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I. INTRODUEAD

Fara Sewall Wrigth (194@), "0 primeiro passo na aplicaafo
da genktica ao problema da especiagio &  indubitavelmente a
descoberta da natureza real das diferengas genkticas entvre sub-
espiécies relacionadas... Niferencas que tendem =a impedir os
cruzamentos s@o obviamente as que melhor poderido esclavecer o
processo da especiagio”.

e acordo com Mayr (1970), “espédcies sdo arupos de
populaghes naturais potencialmente intevcruzantes. reprodut ivamente
isolados de outros arupos de populagbes com BE MESMAS
caracteristicas”. Embora esse conceito de espécie seja de ampla
aceitacio entre os pesquisadoress ainda hojes permanece Como uma das
questfes mais significativas e ndo resolvidas da biologia evolutiva.

a maneira pela qual as espécies séo formadas e também o tipo e @&

magnitude das diferengas genéticas que caracterizam a formagio das

espkcies.

E aceito entre os evolucionistas que populacies
geograficamente separadas podem diferenciar-se geneticamentes como
resultado de sua adaptagho bs condigdes ambientais locais. Se duas
populaghes que tem estado isoladas geograficamente por cevto tempo.
entram novamente em contato. entre outras, duas situagdes podem
ocorrer: elas podevio fundiv-se em uma sb populagio. intercruzando-
sE&. OUs se converterem em duas espécies diferentes, reforgando o
isolamento reprodutivo entre elas.

0 isolamento reprodutivo  ocorve devido a varios
mecanismos denominados mecanismos de isolamentos. para 0% quals

existem varias classificagfes (lDobzhanskys. 1937, 19733 Hayr. 19703
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Merrels 4981).

Merrel (1i984). por exemplo, distingue trés grupos desses
mecanismos. Um deles refere-se aos mecanismos pré-acasalamento e
pré—-zigbticos que abrangemas isolamento ccolbgico ou de habitat.
isolamento sazonal ou temporal e isolamento etolbgico ou
sexual. Dutro grupos inclue os mecanismos pbs—acasalamento. mas py e
zighticos. que abrangema isolamento estruturala mecAnico  ouw
mor folbgico e incompatibilidade gamética. 0 terceiro grupo &
composto dos mecanismos pbs-acasalamento e pbs-zigbticos que
abrangems inviabilidade. esterilidade e degenevagio do hibrido.

As  populagBes de espkcies diferentes est@o isoladas. em
gerals por mais de um tipo de mecanismo de isolamento reprodutivo.
de modo que cada um dos mecanismos proporciona um isolamento parcial
e o efeito combinado de todos eles acaba por impedir o intercambio
génico entre duas populagdes (Merrel. 1981).

0 desenvolvimento do isolamento reprodutivo ¢ uma das
etapas ou a parte mais importante do processo de especiacio.

Yarias hipbteses tem sido levantadas para a explicaglo da
origem do isolamento reprodutivo. A idbia mais aceita & que os
mecanismos de isolamento surgem como um “subproduto incidental da
reconstituigio gendtica em populagdes isoladass que ocorre em
resposta ao evento do fundador e adaptagio ao ambiente local” (Mayr.
1i963).

Mayr (192463:4970,4982) enfatizou que a especiaGan resultsa

vesualmente da “vevolugio genktica” gerada pelo efeito do fundador.

Uma populagio isolada, pequena em ndmero € na  sua extensdo

geogrdfica, coloniza uma nova drea. MudanGgas por pressio da selegdo
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e deriva agendtica resultam em uma substituigdo r#pida de muitos
genes para uma nova combinagio coadaptada, a qual é reprodutivamente
isolada da populagio ancestral.

Mayr considera a redugdo na quantidade de variagio
genédtica como o efeito mais importante do evento do fundador. Ele
argumenta ques as forgas seletivas alteradas pelo aumento da
homozigoze podem afetar todos o0s loci de uma dnica
desestabhilizando antigos complexos génicos coadaptados. Deste modos
a especiagio surgiria como consequéncia da aquisigio de novos
complexos génicos coadaptados.

Carson (497970 e Templeton (1i98@) propdem modelos
semelhantes. Carson (197%) sugeriu a exist@ncia de dois sistemas de
variabilidade genktica para espbcies diplolides: o sistema abevto @ o

sistema fechado. 0 sistema aberto consiste de locos génicos

polimbr ficos que rvecombinam livremente. sem efeitos drhsticos na

viabilidade. Constituem exemplos a wvariabilidade eletrofor&ticas
poligénicas clinal e subespecifica. 0 sistema fechado consiste de
hlocos de genes  gque  formam  complexos genicos internamente
halanceados. coadaptadoss com ou sem a presenga de inversnes  Como
mecanismo estabilizador. Guando a selegBo natural & relaxada. como
durante um ciclo populacional "flush-crash-founder”. os equilibrios
coadaptados do sistema fechado podem tornar-se desorganizados & um
ou mais individuos diferentes podem sobreviver. 0 autor propde que
a especiagio pode ocorrer pela agdo da selegfo. sobre o sistema
genético perturbados na organizagdo de novos sistemas tfechados
coadaptados, que podem vir a caracterizar novas espécies.

Templeton (1980) sugere que o desenvolvimento
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isolamento reprodutivo evolue antes por mudangas em alguns dos
principais locis. seguidas por coadaptagio dos loci modificadoss do
que atraves de uma Unica “"revolug@Bo genktica”.

Umn outro modelos baseado no efeito do fundador. foi
proposto por Kaneshivo (1976.,1980). Este autor sugere que
populaghHes originadas a partir de pequeno nlimer o de individuos.
poderiam apresentar alteragdes no seu padrio de cortes devido a
perda de parte da variabilidade genktica da populagio ancestral.
machos da populagho dervivada nfo seriam veconhecidos pelas
da populagio ancestral por apresentavem uma corte "incompleta”s o
mesmo n&do acontecendo com as fémeas das populagles devivadas em
relagio aos machos ancestrais, que apresentariam uma corte mais

"completa”. Assims o0s machos das populagdes derivadas nio seriam

aceitos pelas feémeas da populagBo ancestral. enquanto os machos da

populagio ancestral o seviam. pelas fémeas das populaghes derivadas.

Esta teoria tem estimulado muita discussio (por exemplo. Gidding &
Templetons 1983)s bem como o aparecimento de teorias opostas
(Watanabe & Kawanishis 19793 Wasserman & Koepfer, 1980).
Templeton (1981) dividiu a genktica da diferenciacio
especifica em trés arquiteturas basicas: 0 tipo que inclue
! anitos genes de efeitos pequenosa. o tipo Il
que inclue diferengas causadas por um ow PoUCos Jenes principais &
muitos modificadores epistdsticos € o tipo IITI que inclue diferenaas
causadas por um ou dois loci principais.
Templeton sugere que diferentes tipos de especiagio
mostram diferentes probabilidades de envolvimentos dessas

arquiteturas e. embora muitos estudos tenham encontrado todos os
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tipos de arquiteturas gendticas. a maioria deles sdo do tipo I e

I11. Existe pouca indicagfo de que diferengas mor foldgicas sejam

devidas a um ou dois loci de efeitos importantes (Coyne. 1283 ).

0 estudo da base genktica do isolamento reprodutivo pode
esclarecer o processo da especiagio. Tal an@lise pode vevelar se o
isolamento entre espkcies intimamente rvelacionadas resulta da
divergéncia em um ou poucos loci, como sugeridos por Gould (498@) ou
se muitos aenes estdo envolvidos. Esses estudos podem também
determinar se alauns cromossomos tendem a diveragir mais rapidamente
do que outros & assim ter um papel maior na especiagio.

0 estudo clhssico de Dobzhansky (19346). sabre a
esterilidade de machos hibridos descendentes dos cruzamentos entre
as espécies cripticas D. pseudoobscura e D. persimilis, indica que a
esterilidade & determinada por interagbes de fatores localizados no
cromossomo X com fatores localizados nos autossomoss, € 2 que &
fertilidade dos machos hibridos destas espkcies aumenta com o nlumer o
de autossomos que $90 coespecificos com o Cromossomo Xo. Este
trabalho mostras tambéms que o cromossomo Y nao esth relacionado com
a esterilidade dos hibridos entre essas duas espbcies.

0 trabalho de Ory (1987) faz uma rvreanhlise experimental da
esterilidade dos hibridos entre D. pseudoobscura ¢ D. persimilis.
Este autor avaliou a fertilidade dos machos pela produaio de
espermas mbveis € 0s seus resultados se assemelham aons de Dobzhansky
(19346)s de muitos modos. Frimeiro. 0% quatro cromossomos maiores
afetam a fertilidade dos machos hibridos de . pseudoobscura
e D. persimilis. Dobzhansky (1936). similarmente. mostrouw  que

todos o0 segmentos cromossomicos marcadores afetavam o tamanho do
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testiculo dos hibridos. Segundo. ambas as andlises mostraram que o
cromossomo X tem um grande efeito sobre a esterilidade dos machos
hibridos Fi. Entretanto. os resultados de Orr (1987) . sugevem que a
esterilidade ¢ mais devida & incompatibilidade entre loci dos
crvomossomos X e Y das duas espécies. do que a um desequilibrio A=

autossomos como sugevido por Nobzhansky (1934).

