (SNOOK; BACIGALUPE; MOORE,

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 15 m



2005). A morfologia dos 6rgaos reprodutores e de armazenamento de espermatozoides, e
0 processo de transferéncia e armazenamento de espermatozoides mostram uma extensa
variacdo no género Drosophila. O aparelho reprodutivo da fémea também pode atuar na
competicdo pela fertilizacdo: receptaculos seminais mais longos favorecem espermas
mais longos, os quais podem deslocar os gametas anteriores e aumentar a velocidade de
reacasalamento (MILLER; PITNICK, 2002; LUPOLD et al., 2016).

O tamanho do testiculo também apresenta grande variacéo entre os machos de
espécies de Drosophila (MARKOW, 1996, PITNICK; MARKOW, 1994a; PITNICK, 1996)
e, em algumas espécies, parece estar positivamente relacionado com o tamanho do
espermatozoide, ao invés do numero de espermatozoides produzidos (PITNICK, 1996),
0 que pode levar a um maior periodo para a maturagdo sexual do macho, devido ao
investimento relativamente maior na formacgéo do tecido testicular (PITNICK; MARKOW,
1994a), e a grande variagdo no nimero de espermatozoides transferidos, quanto maior
0 espermatozoide menor a quantidade transferida, para os érgaos de armazenamento da
fémea (de 25.000 em D. obscura a 44 em D. pachea) (MARKOW, 1996). Em espécies
de Drosophila com maior tamanho corporal os machos investem proporcionalmente mais
energia nos testiculos do que os machos de espécies menores, e a variagao interespecifica
na producdo de gametas também é muito maior no macho do que nas fémeas.

O padrdo mencionado anteriormente em Drosophila de quanto maior o tamanho
menor 0 nUmero de espermatozoides transferidos para as fémeas, também tem relagdo com
menor a progénie, em comparagao com espécies que produzem espermatozoides menores
(GILBERT, 1981; MARKOW, 1985; PITNICK, 1991; BRESSAC; FLEURY; LACHAISE, 1994;
PITNICK; MARKOW, 1994a,b; SNOOK; MARKOW; KARR, 1994; PITNICK, 1996). Esta
relacdo poderia trazer a falsa constatacdo de que 0s espermatozoides menores seriam
mais eficientes na produgéo de zigotos. No entanto, a taxa de eficiéncia do espermatozoide
transferido por zigoto em D. melanogaster, espécie que produz e transfere milhares
de espermatozoides, é de cerca de 2 espermatozoides por zigoto (GILBERT, 1981),
praticamente a mesma taxa de D. hydei, de 2,2 (PITNICK; MARKOW, 1994b), espécie de
espermatozoides “gigantes” e que produz e transfere um nimero de espermatozoides bem
inferior a D. melanogaster. Assim, o tamanho dos espermatozoides pode ter relagdo com
a quantidade transferida para as fémeas, mas ndo com a sua qualidade na produgéo de
zigotos.

Outro importante carater reprodutivo também sujeito a coevolugdo antagdnica entre
0s sexos € o tempo de duragéo da cépula (MOORE; PIZZARI, 2005), pois para as fémeas,
cbdpulas mais curtas resultariam em mais oportunidades de acasalamento e escolha criptica
dos espermatozoides no seu trato reprodutivo (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES;
MARKOW, 2001); enquanto para os machos, copulas mais longas seriam vantajosas
por impedir que a fémea se reacasale, e assegurar a paternidade da prole (MAZZI et al.,
2009). Os espermatozoides de dois machos armazenados em uma fémea competem para
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fertilizar os 6vulos, esta competicéo, pode resultar no desenvolvimento de mecanismos que
asseguram a paternidade, sendo o aumento da duragéo da cédpula um deles (PITINICK;
MARKOW; SPICER, 1995; MARKOW, 1996).

Em Drosophila melanogaster foi demonstrado que o tempo de copula que
excede o periodo necessario para a transferéncia do esperma tem funcdo de retardar
0 reacasalamento da fémea, ao invés de aumentar a prole descendente deste macho
(GILCHRIST; PARTRIDGE, 2000). Ainda, fatores diferentes da selegdo sexual também
podem interferir no sucesso da copula em Drosophila, por exemplo, a qualidade da dieta
na fase juvenil pode afetar mais fortemente a frequéncia de cépulas nas fémeas do que nos
machos (GRANGETEAU et al., 2018).

Pode haver correlacdo entre o aparato reprodutivo de machos e fémeas e a
qualidade do espermatozoide, por exemplo, em Drosophila melanogaster o tamanho do
espermatozoide, dos testiculos e do receptaculo seminal das fémeas € o mesmo, todos
medem cerca de 2 mm. Nesta espécie, apenas apds 20 minutos da cdpula os érgaos de
armazenamento de espermatozoides nas fémeas (receptaculo seminal e espermatecas)
estdo repletos de espermatozoides, os espermatozoides que permanecem no Utero sao
eliminados com a postura dos ovos (LEFEVRE; JONSSON, 1962). Assim, é esperado que
0s machos saturem a capacidade dos 6rgaos de armazenamento de espermatozoides das
fémeas, ou, no minimo, transfiram uma quantidade superior a requerida pelas fémeas para
fertilizar seus ovos, e reabastecer rapidamente seu suprimento de espermatozoides apos a
copula (PARKER, 1970; TRIVERS, 1972; KNOWLTON; GREENWELL, 1984).

Em resumo, os modelos propostos para explicar a evolugcdo das estratégias
reprodutivas especificas dos sexos consideram um arranjo complexo de coevolugdo das
caracteristicas, que podem afetar a reprodugao, como investimento na produgéo de gametas
e prole (PITINICK; MARKOW, 1994a; LUPOLD; PITNICK, 2018). Apesar da fertilizacéo
competitiva raramente ser independente de influéncia das fémeas, € sugerido que a
quantidade e qualidade do espermatozoide podem operar independentemente (PARKER
et al., 2010), nédo existindo uma dicotomia entre a competicdo de esperma e a escolha
criptica da fémea (EBERHARD, 1996; LUPOLD et al., 2016), e qualquer caracteristica
do espermatozoide determinada pela selecdo pés-copula € tanto intra (competicdo com
espermatozoides de outros machos) como intersexual (escolha da fémea). Assim, a duragéo
da cépula, a fertilizagédo interna e o armazenamento de espermatozoide que ocorrem em
drosoéfilas as tornaram um importante modelo para o estudo de mecanismos de isolamento
reprodutivo pré e pos-zigoticos.

Muitas das pesquisas sobre a biologia reprodutiva citadas acima foram realizadas
com espécies de Drosophila oriundas de areas antropizadas, ou xerofiticas, ou ainda de
areas florestais do Neartico, Paleartico e América Central. Nao existem pesquisas sobre a
biologia reprodutiva de espécies de Drosophila que ocorrem em areas de mata do Brasil.
O objetivo deste trabalho foi analisar alguns caracteres reprodutivos, tamanho do testiculo,
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duragéo da copula, nimero de espermatozoides armazenados na espermateca, nimero
de progénie por copula, e a produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais de
espécies pertencentes a grupos irméos e endémicas de florestas, coletadas em simpatria
no sul do Brasil, Drosophila maculifrons (grupo guaramunu) e D. mediostriata (grupo
tripunctata). Dessa forma, pretende-se contribuir com informacgbes sobre a forca e os alvos
da selecdo sexual em espécies do Neotropico, regido com altas taxas de especiagéo.

21 MATERIAL E METODOS

. Locais de coleta

Para as analises de tamanho do testiculo, duracdo da co6pula, numero de
espermatozoides armazenados na espermateca, e produtividade de cruzamentos massais,
foram utilizadas duas populagbes de Drosphila maculifrons e D. mediostriata, coletadas em
unidades de conservacgéo pertencentes ao municipio de Guarapuava-PR, distantes 46 km
um do outro: Parque Natural Municipal das Araucarias (PMA - 51°27°19” O, 25°23'36” S) e
Parque Municipal Salto Sdo Francisco da Esperanga (SSF - 51°17°'53” O, 25°03’49,1”'S).
Para as anélises de producdo de descendentes por copula, foram utilizados individuos de
D. maculifrons e D. mediostriata apenas da populagdo SSF.

+  Caracteres morfologicos dos testiculos e espermatozoides

Foram removidos os testiculos direito e esquerdo de cinco machos de cada uma das
duas populagdes de Drosophila maculifrons e D. mediostriata, PMA e SSF. Para as medidas
dos testiculos, machos virgens com nove dias de idade foram eterizados e dissecados em
solucéo fisiologica 0,9%, os testiculos estirados foram montados em Iamina, fotografados
em estereomicroscopio Zeiss® (STEMI 2000C), e as medidas do comprimento dos testiculos
foram realizadas utilizando o Programa ImagedJ 1.52a (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM,
2004).

A andlise dos espermatozoides dos testiculos foi realizada em machos virgens com
sete dias de idade. Os testiculos foram removidos e esmagados entre lamina e laminula.
As laminas foram, entdo, congeladas em nitrogénio liquido para a posterior remogéo da
laminula, e fixadas em etanol/acido acético (3:1) durante trés minutos. Em seguida, as
laminas passaram por limpeza em éalcool 70% e agua destilada, para serem coradas com
4,6-diamino-2-phenyndole (DAPI), e fotografadas em microscépio composto (Olympus
BX60): com optica DIC, fluorescéncia e camera colorida Optronics.