Segundo Orr (41987), as diferengas entre as conclusdes de

seu trabalho e as de Dobzhansky (i934) s%Bo. quase certamente.
devidas ao fato de Dobzhansky ter usado o tamanho do testiculo como
uma medida da fertilidade e Orvy (4987) pondera que fertilidade e
tamanho do testiculo ndo sdo suficientemente bem correlacionados
para permitir o uso de um como indicador do outro.

2 esterilidade dos machos hibridos originados de
cruzamentos entre D. psewdoobscura pseudoobscura (algumas vezes
chamada de Continental ou USA) e D. pseudoobscura bogotana
(Bogoth) foi investigada por Prakash (1972) e DJobzhansky (1974).
Frakash (41972) atribuiu a esterilidade dos machos hibridos a
quatro loci presentes nas populagdes de Rogoths sendo dois no
cromossomo X € dois nos avtossomos.

Nobzhansky (1974), por outro lados sugeriu que o efeito
materno & a explicag@o mais provavel para as diferencas de
fertilidade nos retrocruzamentos.

0 trabalho de Orr (4989) demonstra que a fertilidade
dos machos hibridos & afetada pelo genbtipo do macho e pelo de suas
progenitora. Segundo este autor. o efeito materno parece ter um
papel significativo na esterilidade dos machos hibridos de USA-

Bogotd e o cromossomo X tem um efeito maior que qualquer outbtro
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CYrOmESS0Omo . 06 antossomos mostram owm efeito PEJUEND ma s

significante e o cromossomo Y ndo tems. aparentemente.  gualquer

efeito sobre a esterilidade desses hibridos.

Estudos genkticos dos mecanismos de isolamento
reprodutivo mostram que existem mutagdes dnicas que podem
cobrepujar os mecanismos de isolamento pr& ou pbs-zighbticos.

Um exemplo notavel de uma mutag@o que pode anular 2
inviabilidade dos hibridos foi caractervizado pov Hollingshead
(193¢, apud Hutters 1990) em Crepis (Compositae). Os hibridos entre
Crepis capillaris ¢ C.tectorum s%o0 normalmente invibveiss
cementes morrem no esthgio de dois cotilédones. Algumas populaghes
de C. tectorum. entretantos produzem alguns hibridos vihveis com C.
capillaris. enquanto que outras originam 5@% de hibridos vihvelis &
0% de hibridos invidveis. Esse autor mostrou que isto é devido a
um polimorfismo gendticos em C. tectorum, para um par de alelos.
08 quais nao possuem um efeito evidente dentro da espédcie. Qualquer
hibrido que carrega o alelo dominante sobrevive € o que carrega o
alelo recessivo movre.

Segundo Coyne & Ory (198%) dentro do aénero Drosophila,
cerca de 1/5 dos exemplos de hibridizacio interespecifica listados
por Bock (1984) originam progénie inviavel de um ou amhos 0% 38XH05.
Estes exemplos incluem o subgrupo melanogaster. D. melanogaster tem
proximidade filogendtica com D simulans, D.wauritiana e I
sechellia. As quatro espécies sfo morfologicamente semelhantes e as
trés dltimas possuem padrfes de bandas homossequenciais nos
cromossomos politénicos. diferindo de D melanogaster POT WmaA

invers3o longa no cromossomo 3R e outras pequenas inversbes
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(Lemeunier & Ashburners 1984). Fémeas hibridas interespecificas
entre D. simulans, . wauritiana ¢ I. sechellia, sa0  usualmente
fbvteis com machos estéreis (Lachaise et al., 1986&6). Guando estas
cspbkcies Ao intercruzadas com D. melanogaster todos oz hibridos
sho estbreis e somente um dos sexos sobrevive até a fase adulta.

Sturtevant (19RP0. apud Hutter et al.. 1792) notou gque 03
machos hibridoss do cruzamento entre fémeas de M. melanogaster ocom
machos de Do simulans. movvem no esthdio de larva ou pupa iniciala
enquanto no cruzamento rveciprocos as Fémeas hibridas movvem no
esthdio de embriBo.

Segundo Hutter et al. (1990), as causas genéticas da
inviahilidade dos hibridos no complexo de espbcics melanogaster
incluem intevagdes entre o genbtipo do zigoto e fatores maternos.

Watanabe (1979) e Takamura & Watanabe (1980) descobrivam
uma linhagem de D. simulans que origina hibridos adultos viaveis. de
ambos 0% sexoss quando cruzada com . melanogaster. Andlises

genkticas identificaram uma mutagho no cromossomo 2R desta linhagem

a quals quando em heterozigose em um wigoto hibridos torna-o vihvel.

Watanabe chamou esta mutag@o de Lhry (salva hibrido letal)
linhagem (Ki8) tem sido distribuida e suas propriedades confirmadas.
Hutter & Ashburner (1987) encontraram uma linhagem de Da.
melanogaster em Umain, Ucr@nia (URSS).  que produz cerca de 5% de
machos hibridos quando cruzada com I simulans. Foi demonstrado. que
isto se deve a presengas em haixa frequéncias nessa linhagems. de uma
mutagio “salvadora”. Esta mutagio foi mapeada no cromossomo Xnee
chamada de Hmr (salva machos hibridos). Hmr pode ser consequéncia da

insergao de elemento F. Fla salva machos hibridos de cruzamentos
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entre D. melanogaster ¢ as trés espécies cripticas, D. simulans. Db.
mauritiana ¢ D. sechellia. Este salvamento & recessivos desde que
machos hibridos que transportam Hmr e uma duplicaacdo Hmr+ nan sdo
vihveis.

Em suas conclusdess esse autores dizem acreditar que
estas mutagdes dnicas constituem um modelo gendtico formal para =&
base da letalidade em hibridos. Este modelo é consistente com idéias

anteriores de que a inviabilidade dos hibridos surgiu como WmMa

consequéncia de mutagbHes com efeitos aditivos zurgidas em espécias

isoladas.

Vdrios autores tém sugerido que elementos transponiveis.
0s quais causam varios graus de esterilidade dos hibridos. podem ser
um dos mecanismos responsdveis pela especiagdo (e.g. Bingham et al.
19823 Rose & Doolittles 1983). A hipbtese & simples e consiste de
duas etapasi

A% Os genomas de duas populaGgies, isoladas
geograficamentes $30 independentemente "erontaminados” por elementos
transponiveis diferentes. Estas "infecales” espalham—-se nas
respectivas populagfes, apesar da diminuigfo do valor adaptativo
mostrada pelos individuos que carregam 0% transposons. Esta perda do
valor adaptativo é bem caracterizada nos casos de disgenesia de P-M
e IR. sistemas que reduzem substancialmente a fertilidade entre os
individuos que carvegam os transposons em questfo.

2. A perda do valor adaptativo dos hibridos. devido a
efeitos acumulativos da combinac@o de elementos transponiveis n3o
correlacionados faz com que o isolamento veprodutivo efetivo entre

essas duas populagdes (especiagio) continuaa mesmo  que  elas.
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subsequentemente. tornem-se simphtricas.
Existem evidéncias circunstanciais de que familias de
transposons “invadem” populagdes naturais e que tais invasies .

sa0 radpidas. Alédm dissos. estas invasodes podem ser comunss CoOmo

sugerido para duas familias diferentes de elementos transponiveis

(familias do elemento F e I): em populagfes naturais de D
melanogaster. FEstas invasdes rapidas e comuns s30 frequentemente
associadas com esterilidade hibrida.

Também tem sido observado que a insergao de transposons
pode ser uma fonte importante de mutagdo em vdrias populaaies
(Bingham et al.. 19823 Rubin et al., 1982). Se as taxas de mutagoes
forem substancialmente elevadass como rvesultado da invasio de
familias de transposonss levando & uma divisio da populagho invadida
em duas linhas de descend&ncia. 0% elementos transponiveis podem
ser considerados responshveis pela criagio potencial de novas
espbcies.

A disgenesia de hibridos em Drosophila ¢ uma sindrome
complexas com elevada taxa de mutagBo. distorgBo da SEYregacaos
recombinasio no machos. esterilidade e disgenesia gonadal sensivel a
temperaturas € que ocorve em hibridos de algumas linhagens (Kidwell
et al.: 19773 Kidwella. 19283).

A disaenesia é encontrada, frequentemente, em descendentes
de um macho recentemente coletado na natureza cruzado com uma fémea
de uma linhagem antiga de laboratbrio. FPelo menos parte desta
sindrome & causada pela presencga de elementos transponiveis. segundo
Kidwell (i983). Tem sido proposto gque tal disgenesia tem um papel na

especiagiao por causar perda diferencial e acdmulo de DNA devido =aos
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elementos mdveis em populagfes isoladas geoaraficamente. Isto

poderia causar desarmonia reprodutiva nas populagdes de hibridos

(Engels & Prestonsy 192793 Kidwell., 49835 Rose & loolittle. 49833
Ginzbura, et al.., 1984).

Devido ao conhecimento ainda limitado mas. também, pelo
fato de que a evolugio & um processo de mudanga gradual e nAo pode
ser observado integralmente. existem ambiguidades sobre o status de
muitas espécies.

Iuas populaades que s&o membros de uma dnica espédcie
podem. eventualmente. divergir em duas espécies difeventes. Devido
A npnatureza intrinseca do processos ndo existe um ponto particular
no  tempoa. no  qual as duas populaghess subitamente. tornam-se
espbcies diferentes.

Estdgios transicionais da especiagdo sdo de considerdvel
interesse,  porque eles podem esclarecer o processo da ovigem das
espkcies © ajudar na identificagio da sequéncia de eventos que
originam novas espEcies.