+ Duracao da copula

A observacao da copula de Drosophila maculifrons e D. mediostriata na natureza
néo é possivel, devido a ocorréncia de espécies cripticas nas populagcbes PMA e SSF (dos
SANTOS; MACHADO; MATEUS, 2010; CAVASINI et al., 2014), onde os espécimes foram
coletados. Desta maneira, foi realizada tentativa de replicar em laboratério (com moscas
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recém-coletadas) importantes condi¢cdes naturais para a ocorréncia de copula, como a
densidade de moscas e periodo do dia para esta atividade. As anélises para estimativa
do numero de espermatozoides armazenados por copula e da progénie produzida pelas
fémeas por copula (descritas a seguir) revelaram baixa frequéncia de cépula quando
uma fémea virgem com sete dias a nove dias de idade foi colocada com trés machos
virgens com as mesmas idades. Desta maneira, considerando o numero médio de moscas
capturadas por armadilha (dos SANTOS; MACHADO; MATEUS, 2010), e que a atividade
de cdpula segue, geralmente, o ritmo de atividade locomotora em espécies Neotropicais de
Drosophila (PAVAN; DOBZHANSKY; BURLA, 1950; FUJII; KRISHNAN, 2007; dos SANTOS;
MACHADO; MATEUS, 2010), a observacdo da copula foi realizada em cruzamentos
massais com 15 casais entre sete e nove dias de idade, em periodo de trés horas entre as
8h e 11h.
- Estimativas do numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas das
fémeas por copula

Foram realizadas cinco réplicas de cruzamentos com uma fémea e trés machos
virgens com sete a nove dias de idade. Apds alguns minutos do término da copula, as
espermatecas das fémeas foram removidas e esmagadas entre l1&mina e laminula. As
laminas para a contagem dos espermatozoides armazenados nas espermatecas foram
realizadas e analisadas como descrito para a observacao dos espermatozoides no testiculo.

O numero de espermatozoides armazenados foi estimado pela contagem dos
flagelos com o auxilio do Programa Imaged 1.52a (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM,
2004), para individualizar cada espermatozoide e impedir que um mesmo gameta fosse
considerado mais de uma vez. A motilidade dos espermatozoides armazenados também
foi avaliada. Apds copula, foram preparadas lAminas das espermatecas esmagadas entre
lamina e laminula, em solugéo fisioldgica, e observagéo direta em microscopia de luz.

+  Analise do nimero de descendentes produzidos por cépula

Em céamaras de oviposi¢do, foram realizadas cinco réplicas de cruzamentos de
individuos de SSF para cada espécie, contendo uma fémea e trés machos virgens com sete
a nove dias de idade, ap6s o término da copula, os machos foram removidos da camara.
Placas para oviposicéo, contendo agar 0,5% (1,5% de agar; 10% de sacarose; e 0,4% de
Nipagim), foram observadas e substituidas diariamente, até que as fémeas deixassem de
postar ovos por ao menos dois dias consecutivos. De cada placa foi registrado o numero
de ovos produzidos, as larvas de segundo estadio foram transferidas para tubos com meio
de cultura padrdo (banana/agar), e os adultos emergidos foram sexados e contados. A
realizacao deste experimento também possibilitou estimar a viabilidade dos ovos postos
pelas fémeas (porcentagem de ovos que resultaram em larvas, de larvas em adultos, e de
ovos a adultos) de Drosophila maculifrons e D. mediostriata. Para averiguar se as fémeas

destas espécies postam ovos néo fertilizados, 0 mesmo experimento descrito anteriormente
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foi realizado com cinco réplicas de fémeas virgens recém eclodidas a idade em que a
auséncia de ovos atingisse dois dias consecutivos.

+  Produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais

Para Drosophila maculifrons, foram realizados cruzamentos massais em todas as
combinacdes possiveis entre duas isolinhagens de PMA (PMA142 e PMA164) e duas de
SSF (SSF008 e SSF033), totalizando 16 cruzamentos: quatro intracruzamentos (machos
e fémeas da mesma linhagem); quatro cruzamentos interlinhagem e intrapopulacional; e
oito cruzamentos interlinhagem e interpopulacional. Para D. mediostriata, foram realizados
cruzamentos com apenas uma linhagem de cada populacéo, totalizando quatro cruzamentos:
dois intra e dois interpopulacionais (Tabela 1). Os cruzamentos foram mantidas a 20°C+1°C
e fotoperiodo natural.

Cada cruzamento foi realizado em garrafas de 1/4 de L com meio de cultura padrdo
e em triplicatas contendo em cada uma 15 fémeas e 15 machos virgens com sete dias de
idade. Foram realizados trés (para D. maculifrons) e quatro (para D. mediostriata) repiques,
um por semana, e apds uma semana do terceiro/quarto repique, as moscas parentais forma
descartadas. A cada repique foi avaliado o niumero de individuos mortos para a estimativa
do nimero de descendentes por fémeas vivas. Assim, foram estabelecidos quatro grupos
de idades para D. maculifrons: 1° grupo, moscas com 7 a 13 dias; 2° grupo, moscas com
14 a 20 dias; 3° grupo, moscas com 21 a 27 dias; e 4° grupo, moscas com 28 a 34 dias;
e cinco grupos para D. mediostriata: os mesmos quatro de D. maculifrons, mais 5° grupo,
moscas com 35 a 41 dias.