Embora seja difficil conhecer o garau de divergéncia
gendtica que leva A especiaGios algumas manifestagdes dessa
divergéncia sdo frequentes ou constantes ao nivel do conhecimento
atual. Entre essas manifestagfes inclui~-se a ocorréncia de assinapse
cromossdmica em hibridos interespecificos.

Apesar de nao se conhecer suficientemente as bases
genédticas do emparelhamento cromossdmicos verifica-se que este € um
aspecto morfoldgico dessas estruturas frequentemente mais afetado no
processo de diferenciagdo das populagdes do que as prdprias bandas

ou mesmo o ndmero e a forma Cromossomica. Muitas VEZES EEPé(‘:iE}E?\
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muito prdximass ndo manifestam diferenaas morfoldoicas detectdveis
em SEUs Cromossossomos mas. apresentam  algum grau de assinapse.

0 interesse em estudar o emparvelhamento cromossdmico vem
de longa data. Metz (1916) menciona dados de M.M. Stevens
realizados em 19207 e 1908, referentes ao emparelhamento de
cromossomos  em dipteros. 0 prbprio trabalho de Metz (1921é6). esth
relacionado com B5SEE estudos na mitose de ovogonias &
espermatogdnias e em vhrios tipos de tecidos sombhticos em faszes
embrionhrias. de 80 espékcies de diptevos. Em 647 phginas. esse
trabalho descreve suas observagbes e as discute ao nivel do
conhecimento da &poca.

Apds a descoberta dos cromossomos politénicos Nnas
glandulas salivares de Imwosophila por Fainter (1233). esse material
tornou-se importante no estudo do emparelhamento cromossdmico
chamado no casox  sinapse somhtica.

Na literatura, a sinapse somdtica que ocorre nos
cromossomos politénicos tem sido tomada como um modelo do que ocorrve
na meiose (Evgen'evs. 1971). Assims podemos analisar alguns dados
existentes na litervatura sobre sinapse meibticas na tentativa de
conhecer o processo de sinapse somatica. For exemplos hh evidéncias
que suportam a idéia de gque a associag@do prévia de segmentos
heterocromhticos homblogos. desempenha  um  papel no pareamento
meidtico. Segundo John (19288), Chaunham & Abel (1948) observaram que
em Salvia nemorosa cevca de 50% das células pré-meidticas tinham
cromocentros arrvanjados em sete grupos de dois (nessa espécie

2n=14). Dlevido =ao tamanho diferente dos pares de cromossomos &

possivel confivrmar que os cromocentros homblogos estavam de fato
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pareados. Também. Macaregor & Kezer (i974s apwd Johns 19288)
aventaram o possivel papel da heterocromatina centromérica na
promogan da  sinapse das regides centricas no  inicio da  prbfase
meibtica. Entretanto. a validade dessa conclusfo tem sido discutida
pois esse tipo de empavelhamento nAo ocorve em muitas espbciess nas
quaiss o emparelhamento & iniciado nos teldmevos. Em ratos. as
evidéncias indicams tambéms que o pareamento homblogo nAo &
determinado por associaglo prévia das rvegides heterocromaticas.
Comumentes. a sinapse comega nas extremidades teloméricas e prossegue
em divegfo aos centvomevos (Pathak & Hsus 19748). 0 mesmo ocovve com
(o} gafanhoto Staurocderus scalaris que tem grandes blocos de
heterocromatina céntrica em todos os autossomos mas essas regides
580 as Oltimas a empavelhar (John. 1974).

Também em Irosophila melanogaster. Yamamoto (41977.1979)
mostrou que delegdes ou rearrvanjos de blocos especificos de
heterocromatina nano causam problemas de sinapse. sendo  esta
dependente apenas da homologia eucromdtica. Contudo. ndo se sabe se
toda =a eucromatina é igualmente eficiente no pareamento ou se hd
seamentos mais importantes que outros. HE dados que indicam que
esta Oltima situagho pode ser verdadeiva. A remogio da eucromatina
da extremidade distal do cromossomo IV de Ihmwosophila melanogaster
ndo causou problemas de sinapse meibtica. enquanto que a remogio de
parte da eucromatina proximal desse cromossomo levou a distlrbios
nesse processo  (Yamamoto. 1979). Observagdes semelhantes foram
feitas pelo mesmo autor no cromossomo Ils no qual menos de cinco das

vinte divisoes da eucromatina do brago 2L € menos que sete das vinte

divisdes da eucromatina do brago 2R ¥ importantes para 0
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pareamento meidtico no macho. Ainda. segundo Yamamoto (1979). as
regides eucromdticas envolvidas no pareamento autossomico SHO
certamente especificas de cada cromossomo.

Verificou-se que hibridos interespecificos de Ihrosophila
apresentam emparelhamento dos cromossomos polit&nicos incompleto em
comparagidao com o emparelhamento cromossomico dentro da espkcie
Fatau (1935)s Kerkis (1936). Dobzhansky & Tan (1938)s Hovrton (1i939.
apud Evaen’ev. 1974 Cordeivo (19468). Ricudo (1979). Madi-Ravazzi
(1988)s Madi-Ravazzi & Ricudo (1992).

Michailova & Fischer (4984) realizaram wum estudo
citogenédtico nos cromossomos politénicos de trés populagies
geoagraticamente separadas de Chironomus plumosus ¢ seus hibridos.
Essa espbcie encontra-se em um processo de divergéncia com uma
grande variacio em diferentes regides da sua hrea de distribuicio.
Ds seus resultados mostvarvam um extenszo grau de assinapse nos
cromossomos dos hibridos entre as populagdes de Vancouver X  Wohlen.
Além dissos encontraram diferentes arrvanjos da heterocromatina
(evidenciados por Banda-C) e de inversdes homozigotas. aAqueles
autores admitem que essas difevengas génicas fornecem bases para
considerar a populagho do Canadh (Vancouver) como uma espkcie
independente. Aindaa segundo EEEES autores. A perda do
emparelhamento homdlogo nos hibridos € a primeiva diferenga visivel
entre populagdes que evoluem independentemente.

lNobzhansky & Tan (4936) apresentaram trés Causas

possiveis para a assinapse dos cromosssomos polit@nicos em hibridos

interespecificos: ¢1) rearranjos heterozigotos muito pequenos

causando "conflitos das forgas atrativas” . (2) interaades
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especificas de genes e (3) mutagdes de pontos pevtubando a

identidade de loci homdlogos e levando ao seu ndo reconhecimento.

0 fendmeno da assinapse foi estudado por Evgen'ev &
Folianskaya (i976) em hibridos de . melanogaster ¢ . simulans. 0
estudo da frequéncia e extensdo da assinapse revelou Lme
distribuiado nfo casual ao longo dos bracos cromossomicos. Os
autores sugeriram que regides cromossomicas definidas. que exibem
alto grau de emparelhamentos servem como sitio de iniciagdo da
sinapse nos cromossomos das glandulas salivares.

Com o objetivo de explicar a distribuigdo da assinapse
observadas aqueles autores propuseram que o emparelhamento sombtico
nos cromossomos das glandulas salivares & um processo unidivecional.
iniciando em sitios especificos (denominados por eles de "buttons™)
ao longo do cromossomo. Entretanto. ndo se pode afirmar com certeza
se ele se extende da regiido proximal para a distal ou vice-versa.
Ds “buttons” de acordo com a hipdtese daqueles autores. coincidem
com bandas limitantes de assinapse. Essas regides (usualmente
heterocromhticas) podem ser ricas em sequéncias repetidas de
nucleotideos que fornecem alta afinidade ao emparelhamento. A
presenga de repetigdes nos sitios de iniciagdo (buttons) ndo permite
uma rdpida alteragios. por mutagdo de pontos das sequéncias de
nucleotideos em loci homdlogos » no processo de divergéncia entre
espécies relacionadas. Fortantos os sitios de iniciagdo do
emparelhamento poderdo ser ainda parcialmente homdlogos em espécies
relacionadas e como vesultado preservar sua afinidade de sinapse em
hibridos interespecificoss enquanto outras secgdes cromossdmicas

podem perder a habilidade para emparelhar apesar do  fato de
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possuirem padrdes de bandas aparentemente idénticos.
Riede & Renz (1983) utilizaram hibridagio “in situ” com
sonda de INA de D. wirilis em cromossomos politénicos de hibridos

dessa espécie com D. Tummei. . novamexicana. ¢ DI. lacicola.

procurando relacionar o grau de homologia das bandas das espédcies e

seu grauw de emparelhamento. Concluiram que o emparelhamento decresce
com o decréscimo da homologia do DNA nas bandas. Verificaram aindas.
entre outros detalhes., que as inversdes perturbam o processo de
emparelhamento somhtico mas nAo sho : causa primhria do nRo-
emparelhamento nos hibridos.

Mayfield & Ellison (4975) propuseram que proteinas
especificas que se ligam a determinadas sequéncias de DINA  poderiam
estar envolvidas na assinapse cromossomica. ASsSima regides
homossequenciais dos cromossomos politénicos de duas espkcies
poderiam mostrar assinapse como vesultado de mudangas evolutivas
nessas proteinas (NHC) os seus sitios de ligagho no INA especifico
dessas regides. as gquais mostvam exatamente o mesmo contelido & ordem
genéticos. 0 emparelhamento  interespecifico seriaa portanto.
alterado sem gque tenha ocorrido mudanga na morfologia & Ffungio da
handa.

Fodem ocorrer poréms mudangas nas bandas ndo detectadas
ao nivel da microscopia dptica. For exemplo:, em D. melanogaster.
transposons podem ser inseridos em sitios cromossdmicos sem  mudar
visivelmente a estrutrura da banda. & hetevozigose foi mostrada por
hibridizagdo im situ com sondas contendo sequéncias de elementos
transponiveis.

0 envolvimento de protefnas de ligagio aos sitios
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especificos de DINA (denominadas proteinas nucleostéricas). com os
mecanismos moleculares do emparelhamento pré-meidtico e somdtico foi
tambéms  previamente discutido por Comings & Riggs (i974). Esses
autores consideram que um dos aspectos mais dimportantes do
emparelhamento cromossomico meibtico & o relacionado com o mecanismo
pelo qual os cromossomos homblogos tornam—se parcialmente alinhados.
antes da formagdo do complexo sinaptonémico. Esse mesmo mecanismo
pode ser o responsdvel pelo emparelhamento somdtico preciso que
ocorre em dipteros. Esses autores sugerem que existem genes que
codificam proteinas de emparelhamento que se ligam especificamente a

uma dnica sequéncia de DNA. Ao se ligar ao INA de cromossomos

homdlogoss o0s pares de proteinas sofrem mudangas alostéricas em sua

configuragdo superficial o que acentua sua complementariedade. Sua
ASBOCILIAGAD subsequente causa o emparelhamento homdlogo entre
segmentos especificos dos cromossomos. Haveria uma série des
sitios de DNA aos gquais se ligam as proteinas de emparelhamento
especificos ao longo de cada cromossomo.

0 grupo repleta do génevro Drosophila: no qual se incluem
as linhagens isofémeas analisadas no presente trabalho. possue um
grande nudmero de espécies intimamente relacionadas (Throckmortons
197535 MWassermana. 1982): sendo também um dos grupos com maior ndmero
de espécies dentro do genéro. 0 grupo ¢ origindrio do continente
americano onde sdo encontrados representantes de todas as espécies.
Cinco delas . rvepleta. . hydei. @I. mercatorum, 0. aldrichi e .
buzzatii ocorrem também em diversos lugares fora deste continente.
aonde. provavelmente:, chegarvam acompanhando as atividades humanas.

As espkcies do grupo repleta ocupam diferentes habitats. mas.  sem
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duvida. a caracteristica mais notdvel do arupo é a capacidade de
muitas espécies utilizars. como nicho trdfico: os tecidos de cactos
em decomposigio. Esta adaptagio € que tem permitido =ao grupo
ocupar o0s desertos e as zonas dridas do Novo HMundo (Ruiz &
Fontdevila. 1981).

0 arupo repleta. ainda que conservado citologicamente,
estd em processo ativo de especiagao (Wasserman, 1982). Segundo este

autor. esse arupo apresenta uma média de 1.7 inversdes homozigotas

Fixas diferentes entre as espécies e ndo tem sofrido uma “revolugdo

citoldgica” semelhante as propostas por White (1978) & Bush et al.
(1i977) para outros organismos. Além dissos. ndo foi encontrada
correlag@o entre isolamento reprodutivo e diferenciagio citolbgica.
em algumas espkcies deste grupo.

For exemplo. .. mulleri e .. aldrichi. embora
citologicamente idénticas. acasalam-se com dificuldade ¢ produzem
descendentes estéreis. For outro lados D. mojavensis difere de I
arizonensis (atualmente arizonae. em Ruiz et al..1990) no minimo por
sete invershes. e. ao menos sob condigBes de laboratbrio. acasalam—
se e produzem hibridos fertéis (Wasserman. 1982).

Zouros (1981) estudou a base cromossomica do isolamento
sexual presente entrve Do mojavensis ¢ Do arizonensis ¢ mostvou gue
a discriminagio pelos machos era controlada pelos cromossomos Y .« &
os autossomos 4 ou 5. enquanto a discriminagdo pelas fémeas era
controlada por dois outrvos autossomos. O Cromossomo 2 @ O Cromoss0omo
4 ou 0o 5 (diferente dos autossomos envolvidos no comportamento
machos). D. mojavensis ¢ D. arizonensis diferem entre =i por

inversoes nos cromossomos X: 2 €& 32 enquanto os cromossomos 4 e 9
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sdo citologicamente idénticos. Estes dois dltimos. povrém. s3o o0s
Cromossomos que  possuem muitos dos genes que determinam o grau  de
isolamento veprodutivo entre as duas espkcies.

Fatterson [ Stone (1706) utilizando critérios
mov folbgicoss cromossomicos e reprodutivoss dividivam o grupo
repleta em 4 subgrupos: melanopalpa (atualmente repleta) .
mercatorumy hydei ¢ mulleri.

Wasserman (19262). mediante a comparacdo da estrutura dos
cromossomos politénicos estabeleceu as relagdes filogenkticas entre
muitas espbcies e descrevew um novo subgrupos. Fasciola. estabelecido

citologicamente. Cada subgrupo tem sido subdividido por sua ver em

complexos. conjuntos de espécies que compartilhams. em sua filogenia

cromossomicas uma ou mais inversdes. o que indica sua procedéncia de
um mesmo ancestral. Além dissos cada complexo pode conter um ouw mais
clusters de espécies estreitamente relacionadas entre si.

Uma revisdao do grupo repleta. foi fFfeita por Vilela
(1983)s usando =a morfologia da genitdlia do macho como principal
caracteristica para a diferenciagio das espécies. A anilise
comparativa da genithlia do machos em gevals confirmou as relaghes
filogenkticas previamente estabelecidas pela anhlise das inversdes
cromossomicas. A anhlise de moscas coletadas no campo em diferentes
dominios morfoclimaticos aumentou o ndmevo de espécies do grupo
repleta, registradas no Brasil, de 12, (Mourdo et al.. 19465). para
23 espbcies (Vilela et al.. 1983).

0 subgrupo mulleri ¢ o mais numeroso dos cincoi: contém
mais de 30 espécies descritas. caracterizadas por ter receptdculos

ventrais relativamente curtos (de 1% a 35 voltas) e espermatecas ndo
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esclerotizadas ou esclervotizadas ligeiramentes € que pervderam =®

funcio de recepticulo de esperma (Fattervson e Stone {9892). Doze sio

as espécies do subgrupo mulleri presentes na América do Sul (Ruiz &
Fontdevila., 1981).

0 subgrupo mulleri tem sido utilizado para incluir as
cspécies do grupo wrepleta que nRo possuem as caracteristicas dos
outros subgrupos. For esta razdo, o caridtipo ancestral do subarupo
mulleri ¢ o mesmo caridtipo hipotético do qual derivam todas as
espécies do grupo repleta. Este caridtipo difere do de D. vepleta.
usado como referéncias por seis inversoes paracéntricas: Xas: Xbs Xca
2as 2b e 3b.

Originariamente. a} complexo mulleri foi definido
citologicamente como integrado por aquelas espécies que compartilham
em sua filogenia cromossdmica uma ou mais das inversdes & 2Ca
29« 2h e 3¢ (Wassermams 1962). 0 ancestral do complexo mulleri foi
provavelmente uma espécie politipica formada por vhrias ragas ou
subespécies diferenciadas citologicamente € que ocupavam os desevtos
desde o Nebraska até a Coldmbia (Ruiz & Fontdevila, 1981).

Como Jjd foi mencionado. as espécies do complexo mulleri
tém sido agrupadas em clusters que melhor refletem a sua evolugio
citolbgica (Wasserman. 1982).

0 cluster buzzatii que ¢ o de interesse do presente
trabalhos. atualmente. consiste de quatvo espéciess D. buzzatii
Fatterson & Wheelers D. serido Vilela & Senes . borborema Vilela &
Sene e D. koepferae Fontdevila et al..

A espécie Do serido. objeto do presente estudo. foi

descrita a partir de espécies coletadas no nordeste do Brasil
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(Vilela & Senes 19277) e & constituida por um conjunto de espécies ou

ao menos & uma espécie politipica (Tosi & Sene. 19893 Sene et al..

19823 Baimai et al..1983% Wasseman et al..i?83% Wassermam &
Richardson. 49873 Fontdevila et al..i?288: Sene et al.. 1988: Silva
& Senes 19945 Lapenta. 1991).

Fosteriormente ao trabalhkho de Vilela & Sene (4977), D.
serido foi encontrada do Braszil 3 Argentina e FParaguai (Vilela et
al.. 19805 Ruiz et al.. 1982). Como a maioria das espkcies do seu
arupos a sua presenga estd associada & climas secos e semidesérticos
em locais onde existem cactdceas (Ruiz et al., 19823 Perecira et al..
1283). HNo Brasil ela & comum nas caatingass nas dunas. em campos
rupestres @ em certas partes do FPantanal Matogrossense. Na Argentina
e Faraguail fol encontrada nas bordas do chaco (Vilela et al.s
1980, 198318 Sene et al.y 1982, 1988).

0 padrdo atual de distribuigdo de D. serido é
caracterizado por uma série de populagdes alophtricas. o gque pode
ser um reflexo das transformagdes ocorridas no cenlrio sul-americano
entre 12.000 ¢ 18.000 anos atras. onde existiu uma grande expansio
das Areas semi-Aridas. com a presenga de cacthceas (Ab’'Saber. 1977).
N0s organismos associados aosg cactos. como BI. serido. devem ter
acompanhado essa expansio e com o fim da glaciagio houve um aumento
da umidade. que determinouw uma vetragio da  semi-aridez. Segundo
Bizzo (4983). iss0o explica a divisio das populaghes de D. serido.
que ficaram restritas 3 caatingas 3s bordas do chacos B estreita
faixa de dunas e a redutos de cacticeas no interior do continente
(Vilela et al. 198¢. 1983).