Drosophila maculifrons

QPMA142 ?PMA164 QSSF008 QSSF033
dPMA142  QPMA142x3PMA142 QPMA164xJPMA142 QSSF008xJPMA142  QSSF033xJPMA142
dPMA164  QPMA142x3PMA164 QPMA164x5PMA164 QSSF008xJIPMA164 QSSF033xJPMA164
4SSF008  QPMA142x3SSF008  QPMA164x3SSF008 Q?SSF008xJSSF008 QSSF033x3SSF008
4SSF033  QPMA142x3SSF033  QPMA164x3SSF033  QSSF008x3SSF033  QSSF033x3SSF033

Drosophila mediostriata
PMA QSSF
JPMA QPMAXxJZPMA QSSFx3PMA
JSSF QPMAXJSSF QSSFxJ'SSF

Tabela 1 - Cruzamentos realizados entre linhagens de duas popula¢des de Drosophila maculifrons

e D. mediostriata. PMA = Parque Natural Municipal das Araucérias, SSF = Parque Municipal Salto

Séao Francisco da Esperanca. Em negrito cruzamentos intralinhagem; sublinhados os cruzamentos
interlinhagens; os demais s&o cruzamentos interpopulacionais.

A produtividade dos cruzamentos foi definida como o nimero da progénie dos intra
e intercruzamentos. Esta anélise foi realizada por meio da contagem de machos e fémeas
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F1 dos cruzamentos em cada um dos quatro e cinco grupos de idade. As contagens foram
realizadas a cada dois dias, ap6s o inicio da emergéncia dos primeiros adultos, totalizando
quatro contagens em uma semana, para certificar que todos os descendentes do periodo
tenham sido registrados. A comparacgéo da produtividade entre os cruzamentos foi realizada
por meio do numero total de individuos produzidos e também considerando o nimero de
fémeas vivas em cada grupo de idade para producgéo por fémea.

- Analises Estatisticas

Foram estimadas as médias e desvios padrées do tamanho dos testiculos, duragdo
da copula, numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas, nimero de ovos,
larvas e adultos produzidos por copula, da viabilidade, do periodo de desenvolvimento,
e da produtividade no programa Past 3.16. (HAMMER; HARPER; RYAN, 2017). A
homocedasticidade dos dados foi averiguada por meio do teste de Shapiro-Wilks nos dados
brutos, logaritimizados e extraida a raiz quadrada, e, assim, foram aplicados os testes de
significAncia mais adequados para as comparacdes interpopulacionais e interespecificas.
Para os dados que apresentaram distribuicdo normal foi aplicada a andlise de variancia —
One Way ANOVA, e o teste de Kruskal-Wallis nos dados ndo paramétricos. No programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.) foram gerados graficos do nimero de ovos postos ao longo
do periodo de observacao, e do nimero de ovos, larvas e adultos produzidos por copula.

31 RESULTADOS

«  Caracteres morfolégicos dos testiculos e espermatozoides

O aparelho reprodutor dos machos das espécies D. maculifrons e D. mediostriata
€ constituido por glandulas acessorias translicidas, um par de vesiculas seminal e de
testiculos, com coloragdo esbranquicada. O testiculo destas espécies € um tubo fino e
longo, com regides esbranquigadas homogéneas. De sua porgdo apical até a vesicula
seminal, o testiculo apresenta forma espiral com trés ou mais giros. A vesicula seminal
encontra-se no final do testiculo. Dessa forma, a vesicula € caracterizada por estar afastada
por uma regido que se afunila na parte posterior do testiculo, alargando-se novamente ja
como vesicula seminal.

As medidas dos testiculos apresentaram distribuicdo normal ap6s os dados serem
logaritmizados. Nao houve diferencas estatisticas no tamanho entre os testiculos esquerdos
e direito em Drosophila maculifrons (F = 0,1109, p = 0,9525, Tukey para comparacgdes par-a-
par, p>0,05), e em D. mediostriata (F = 0,8991, p = 0,5992, Tukey para comparagdes par-a-
par, p > 0,05). Também nao foram encontradas diferencas significativas interpopulacionais
no tamanho dos testiculos nas duas espécies, no entanto os testiculos dos machos de D.
maculifrons foram significativamente maiores que os de D. mediostriata (F = 5,072, p =
0,0317) (Tabela 2).
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Drosophila mediostriata Drosophila maculifrons

Tamanho Testiculo PMA SSF PMA SSF
Direito 8,370+ 0,637 8,242+ 0,548 8,728+ 1,080 9,023+ 0,814
Esquerdo 8,378+ 0,673 8,272+ 0,487 8,809+ 0,773 8,837+ 0,782
Média da espécie 8,315+ 0,585 8,849 + 0,807

Tabela 2 - Tamanho médio dos testiculos (mm) direitos e esquerdos de popula¢des (PMA e SSF) de
Drosophila mediostriata e D. maculifrons. PMA = Parque Natural Municipal das Araucarias, SSF =
Parque Municipal Salto Sao Francisco da Esperanca.

Os espermatozoides encontrados nos testiculos de Drosophila maculifrons e D.
mediostriata séo longos, delgados e filiformes, organizados em feixes quando imaturos, e
livres quando maduros (Figura 1).

Figura 1 - Espermatozoides corados (DAPI) dos testiculos de Drosophila mediostriata (A) e D.
maculifrons (B).

Fonte: foto tirada por da Silva, L. T. O.

+  Duracao da cépula

A duracdo da copula foi estatisticamente significativa entre as populagdes para
ambas as espécies: DC em PMA foi mais curta (24,45 + 8,7 min) do que em SSF (40,69
+ 16,18 min) para D. maculifrons (F = 11,71, p < 0,01), e mais longa para D. mediostriata
(PMA = 33,84 + 2,83 min, SS = 20,84 +8,02; F = 7,68, p < 0,05).

- Estimativas do numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas das
fémeas por copula

Os espermatozoides encontrados nas espermatecas das fémeas de Drosophila

maculifrons e D. mediostriata apresentaram motilidade, e foram encontrados espacialmente

aglomerados (Figura 2). Houve diferenca interpopulacional significativa no nimero médio de

espermatozoides armazenados tanto para D. maculifrons (PMA: =93 +10,1; SSF: =150,8

+ 30,43, F = 16,25, p = 0,004), como para D. mediostriata (PMA: =63 +8,31; SSF: =78,4
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+ 6,5, F = 10,65, p = 0,0115), com maior armazenamento nas espermatecas das fémeas
provenientes de SSF. As fémeas das duas popula¢des de D. maculifrons armazenaram
significativamente mais espermatozoides nas espermatecas do que D. mediostriata (PMA:
F = 26,32, p = 0,0009; SSF: F = 27,08, p = 0,0008).

Figura 2 - Espermatozoides corados (DAPI) nas espermatecas de Drosophila maculifrons (A) e D.
mediostriata (B).

Fonte: foto tirada por da Silva, L. T. O.

+ Analise do numero de descendentes produzidos por copula

Apenas as fémeas virgens de Drosophila maculifrons pdem ovos nao fertilizados a
partir do 5° até o 17° dia de vida, que ndo se desenvolvem. As fémeas inseminadas por um
unico macho de D. maculifrons e D. mediostriata comecaram a oviposi¢cdo no primeiro dia
poés-copula e terminaram cerca de 21 dias depois. Ao longo deste periodo, 0 nUmero de
ovos postos foi bastante irregular para as duas espécies (Figura 3). Apesar de uma maior
producdo de ovos, larvas e adultos pelas fémeas de D. maculifrons, ndo houve diferenca
significativa entre a progénie das duas espécies, mesmo apés a logaritmizagéo dos dados,
devido ao alto desvio padrao (Ovos: F = 2,376, p = 0,1618; Larvas: F = 1,439, p = 0,2646;
Adultos: F = 1,668, p = 0,2326). Ainda, se considerado que cerca de 21% dos ovos postos
pelas fémeas inseminadas de D. maculifrons (X = 330,6 + 255,79) pode representar ovos
nao fertilizados ()? = 69,4 + 43,37), a auséncia de diferenca estatistica entre o numero de
progénie das duas espécies pode ser confirmada.

A viabilidade de ovos-larvas de Drosophila maculifrons foi estimada em X = 34,08%
+ 17,69 e X = 38,79% =+ 18,6 para D. mediostriata, para larva-adulto de D. maculifrons
X = 57,43% = 10,95, e X = 47,88% = 21,06 para D. mediostriata, como consequéncia a
viabilidade média ovo-adulto foi de X = 20,41% = 12,5 para D. maculifrons, e de X = 19,4%
+ 10,99 para D. mediostriata. Também nao foram encontradas diferengas significativas
interespecificas nas viabilidades médias ovo-larva, larva-adulto e ovo-adulto (F = 0,1679,
F = 0,8091, F = 0,0181, respectivamente, com p > 0,3). Aqui também deve ser destacado
que a viabilidade ovo-adulto de D. maculifrons deve ser ainda inferior aos cerca de 20%
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estimados, pois as fémeas desta espécie postam ovos ndo fecundados.

* Produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais

A comparagdo dos intracruzamentos com o0s cruzamentos interlinhagem
intrapopulacional de Drosophila maculifrons néo resultou em valores significativos de
produtividade de machos e fémeas, e na produtividade total. Assim, as analises estatisticas
foram realizadas agrupando os sexos e 0s cruzamentos nos mesmos dois tipos de D.
mediostriata, intrapopulacional (YPMAXJPMA e (QSSFxJSSF) e interpopulacional
(PPMAXJSSF e QSSFx3PMA).

Figura 3 - Numero médio de ovos (e intervalo de confianga a 95%) produzidos por inseminagéo ao
longo do tempo po6s-copula para fémeas de Drosophila maculifrons (azul) e D. mediostriata (vermelho).

Houve diferenca significativa na mortalidade das fémeas parentais ao longo
das idades entre os cruzamentos de D. maculifrons. Desta maneira, a comparagéo da
produtividade nos quatro grupos de idade foi realizada considerando o nimero médio de
descendentes produzidos por fémea viva em cada periodo. A produtividade foi uniforme
ao longo dos quatro grupos de idades avaliados, apenas em ?SSFxJPMA a produtividade
no 3° grupo de idade foi superior aos demais (F = 11,35; p = 0,0030). Nao houve diferenca
significativa na produtividade total entre os cruzamentos realizados (F = 2,433; p = 0,0776),
demonstrando ndo haver isolamento pds-zigbtico entre as populacdes analisadas, apesar
das diferencgas na duragéo da cOpula entre 0s cruzamentos intra e interpopulacionais.