Estudos do caridtipo (Baimai et al.. 1983). mostraram uma
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grande wvariagio entre as populagies de . serido. tendo sido
reconhecidos seis tipos de carvibtipos que as diferenciam pela
quantidade @ distribuigio de blocos heterocromhticos nos
MicTroCcyomossomos € CromosSsomos SexXuails. 0D tipo I de caribtipo &
considerado o caribtipo basico de D. serido ¢ consiste de quatro
pares de autossomos telocéntryicos. um par de cromossomos em ponto
(microcromossomos) & um par de cromossomos sexuais. 0 cromossomo

& telocéntrico com aproximadamente um tergo de sua vegifdo proximal
composta de heterocromatina. 0 cromossomo Y & quase inteivamente
heterocrombtico. Este tipos ocorre nas localidades EBE53  (Faulo
Afonso-BA)., BS3 (Petrolina=FE). AL? (Ibotirvama-BA&). B4A? (Barrveiras-
BAYs B89 (Carvivanha-BA). B?8 (Cristalina-G0) e ASES (Bela Vista-MS5).
0 caridtipo do tipo II difere do caridtipo bdsico (tipo I) por
apresentar um microcromossomo maior e submetacéntrico. 0 tipo I
foi encontrado apenas na Serra do Cipb-MG. 0 caribtipo do tipo III
difere do tipo I gquanto aos microcromossomos € cromossomos Y. 0
microcromossomo ¢ um pequeno bastdo telocéntrico e o cromossomo Y &
submetacéntrico e aproximadamente do mesmo tamanho do cromossomo Y
do tipo I. Este tipo de caridtipo foi encontrado no Arraial do Cabo-
RJ (BZ7). 0 caridtipo do tipo IV difere do tipo I quanto =aos
microcvromossomoss de maneiva semelhante a do tipo III. 0 cromossomo
Y parece ser acrocentrico e do mesmo comprimento do ancestral  mas
com uma constrigio secunddria aproximadamente no meio do brago longo
heterocromdtico. 0O tipo IV foi encontrado em Feruibe-SF. 0 tipo V ¢

0o caridtipo com a mais extensa diferenciagdo Jjd encontrada em

populagdes de D. serido. Ele ¢ bastante diferente do caridtipo do

tipo I quanto aos microcromossomoss a0 cromossomo Y € a0 cromossomo
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X 0 microcromossomos ¢ neste casos muito maior do que
micvocromossomo do tipo I. Do mesmo modos o0s cromossomos X e Y
acrocéntricos sAo ligeiramente maiores do que o tipo bhsico I. 0
tipo V esth presente desde Itus no Estado de S30 Paulo. até FPuerto
Tirol na Argentina. 0 caribtipo do tipo VI difeve do tipo bhsico I
quanto ao cromossomo Y. Este & metac@ntrico € tems aproximadamentes
o mesmo tamanho do ancestval. 0 tipo VI & aparventemente confinado a
populaghHes da Argentinas o0 quais estBo isolados de Fuerto Tirvoel
(B31) por uma vasta area central do chaco (Vilela et al.. 1980).

0 estudo da morfologia do aparelho genital masculino
revelouw a presenga de 9 tipos distintos de edeagos (Silva. 41981,
Silva & Sene, 1994). 0 tipo A ocorre na parte leste do Brasil. desde
o Ceard até o litoral do Rio Grande do Sul. 0 tipo B ocupa a
diagonal caatinga-pantanal matogrossense. 0 tipo C OCOrTe
conjuntamente com o tipo A na Serra do Cipb-MG. 0 tipo D tem
distribuigcio que vai do interior de S8o0 Faulo até a parte leste do
Chaco Argentino. 0 tipo E ocorve ao leste do Chaco Argentinos. jh nas
encostas dos Andes.

As populagdes de D. serido foram divididas em quatro

tipos., com relagdo aons rearranjos cromossomicos (Tosi. 1982: Tosi &

Sene, 1989). 0 tipo I ¢ encontrado nas linhagens A77 (Car fanaum-EBA) .
Alés BG3 e BYSB (as trés de Milagres—~BA). 0O tipo II € encontrado nas
linhagens B34 (Fuerto Tirol-Argentina). O tipo III & encontrado em
B2@ (Tapia-Argentina) e R246 (Famatina-drgentinal). 0 tipo IV &
encontrado em AL? (Ibotirama-RA)s AS3 (Bela Vista-Paraguai). ASS
(Bela Vista-M8), A95 (Cardeal Mota-HMG). EA9 (Barreiras-BA). BS2

(Ibotivama—~EaA) & BS? (Fetvolina=FE).
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Bizzo (4983) realizou expervimentos para testar isolamento
phs-chpula com diversas linhagens de D. serido. & os resultados
mostraram a existéncia de trés entidades distintas e bem
delimitadas. Uma delas ocupa o lado leste da caatinga (Faulo Afonso-
BEA e Milagres—~BA). Outra ocorre em Serra do Cipd-MG e a dltima no
lado oeste do Chaco Argentino. nas encostas dos Andes (Famatina e
Tapia- La Rioja).

Essa separagio feita por Bizzo (i983) é semelhante & de
Moraes (4992) que estudou o isolamento sexual de seis linhagens de
D. serido & 05 seus resultados pevrmitivam dividiry estas isolinhagens
em trés arupos. 0 primeivo inclui as linhagens de Ibotirama-~RA

(B5@), HMilaagres-RaA (B53) e de Fuerto Tirol=-Avgentina (B341). 0O

segundo grupo inclui a linhagem B9S (ou A95) da Serra do Cipb-MG. A

linhagem B26 de Famatina-Avgentina compde o terceiro grupo.

Fontdevila et al. (1i988) estudando populagdes coletadas
no Nordeste da Argentina e Bolivia Centvral, verificaram um alto grau
de diveraéncia entre estas populagdes € as do Brasil. das quais o
material tipo de D. serido foi derivado (Vilela, 41983). Foram
realizados testes reprodutivos utilizando linhagens de ambas as
Areas e verificou-se um isolamento pré-zigbtico quase completo sob
condigdHes artificiais. Estes dados e informagdes anterioress levaram
estes autores B conclusio que populacbhes da Bollivia e Argentina s3o
separadas das do Brasil. e descreveram as primeiras como uma nova
espécie: D. koepferae.

Faralelamente. MHMadi-Ravazzi (1988) realizou um estudo
sobre aspectos citogenkticos e rveprodutivos com uma  linhagem da

regido de Tapia-Argentina (BEODE) e uma da Serva do Cipd-MG (APS).
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o qual mostrou diferengas acentuadas entre estas linhagens que
permitirvam classificd~las ao menos como semiespécies. As observagbes
citogendticas incluiram a detecgio de material cromossomico
adicional em hibridos dessas linhagens.

Lapenta (1992) realizou um estudo do padrdo de esterases
com seis linhagens isofémeas classificadas como D. serido. uma
linhagem classificada como D. koepferae ¢ uma linhagem de .
buzzatii. que pertence ao mesmo cluster de D. serido. (Us resultados
deste trabalho permitivam dividivr as linhagens analisadas em cinco
classes. seagundo os valores médios de 1S (Indice de similaridade).
classe I & constituida das linhagens B20OD2 e B25D7. a classe 11
constituida por RB3404, a classe III por ASSFidi. RSPQL e BHOQ3I.
classe IV por AP5F3 e a classe V por . buzzatii. Estes mesmos
resultados analisados pela AnAlise de Dependéncia (Cordeivos. 19940)
permitivam agrupar as linhagens em quatro classesys sendo a diferenca
devida i reunifo das linhagens das classes II e IIDI em uwuma mesma
classes nessa anhlise.

0 presente trabalho teve. por objetivo. contribuir para

ampliar as informagbhes veferentes A diferenciacho das populagihes

classificadas como . serido. visando a um melhor conhecimento de
seu atual “status” evolutivo. Fara tanto, foi realizados
basicamente s Lm estudo mais detalhado quanto a0 isolamento
reprodutivo (fertilidade e fecundidade)s emparelhamento cromossdmico

e matervial cromossomico extra nas glandulas salivares de 7 linhagens

isofémeas da supevespécie D. serido ¢ uma de D. buzzatii.
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II. MATERIAIS E METODOS

i. Linhagens e Proced&ncia Geogrifica

Neste trabalho foram utilizadas oito linhagens isof&meas,
sendo uma de Drosophila buzzatii Patterson & Wheeler, 1942, cinco
presentemente classificadas como Drosophila serido Vilela & Sene,
1977 e duas classificadas como D. koepferae Fontdevila et al.,

1988. Todas essas  linhagens foram obtidas no Departamento de

Biologia do Instituto de Bioci&ncias da USSP, 830 Paulo, tendo sido

fornecidas pelo Prof. Dy . Fdbio de Mello Sene, atualmente no
Departamento de Biologia da USP de Ribeirdo Preto.
Na tabela 1 encontram—se relacionadas as linhagens

i sofémeas estudadas, com suas procedéncias e cddigos de referéncia.

2. Isolamento Reprodutivo

Para este estudo, o método utilizado foi o de cruzamentos
individuais, realizados em tubos (49ml) contendo uma mistura de
meio de cultura de cactos e banana, na propore¢io de (Mad i
Ravazzi, 1988). Fémeas ¢ machos virgens foram mantidos em frascos
separados até atingirem a idade desejada, de sete a nove dias. Para
cada tipo de cruzamento foram preparadas 50 réplicas (exceto em
trés intracruzamentos, nos quais foram preparadas 49 réplicas) e
real izadas trés transfer&ncias para meio novo (repiques) em
intervalos de sete dias. Foram computados o nimero € o sexxo dos
descendentes em dois censos semanais, em um total de seis contagens.

Na tabela 2 esto representados os tipos de cruzamentos

efetuados neste estudo.
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Origem geografica das linhagens isofémeas .

Classificagio Atual Linhagens Procedé&ncia

SQerra do Cipd
Drosophila serido AYEF3 M. Gerais (Brasil)

Bela Vista
ASSF1L M. Grosso Sul (Brasil)

Ihotirama
BE5OQ3 Bahia (Brasil)

Petrolina
BEHYQ4 Pernambuco (Brasil)

Puerto Tirol
B3iDi Chaco (Argentina)

Tapia
Drosophila koepferae BRoD2 Tucuman {(Argentina)l

Famat ina
La Rioja (Argentina)

Drosophila buzzatii - Carfanaum {(Bahia-Brasil)
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Tabela 2. Tipos de cruzamentos efetuados.

Féseas

Hachos

B5M3

B59%4

ASSFi4

A9SF3

BaiDs

B2002

2507

BuUz

BHE3  BIRI/BINI
B371  BS9R1/BIM3
ASSFIL  ASOFE1/BSMI
B3iDf  B31DI/BSMAI
AFSF3  ATSFI/BIMI

B2002/B5043

B2307/85043

BUZ/BIN3

B50Q3/85964

B3TR1/B5904

ASSF1/B5941

B31D1/B5%64

APSFI/B5901

B20D2/85994

B2507/85941

BUZ/B5904

B3#R3/ASSF 11

BSTR1/ASSFAL

ASSF11/ASSF14

B3101/A55F {1

A9SF3/ASSF11

B2#D2/ASSF 11

B2507/A55F 14

BUZ/ASSF 14

BS#QI/ATSFI
BSTRI/ATSFI
ASSFA1/AT5F3
B3IDL/ATSFI
ATSFI/ATSFI
B20D2/A95F3
B2507/AT5F3

BUZ/ATSF3

B30R3/B3104

B5701/B3404

ASSF11/B3104
B3101/B3104
ATSFI/B3104
B2402/83104
B2507/83104

BUZ/B3104

B5#43/B2402
B3701/62002
ASSF11/82002
B3101/82602
ATSF3/B2002
B2002/62002
B2507/82402

BUZ/B2002

BSII/B2507
B5981/82507
ASSF 14/82507
B3101/B2507
AISF3/B2507
B202/B2507
82507/82507

BUZ/B2307

B3#43/8UL

BS901/BUL

ASSF11/BUL

B31Di/BUZ

APSF3/BUL

B2#D2/BUL

B2507/BUL

==

6 7
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A fertilidade de Fi foi testada em cruzamentos "em massa’”
preparando-se cinco garrafas com 19 casais em cada, com idades de
sete a nove dias. Estes cruzamentos foram repicados duas vezes,
com intervalos de sete dias.

R intercruzamentos com Drosophila buzzatii foram
realizados preparando-se trgs garrafas com 20 casais de sete a nove
dias de idade, para cada tipo de cruzamento. Estas garrafas foram

repicadas duas vezes, com intervalos de cinco dias.

3. Andlise citoldgica

0 estudo citoldgico das linhagens isof&meas e seus
hibridos foi realizado em preparacoes cromosstmicas das gléndulas
salivares de larvas de terceiro estadio tardio, coradas com orcelna
lacto-acética, objetivando observar emparelhamento cromoss@mico e
diferenciagdo no padrio de bandas.

Para esta andlise foram feitos intercruzamentos em massa
das linhagens, em garrafas de 1/4 de litro, com 20 casais de sete a

nove dias de idade, por garrafa.

3.1i. Preparagtes de gléndulas salivares para coloraglo pela

orcelna lacto-acética

As  larvas foram dissecadas em solugdo de DEMEREC e as
gléndulas salivares transferidas para uma l18mina contendo uma gota
de dcido acético (45%) onde permaneciam por 2 minutos. 0 dcido
acético Ffoi substituldo por uma gota de orcelna lacto-acética (2%
onde as glé@ndulas ficavam por 9 minutos. Em seguida, substituia-se a

orcelna por Acido 13tico (50%), deixando~o agir por 8 minutos. 2}
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seguir, o material foi recoberto com uma laminula e submetido ao

processo de esmagamento. As 18minas foram, em seguida, lTutadas com

esmalte incolor & mantidas em geladeira.

e Lt GelatinizagXo das 18minas para =a técnica de bandas-C

As  18minas utilizadas na técnica de bandamento-C foram
previamente lavadas e recobertas com uma camada de gelatina. 0
processo de gelatinizacBo consistia em submergir as l18minas limpas
em um banho preparado pela mistura de duas solucdest

a) 0,10 g de gelatina dissolvida em %0 ml de Agua
desionizada morna e,

b) 0,04 9 de aldmen de cromo dissolvido em 50 ml de dgua
desionizada.

A mistura destas duas solugdes foi mantida em banho-
maria durante o uso. Apds o banho de gelatina, as 18minas foram

secas ao ar, podendo~-se usi-las apds 4 horas.

3.3. Preparagtes de gl8ndulas salivares a serem submetidas ao

bandamento-C

(2Y= larvas foram dissecadas em soluglo fisioldgica
(DEMEREC), e as glé@ndulas salivares retiradas € colocadas em uma
2

18mina gelatinizada com uma gota de Acido dcetico (45%) por

minutos. Decorrido este tempo, o Acido foi removido com o auxllio de

papel absorvente e substituldo por uma gota de Acido 1atico (50%),

deixando~o =agir por 19 minutos. 0 excesso de dcido 13dtico foi
retirado, colocava—-se uma gota de Acido acético, cobrindo~se o

material com uma laminula & submetendo~se ao esmagamento.
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As  18minas assim preparadas foram colocadas em cAmara
mida por 20 minutos, gquando entBo as laminulas foram retiradas com
o =auxllio do nitrog&nio 1lguide e guardadas no freezer por
aproximadamente uma semana, antes da aplica¢lo da téecnica de bandas-

Ce

Bandamento-C

No presente trabalho, foi utilizada a técnica de
bandamento~C de Michailova (1987), com algumas modificacdes. Esta
técnica consiste em tratar as 18minas preparadas, (conforme [ftem
3.3) e envelhecidas por %S a 6 dias, com uma soluglo de Dbario
saturada (5%), por 15 minutos a 7@ C. Feito isto, as 18minas foram

lavadas duas vezes com Agua desionizada gelada misturada com 2 ml de

dcido acético puro para ajudar a remover o excesso de bdrio. A

seguir, as 18minas foram incubadas em 2XS8C por 2 horas a 65 C.  Na
etapa seguinte, as 18minas foram lavadas em dAgua desionizada e
passadas por um banho de Alcool 70% e outro de Alcool 95%. Apds
SECRgeEm an ar, as l18minas foram coradas com GIEMSA 4240, durante 290

minutos.

3.5. Fotomicrografias

As  18minas foram analisadas em Fotomicroscdpio Zeiss II
(doago FAPESP-Processo Bioldgicas nidmero 70/562). 0Os filmes
utilizados para a elaboraglo das fotografias foram o Kodak
Panatomic-X, 32 ASA e o lIlford PANF, 50 ASA. 0 papel fotogrdfico

empregado  foi o Kodabrome Print RC F-3.
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4. Andlise Estatlstica

s dados obtidos no presente trabalho foram

as seguintes andlises estatlsticas?

submet idos

1. Andlise exploratdria de dados (estatlsticas descritivas),

Ramos e folhas (Tukey, 19773 Mc Neil, 1977);y

2. Técnicas aglomerativas: “Cluster analusis”,
agrupamento "Average linkage”, medida de dissimilaridade
Euclidiana) (Everitt, 1974; Manzato, 1983; Sokal & 8Sneat,
& Rohlf, 1962)y

3. Andlise de wvarifncia e comparacoes miltiplas

(Neter, 1974; Peres & Saldiva, 1983; Fleiss, 1981).

4.1. Recursos Computacionais Utilizados

método

de

(dist8ncia

1963;

de

Sokal

Tukey

Para o desenvolvimento dos tratamentos estatlsticos

foram utilizados os programas constantes do Software $SAS,

instalado

no Polo Computacional do IBILCE-UNESP, S3o0 José do Rio Preto.
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III. RESULTADOS

i. Isolamento reprodutivo

Foram anal isados dois parimetros do isolamento
reprodutivos a fertilidade e a fecundidade. A fertilidade &
entendida como porcentagem de cruzamentos férteis e a fecundidade
como numero médio de descendentes produzidos por casal. O

resultados obtidos, referentes A fertilidade, estlo apresentados nas

Tabelas 3 a 190, e 0s referentes & fecundidade constam das Tabelas 3

i.i. Fertilidade

Fara efeito de classificagido da fertilidade dos

cruzamentos foram considerados de alta fertilidade 08 quE

apresentaram 70% ouw mais de cruzamentos férteis, de fertilidade

regular os gque apresentaram entre 49 e 4694 e de baixa fertilidade os

que apresentaram de 1 a 694.