Para Drosophila mediostriata, também ndo foram observadas diferengas significativas
na proporcéo de descendentes fémeas e machos em todos os cruzamentos realizados. Ja
as comparagdes da produtividade total e por fémea apresentaram o mesmo quadro geral,
desta forma, foram destacadas as analises da produtividade total dos cruzamentos. Quando
agrupando os cruzamentos como intra e interpopulacionais, ndo foi observada diferenca

significativa na produtividade total de descendentes. No entanto, quando os cruzamentos
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foram agrupados em QPMAXJPMA com QPMAXZSSF, e QSSFxJSSF com QSSFxJPMA,
ou seja intra com fémea do cruzamento interpopulacional a mesma do intrapopulacional,
foi observado diferenga significativa, mas no agrupamento reciproco, quando a fémea do
cruzamento interpopulacional foi de populagao diferente do cruzamento intrapopulacional,
ndo foi obtido o mesmo resultado (Tabela 3). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa na produtividade de descendentes ao longo dos cinco grupos de idades dos
cruzamentos realizados, apesar de poder ser destacada uma queda na produtividade dos
4° e 5° grupos de idade nos cruzamentos que envolveram fémeas de PMA.

SQ GL MQ F P
1
Entre os grupos 448,532 1 448,532 0,3012 0,5952
Dentro dos grupos 14890,9 10 1489,09
Total 15339,4 1
2
Entre os grupos 78,1789 1 78,1789 40,18 0,0000
Dentro dos grupos 19,4589 10 1,94589
Total 97,6378 11

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; MQ = média dos quadrados

Tabela 3 - Analise de variancia do total de descendentes produzidos nos cruzamentos intra
e interpopulacionais de Drosophila mediopunctata do municipio de Guarapuava-PR: (1) intra
(PPMAXJPMA e QSSFxJSSF) e interpopulacionais (?PMAXJSSF e QSSFxJPMA); (2) agrupamento
dos cruzamentos QPMAxJPMA com QPMAxXJ3SSF e QSSFxJSSF com QSSFx3PMA. PMA = Parque
Natural Municipal das Araucarias, SSF = Parque Municipal Salto Sdo Francisco da Esperanca.

Os cruzamentos 9SSFxJSSF e QSSFxJPMA apresentaram produtividade
semelhante e foram cerca de seis vezes mais produtivos que os cruzamentos  PMAxJPMA
e PPMAXJZSSF, os quais, por sua vez, também apresentaram produtividade semelhante.
Desta forma, pode ser destacado que a produtividade foi determinada pela fémea envolvida
no cruzamento (Figura 4).
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Figura 4 - Numero médio de descendentes total (+ desvios padrédo) produzidos em cruzamentos intra
e interpopulacionais de Drosophila mediopunctata do municipio de Guarapuava-PR. PMA = Parque
Natural Municipal das Araucarias, SSF = Parque Municipal Salto S&o Francisco da Esperanca.

41 DISCUSSAO

Embora existam evidéncias de que a selecdo intra e intersexual desempenham
papel central na evolucéo dos caracteres reprodutivos e nos sistemas de acasalamentos
de Drosophila, sua importancia em espécies de mata da regido Neotropical nédo estéa clara.
Neste trabalho foram utilizadas espécies de grupos irméos e provenientes de mesmas
populagdes, ou seja, ocorrendo em simpatria em areas da Mata Atlantica brasileira, com o
objetivo de minimizar os efeitos das relagbes filogenéticas e do ambiente nas diferencas
que possivelmente pudessem ser encontradas entre D. maculifrons e D. mediostriata com
relacéo aos caracteres reprodutivos analisados.

Em espécies de Drosophila existe muita variagdo interespecifica no tamanho dos
testiculos, com uma relagao positiva entre o tamanho do testiculo e do espermatozoide,
e negativa entre o tamanho e o numero de espermatozoides transferidos para as fémeas
(MARKOW, 1996), o que pode ocasionar um periodo maior para a maturagéo sexual do
macho, devido ao investimento relativamente elevado na formacéo do tecido testicular
(PITNICK; MARKOW, 1994a).

De acordo com a reviséo de Pitnick (1996), nés propomos a distingdo de quatro
classes de tamanho de testiculo em Drosophila: 1) entre 1 e 7 mm; 2) maior que 7 e menor
que 20 mm; 3) maior que 20 e menor que 30 mm; e 4) maior que 30 mm. Dentre as espécies
analisadas até o momento, apenas D. bifurca apresenta tamanho de testiculo compativel
com a classe 4 (PITNICK; MARKOW; SPICER, 1995). O tamanho médio do testiculo de D.
maculifrons e D. mediostriata enquadra-se na segunda classe, de espécies com tamanho
intermediario de testiculo, nem diminutos, como da primeira classe, nem grandes, como as
espécies que podem produzir espermas “gigantes” (terceira e quarta classes) (PITNICK;
MARKOW, 1994b; PITNICK; MARKOW; SPICER, 1995).

Neste trabalho foi observado que Drosophila maculifrons apresentou maior
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tamanho de testiculo e maior niumero de espermatozoides armazenados pelas fémeas
que D. mediostriata. Ainda, o nUmero de espermatozoides armazenados pelas fémeas nas
espermatecas foi maior na populacdo SSF, a qual também apresentou a maior duracéo
da copula nesta espécie. A competicdo de esperma estqd amplamente associada com
esse aumento no tamanho dos testiculos e no nimero de espermatozoides em diferentes
taxons, insetos (GAGE, 1994), peixes (STOCKLEY et al., 1997), passaros (MOLLER, 1988),
mamiferos (MGLLER, 1989), inclusive humanos (SIMMONS et al., 2004). No entanto, o
maior tempo de copula e armazenamento de espermatozoides nédo resultaram em maior
numero de progénie, sugerindo que essa espécie possa apresentar um limiar energético
para a produgéo de descendentes, o qual é independente do nimero de espermatozoides
disponiveis.

A receptividade da fémea para se reacasalar depende da queda no numero de
espermatozoides armazenados da copula anterior, o retorno da receptividade da fémea pode
ocorrer ap6s a producdo de 90% dos descendentes que seriam esperados de uma unica
copula (GROMKO; NEWPORT; KORTIER, 1984). Por isso, estimar o nUmero de progénie
por cépula é importante no entendimento dos sistemas de acasalamento em Drosophila.
A maioria das espécies de Drosophila apresenta dois 6rgdos para armazenamento
de espermatozoides, o receptaculo seminal (6rgdo primario de armazenamento) e a
espermateca (PITNICK; MARKOW; SPICER, 1999). Neste trabalho foi estimado o nimero
de espermatozoides nas espermatecas das fémeas de D. maculifrons e D. mediostriata
para determinar por quanto tempo esta reserva extra, apds o uso dos espermatozoides do
receptaculo seminal serem utilizados, permitiria a produgéo de zigotos.

O periodo de oviposigédo ap6s a copula foi amplo (cerca de 20 dias), porém bastante
irregular, indicando que o espermatozoide armazenado pode ser utilizado por varios dias.
Pode ser constatado que o nimero médio de espermatozoides na espermateca foi inferior
ao numero de ovos postos. Este resultado confirma que os espermatozoides do receptaculo
seminal séo utilizados primeiro, e que este baixo nimero extra de espermatozoides favorece
0 reacasalamento para a reposi¢éo do estoque, reforcando a competicdo de esperma e
selecéo intersexual, com a escolha criptica da fémea (LUPOLD; PITNICK, 2018).

A viabilidade dos zigotos de Drosophila maculifrons e D. mediostriata foi baixa,
sendo mais afetada na transi¢do ovo-larva do que larva-adulto. Este é um fato que reforca
a importancia da escolha criptica da fémea na sele¢éo dos espermatozoides armazenados
para a formagdo de zigotos viaveis. O niUmero médio de progénie por cépula produzido
para estas espécies esta entre os menores para as espécies em que este carater foi
avaliado, sendo equivalente ao numero estimado para D. hydei, espécie que produz
espermatozoides “gigantes”, que séo transferidos em baixo niumero (cerca de 100/c6pula)
para as fémeas (PITNICK; MARKOW, 1994a; MARKOW, 1996; PITNICK, 1996). Desta
maneira, pode existir relacdo do tamanho do testiculo e/ou da duracdo da copula com o

numero de espermatozoides armazenados pelas fémeas, porém ndo com a qualidade da
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progénie gerada.

A maior duragdo da cdpula e maior numero de espermatozoides que podem ser
armazenados pelas fémeas podem ser uma resposta a competicdo de esperma com outros
machos (selecéo intrassexual). Em algumas espécies de Drosophila a dura¢do da copula
é determinada pela fémea (MAZZI et al., 2009), enquanto em outras pode estar sujeita ao
controle do macho (BACIGALUPE et al., 2007). Além disso, a dura¢ao da copula poderia ser
o resultado da interagdo de ambos os sexos (MARKOW 1981; HIRAI; SASAKI; KIMURA,
1999). A duracéo da cépula de Drosophila maculifrons e D. mediostriata, entre 20 e 40
minutos, esta entre as mais longas observadas até o momento (GRANT, 1883; MARKOW,
1996). Em insetos, este carater depende de processos de coevolugdo sexualmente
antag6nica (PARKER, 1979; HOLLAND; RICE, 1998; MOORE; PIZZARI, 2005), devido aos
“interesses” reprodutivos distintos entre machos e fémeas.