A« Intracruzamentos

(s intracruzamentos mostraram uma alta fertilidade,
variando de 824 a 100X entre os sete tipos diferentes de cruzamentos
(Tabela 3). 0s intracruzamentos mais férteis foram os da linhagens
AGEFLL e BSQQ3 (100%X) e aqueles que apresentaram as menores
porcentagens foram os das linhagens B20OD2 (8274) e BRED7 (907%4).

A andlise estatfstica por X de homogeneidade
comparactes midltiplas de Tukey mostraram que s30 significativas as

diferencas entre og intracruzamentos da linhagem B20D2 e os demais,
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Tabela 3. Fertilidade e fecundidade dos sete tipos de intracruzamentos realizados no estudo
do isolamento reprodutivo. Fi féseas; Mt machos; Ni ndwero total de cruzamentos;
It porcentagem de cruzamentos férteis; Xt média e 81 desvio padrdo da amostra do
nisero de descendentes produzidos por casaly ti-t4! sequéncia de tubos.

Fecundidade

Cruzamentos Fertilidade
t3

X § 5 K

= sE=c=sprE

B50e3 28,98 17,46 17,50 12,31

ASSF11 15,62 16,29 12,94 14,16
BS9ed 20,96 13,82 18,081 10,15
ATSF3 9,67 3,24 17,58 24,94
B31D4 1,47 4,05 7,26 12,38
82507 21,87 19,06 17,00 10,49

4,22 8,20 3,90 10,40
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exceto 0% da linhagem 257, & Aas diferengas entre 0%

intracruzamentos da linhagem B25D7 e o0s das linhagens BHS9Q3 e ASSF4Li4
(DME=0,09 P ¢ 9,95)., 0 nlfvel de significincia P ¢ 0,05 foi adotado

em todas as andlises do presente trabalho.

b. Intercruzamentos

Para andlise dos intercruzamentos, foram considerados,
gseparadamente, o088 que envolvem uma mesma linhagem com as demais,
como se encontra apresentado nas Tabelas 4 a 190. Para facilidade do
leitor, em cada tabela foram incluldos os dados dos intracruzamentos
controle. Também neste caso, foi utilizada a andlise estatfstica por

X de homogeneidade e comparagtes miltiplas.

b.i. Cruzamentos da linhagem isofémea B50Q3

[ comparacao dos reclprocos neste arupo de
intercruzamentos (Tabela 4), mostra que os que apresentaram maior
fertilidade, nas duas dire¢des, foram os da linhagem BS0Q3 com
BH9QL (98% de cruzamentos férteis nas duas direcdes), com ASEF14
(94% e 964 de cruzamentos férteis) e com B3iDi (B2%Z e 94% de
cruzamentos férteis). Neste grupo de maior fertilidade nR0o houve
diferenca significativa entre os reclprocos.

(0 intercruzamento de BEOQA3 com APEF3 mostrou fertilidade
que pode ser considerada regular nas duas diregdes de cruzamentos48
e 6B8%. Mas, a diferenga entre as duas direcdes foi significativa.

Cruzamentos com diferen¢a acentuada entre os reclprocos
foram os que envolveram BESQQ3 com B2OD2 e com B2SD7. No primeiro

caso, a diregdo que utilizou fEmeas B50Q3 foi totalmente estéril,
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Tabela 4.

Fertilidade e fecundidade dos intercruzamentos realizados
com =@ linhagem B%9Q3. F! f8meas; M: machosp N nimero de
cruzamentos férteis em 59, X: média & St desvio
padrio do nidmero de descendentes produzidos por casal.
V.A: valores absolutos dos contrastes (X-72,04) para
comparagoes miltiplas de Tukey quanto A fecundidade.
DMS=R4,65: %2 pd,05: #: ndmero total de cruzamentos.

Cruzamentos

Cruzamentos Férteis Fecundidade Fertilidade

de F1i

BH9Q3 BHOQ3 494

BHOQ3 BEHYQL 49 : 93,18

B3YQi BEHOQ3 49 113,25

BHOAe3 ALSSFiL 47 76,13

AGSF11 BS5OAQ3 48

BHeQ3 B34iD4 41

B3iDi B5OQ3 47

BEHOQ3 APLF3I 24 ' 9,66

AYEF3  BHOQA3 34 K 38 39, 68%

BEOQ3 BAOD Q

BHOQ3 K ! 36, 20%

BHOQ3 B2ED7 7,93

BRED7  BLSOQ3 27 21,85 27 77 %
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enquanto a dire¢do reclproca produziu 86%Z de cruzamentos férteis. No
saegundo Caso, a mesma direglo estéril no  cruzamento anterior
prrodusin i4% de cruzamentos férteis contra 82% na diregio
recliproca.

Comparagtes da fertilidade dos intercruzamentos com o0
controle mostraram o seguintet
- Comparando-se 08 resultados dos intercruzamentos que envolveram
fémeas BS50Q3, com o8 cruzamentos controle BS0Q3, além dos
intercruzamentos com machos B20D2 (que n3o produziram descendentes)
foram stgnificativas as diferengas com 08 intercruzamentos
envolvendo machos B3iDi, A?%F3 e
- Comparando-se com o controle, os resultados dos intercruzamentos
que envolveram os machos BOS9Q3, fForam significativas as diferengas
dos intercruzamentos com fEmeas A9SF3, B2oD2 e B2%D7.

fla wvalores de DMS nas comparagoes dos intercruzament os

foram varidveis, da mesma maneira que nas demais comparagdes de

todos os intercruzamentos deste trabalho.

b.2. Cruzamentos da linhagem isof&mea BS59Q4

A comparagdo entre os reciprocos nestes intercruzamentos
(Tabela 9) mostrou duas situagdest
- Cruzamentos altamente férteis nas duas diregdes. Aqui se incluem,
cruzamentos de BS59Q4 com B5QQ3 (Jj&d mencionade no ftem anterior),
com  ASHFLL (100X e 96%) e com B34ADL (984 e 96%X). Em nenhum desses
casos, houve diferenga significativa entre os reclprocos.
= Cruzamentos com uma direcdo altamente fértil € a outra pouco

fértil. Esta situagfo foi encontrada nos intercruzamentos com AYSFSE

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 Eunespw, 12° 13 14 15 16 17 18



Tabela 5. Fertilidade e fecundidade dos

com a linhagem B%9@4i. F:
cruzamentos férteis em

padrio do nimero de descendentes
V.A: valores absolutos dos

COmparagoes miltiplas de
DME=23,67r #%2 pld,05.

ruzamentos

Cruzament os Férteis

F
BSYQ4
BHYQ4
BE59Q3
BH9QL
AGGFi1
Ba2ai
B31iD1
BE9Q1
AYSF3

BE9QL

M N % X

BOSYQ1

BEOQ3 : 143,25
B5?Q1 23,18
AGSHF1A 95,64
BEYQ1 76,65
B31iD1 97,19
BEYQ1 7 84,27
APESF3 : 84,14
BESYQ4 e 20,50
BROD2

B59Q1

intercruzamentos
feémeas: M: machosy
50, X: média

N

real izados
: nimero de

S

contrastes (X-&64,85)
fecundidade .

Tukey quanto A

Fecundidade

S V.A

48, 39%
28,33%
30,78%
11,79
32, 205%
19,414

19,8

41,97 %

48, 10%

46, 47%
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(88Z e 412%), B2OD2 (824 e 20%Z) e B2EDY (746X e 16%4), nos quais as
diferengas, entre os reclprocos, foram significativas.

Em nenhum intercruzamento uma das diregdes foi totalmente
estéril.

A comparaglo dos resultados dos intercruzamentos que
envolveram fEmeas BS59Q4, com os cruzamentos controle BE9Q4, mostrou
diferengas significativas para o0s intercruzamentos com B2

B25D7 . Quanto cruzamentos reclprocos, foram significativas, ag

diferengas dos intercruzamentos que envolveram f8meas AYSF3 e fEmeans

2w

b.3. Cruramentos da linhagem isof&mea ASHSF11i

Quanto s diferengas entre os reclprocos, neste grupo de
intercruzamentos (Tabela &) foram observadas as seguintes situacles:t
~ Cruzamentos altamente férteis em ambas as direces. Nesta situagldo
enquadram-se 08 intercruzamentos com BHOQA3 (964 e 94%), com BIHYQL
(1007 e 967%) e com B3iD1 (100X e 96%).

- Cruzamentos com fertilidade regular em uma direglo € baixa na
outra. Esta situagfo foi encontrada nos cruzamentos de ASSFLL com
APEGF3 (407 e 20%).

- Cruzamentos em que uma dire¢lo apresentou fertilidade elevada e a
reclproca foi estéril ou quase estéril. Este foi o caso dos
intercruzamentos de ASSFL com B20D2 ou BRID7.

Nos cruzamentos em que foram utilizados machos ALSSFLL e
fémeas Ba2eD2 ou B2GD7, a fertilidade obtida foi alta
(respectivamente 70% e 94%), mas os cruzamentos reclprocos foram

estéreis (no caso de B20D2) ou quase estéreis (no caso de B2ED7,2%4).
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Tabela 6.

AGSHFLY

AGHEF L4
BHOQ3
AGSF1d
BE2Q4
ANHEFL]
B31iD1
AGEFLA
APEF3

AGSFLA

AGSFLA

BRED7

BU2Q1

AGGFL4

B31iD41

ASSF14

intercruzamentos realizados
M: machos; N* ndmero de
média e St desvio
produzidos por casal.
(X—~65,00) PRI R
fecundidade .