A duracgéo da copula mais curta resulta em oportunidades para reacasalamentos e
escolha criptica da fémea em seu trato reprodutivo (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES;
MARKOW, 2001), enquanto cépulas longas beneficiam os machos porque impedem as
fémeas de se reacasalarem, assegurando a paternidade da prole (CHEN et al., 1988;
ALCOOK, 1994; SCHOEFL; TABORSKY, 2002; CHAPMAN et al., 2003; LIU; KUBLI, 2003;
MAZZI et al. 2009; SKWIERZYNSKA et al. 2018). Contudo, a extensao do periodo de cépula
também poderia ser vantajosa para a fémea, pois o ejaculado dos machos é responsavel
pelo aumento na fecundidade (NEUBAUM; WOLFNER, 1999; SAVALLI; FOX, 1999;
WOLFNER, 2002; XUE; NOLL, 2002; EDVARDSSON; CANAL, 2006; WIGBY et al., 2009).
Recentemente, também foi demonstrado que sob risco de competicdo de esperma, as
proteinas do fluido seminal, ja no trato reprodutivo da fémea, poderiam melhorar a produgéo
de descendentes do ultimo macho competidor, € aumentar o nUmero de espermatozoides
liberados (NGUYEN; MOEHRING, 2018; IWATA et al., 2021).

Entre os caracteres reprodutivos p0Os-zig6ticos, a produtividade, definida aqui
como o numero de descendentes produzidos nos cruzamentos, também pode ser afetada
em cruzamentos interpopulacionais de espécies em divergéncia. Cruzamentos entre
populagdes de uma mesma espécie em processo de diferenciagéo incipiente, e cruzamentos
interespecificos, podem gerar menor produtividade que os cruzamentos intrapopulacionais
e intraespecificos, degeneragao da produtividade da F2, e, ainda, cruzamentos F1xF1 sem
descendentes devido a esterilidade do macho hibrido (MADI-RAVAZZI; BICUDO, 1992;
MADI-RAVAZZI; BICUDO; MANZATO, 1997; MACHADO; CASTRO; MADI-RAVAZZI, 2002;
MACHADO, MADI-RAVAZZI; TADEI, 2006, como exemplos em espécies cactofilas do
neotrdpico).

Apesar das diferengcas observadas quanto aos caracteres reprodutivos pré-
zigbticos entre as popula¢des de Drosophila maculifrons e D. mediopunctata, ndo houve
interferéncia na produtividade dos intercruzamentos. Contudo, algumas diferengas podem
ser destacadas na produtividade dos cruzamentos de D. mediostriata, a populagédo SSF foi
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mais produtiva que PMA e os cruzamentos interpopulacionais apresentaram produtividade
semelhante ao cruzamento intrapopulacional quando a fémea envolvida no cruzamento
interpopulacional pertencia a mesma populacédo do cruzamento intrapopulacional. Assim,
QPMAXxJZSSF apresentou produtividade semelhante ao cruzamento intrapopulacional
QPMAXZPMA, e QSSFxJPMA obteve produtividade similar a Q SSFxJ'SSF.

O postulado de que o conflito sexual na evolugéo de caracteres pré-zigéticos leva ao
isolamento reprodutivo é baseado na evolugao arbitraria, ao acaso, como causa da sele¢ao
sexual dirigindo o isolamento entre populagdes alopatricas (COBB; BURNET; CONNOLLY,
1988; PRICE et al., 2001; TANUJA; RAMACHANDRA; RANGANATH, 2001; COYNE et
al., 2002). Contudo, nem toda variedade de “ajuste” ao conflito sexual é possivel, porque
os machos tém um numero limitado de fémeas para cruzar, e as fémeas sdo capazes
de produzir um numero limitado de descendentes (BATEMAN, 1948), pois os 6vulos sao
um recurso limitante devido ao alto custo energético de sua producdo (ALEXANDER;
SHERMAN, 1977). Deste modo, baseado em experimentos que ndo demonstraram a
correlacé@o entre conflito sexual diferencial e o surgimento de mecanismos de isolamento,
Bacigalupe e colaboradores (2007) propuseram que os custos para os machos e fémeas no
conflito sexual, e também evolugéo paralela, ao invés de arbitraria, das trajetorias evolutivas
das caracteristicas reprodutivas poderiam ser os fatores responsaveis pela auséncia desta
correlagéo.

Pode ser concluido que uma provavel selecéao de caracteres pré-zigbticos, resultado
da competicdo de esperma, pode levar a uma tendéncia de aumento no tamanho dos
testiculos dos machos, o qual é seletivamente vantajoso por possibilitar maior producéo de
espermatozoides, que pode, por sua vez, resultar em um maior nimero de espermatozoides
armazenados pela fémea. Porém, o maior numero de espermatozoides nao determina um
incremento correspondente no nimero de descendentes produzidos pela fémea, nem as
diferengas populacionais nestes paradmetros levou, ao menos neste momento evolutivo, a
divergéncia em caracteres pos-zigéticos. No entanto, vale aqui destacar que a diferenca
na produtividade entre os cruzamentos interpopulacionais reciprocos de Drosophila
mediostriata sugerem certa assimetria da produtividade interpopulacional. O risco para
competicdo de esperma deve ser uma proxima etapa da avaliagdo do sistema reprodutivo
de D. maculifrons e D. mediostriata, a fim de melhor auxiliar na compreenséo da evolugcédo
e relagcdo entre esses pardmetros em espécies polifagas do Neotropico, em que esses
estudos sdo escassos.
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