Fertilidade e fecundidade dos
com =a linhagem ASSFii. F: fEmeas:

cruzamentos férteis em 99, Xsi
padrdo do nidmero de descendentes
V.A: valores absolutos dos contrastes
COMPAFraGoes mlltiplas de Tukey quanto A

DMES=20,4%5; %5 pd,05,

Fecundidade Fertilidade

V.A de Fi

31,32

AGSF LA y ‘ 35,89

39,03
30,41
30,14
30,69
43,19

19,75

AVA
AVAVEY

Eunespw. 12 13 14 15 16 17 18

4 5 6 7



Nas comparaces entre os reclprocos, foram significativas
as diferengas observadas nos intercruzamentos de ASSFi4L com AYSF3,
B2oD2 e BRESD7.

Comparando-se o0s resultados dos intercruzamentos QuE
envolveram f&meas ASSFL4, com os cruzamentos controle ASSFii, aldm
dos intercruzamentos com B20D2 (que nAo produziram descendentes) e
com B25D7 (quase estéril), foi significativa apenas a diferencga
constatada nos intercruzamentos com machos APSF3.

Comparando-se (u}: resultados dos intercruzamentos
envolvendo os machos ASSF11, com os do cruzamentos controle, foram
significativas as diferen¢as obtidas nos intercruzamentos com fEmeas

APSF3 e BROD2.

b.4. Cruzamentos da linhagem isofé&mea B34iDi

Como Jj& foi mencionado nos [tens anteriores, ocorreu uma

alta porcentagem de cruzamentos férteis nos intercruzamentos de

B3iDi com BS50Q3, BS9QL e ASSFii nas duas diregdes (Tabela 7).

Outras situagdes encontradas foram as seguintest
= Intercruzamentos em uma diregdo com alta fertilidade € =a outra
pouco fértil (& o caso dos cruzamentos com B25D7, 76% e 14%).
= Intercruzamentos em uma direcdo com fertilidade baixa ou regular e
na outra estéril (fEmeas B20D2 com machos B3iDi, com fertilidade
de 46% e o reclproco estérily fEmeas B34iDi com machos A95F3 com
fertilidade baixa, 2874 e o reciproco estéril). Todas essas
diferengas entre os reclprocos foram significativas.

Observa-se que, em diferentes combinagdes, fEmeas ou

machos B34iD4i produziram cruzamentos estéreis.
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Tabela 7.

Fertilidade e fecundidade dos intercruzamentos realizados
com a linhagem B34iD4i. F: f&meas: M: machos: N ndmero de
cruzamentos férteis em 59, Xi: média € S: desvio
padradoc do ndmero de descendentes produzidos por casal.
V.A: valores absolutos dos contrastes (X-34,72) pPara
comparagoes miltiplas de Tukey quanto A& fecundidade.
DMS=49,38y %% p(Q,05; #: nimero total de cruzamentos.

Cruzamentos
Férteis

BH59Q3 B31D1 42,80 61,663

B3iDL BEYQ4 7 7 36,82 49, 54%

BS59Q1 B31D1 4 38,66 62, 30%

B3iDi ALSFi14 390,69 31,56%

AGEFL1 B31iD4 g 30,414 26, 35%

B3iDi A95F3

APSF3  B341D4

B3iD4  B2OD2

BaeoD2 B31iDA4

B3iD1

Ba2ED7

i1,74 i9,01 22, 98%
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Comparando-se 0s resultados dos intercruzament os
envolvendo fémeas B3iDi, com os resultados dos cruzamentos controle
dessa linhagem, além dos intercruzamentos com machos BRODR2, os quais
ndo produziram descendentes, foram significativas as diferengas de
fertilidade nas comparagdes com 0s cruzamentos envolvendo machos
AYSF3 e BRESD7 .

Quanto aos intercruzamentos com machos B3iDi, aldm dos
cruzamentos envolvendo fémeas AY5F3, os quais foram estéreis, foram
significativas as diferengas, em relagldo aos cruzamentos controle,

dos intercruzamentos com fEmeas BR2OD2 e BR2ED7.

b.5. Cruzamentos da linhagem isof&mea AYSF3

Na comparagdo entre reclprocos, o padr3o de fertilidade
predominante apresentou uma diregdo altamente fértil e a outra com
baixa fertilidade. Agui se incluem os cruzamentos de APSF3 com BRESD7
(P47 e 8BX), BROD2 (2467 e 22%4) e BE9QL (88X e 12%), com diferencas
significativas em todos os casos (Tabela 8).

Outras situagdes foram observadas nos intercruzamentos
com BS50Q3, AHSFii e B34iDi, JA& referidas em ftens anteriores, Comn
porcentagem regular de cruzamentos férteis em ambas as direg¢les no
primeiro caso, uma diregdo com fertilidade regular e a outra com

baixa fertilidade, no segundo caso, e no terceiro caso, uma das

diregdes com baixa fertilidade e o reclproco estédril. As comparagles

entre reclprocos na primeira e segunda situagdes nfo foram
significativas.

As  menores porcentagens de cruzamentos férteis bem como
um caso de esterilidade completa foram obtidas nos intercruzamentos

com Fémeas AYSF3.
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Tabela

8. Fertilidade e fecundidade dos intercruzamentos

com

a linhagem A95F3. F: f8meas; M: machos:

cruzamentos férteis em 59, X: média
padrio do ndmero de descendentes produzidos por
valores absolutos dos contrastes (X-&67,33)

V.A:

N

realizados
: nimero de

S

desvio
tasgal .

Para

comparagies miltiplas de Tukey quanto A fecundidade.
DMS=22, 443 %% p(P,05;: #H: nidmero total de cruzamentos.

Cruzamentos

APSF3

AYEF3

BSOQ3

APEF3

AGSFL]

AYEF3

BE5YQ4

AFSF3

APSF3

BHOQ3

APEF 3

ADEHFL]

APSF3

BH9a1

AYPSF3

AYEF3

B31D14

Cruzamentos
Férteis Fecundidade

% V.A

32,69 34,97 %
&2, 83 i4,38
19,75
43,19
17,45

48,78

34,72%
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Comparando-se com (u3:3 cruzamentos controle APEF3,
intercruzamento envolvendo fEmeas A?S5F3 & machos de todas as demais
1linhagens, em todos os casos, as diferengas na fertilidade foram
significativas.

Na comparagldo dos intercruzamentos recliprocos (machos
AYEF3)  com os cruzamentos controle, foram observadas diferengas
significativas nos intercruzamentos com fEmeas BYEQQA3, ASEFLL e

B3iD1i.

b.6. Cruzamentos da linhagem isof&mea B2ODR2

A linhagem BROD2, também, apresentou padrdes distintos de
fertilidade nos diferentes intercruzamentos (Tabela 9), quanto 2
comparagfo dos reclprocos. A maioria dos casos jd foi mencionada na
descriclo das tabelas anteriores.

Os intercruzamentos com B25D7 foram os dAnicos que
apresentaram fertilidade alta em ambas as direcdes (B4%Z e 82X).

Intercruzamentos com uma direcfo altamente fértil @
outra com baixa fertilidade foram aqueles com as linhagens BHS9Q1 e
AYSF3. Outros mostraram uma dirego com fertilidade elevada e o
reclproco estérily €& o caso dos cruzamentos com BHEQA3 e com ASSFILi.

Foi observada, ainda, outra situagio em gue uma das diregdes

apresentou fertilidade regular € o recliproco foi estérily ¢ o caso

dos intercruzamentos com B3iDi. Todas as diferengas entre os
reclprocos foram significativas.

Comparando-se 0s resultados dos intercruzamentos
envolvendo fEmeas B2OD2 e machos de todas as outras linhagens, com

0% cruzamentos controle B2oODZ, foram observadas diferengas
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Tabela 9.

B2oDz

APSF3

B2eb2

BAS9ai

B2oD2

BE50Q3

BzoD2

AGSEF11

B2oDe

B31iD4

Comn
cruzamentos
padrio
V.A:

B2aDY

BeoD2

AYSF 3

BaoD2

BH?Q1

BHOQ3

BaeDz

AGDSF1Y

BzoDz2

B3iD4

B2obD2

Fertilidade
a linhagem

valores
comparagoes

DMS=43,95; %2

6

e fecundidade dos intercruzamentos realizados
BROD2. Fi: fémeas; M: machos; N nimero de

férteis Eem 59, X: média e S: desvio
nimero

de descendentes produzidos por casal.

absolutos dos contrastes (X-4%5,47) PAara

uzamentos
Férteis

7

miltiplas de Tukey quanto & fecundidade.
P{®,05.

Fertilidade

de F1i
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aignificativas apenas nos  cruzamentos com machos B3iDi. Na
comparacio, com o controle, dos cruzamentos reclprocos, isto &,
intercruzamentos de machos B2OD2, exceto os gue envolveram fE&meas
BRID7, todos os demais mostraram diferengas significativas.

Este grupo foi o que apresentou o maior ndmero de tipos
de intercruzamentos totalmente estéreis e todos 08 casos o e

esterilidade envolveram machos B20D2.

b.7. Cruzamentos da linhagem isof&mea B25D7

Neste grupo de intercruzamentos (Tabela 19) foram
observadas duas situagdes quanto A fertilidades intercruzamentos
que s30 altamente férteis em ambas as diregdes € intercruzamentos
com uma direg¢lo de fertilidade elevada € a reclproca de fertilidade

baixa. O primeiro caso refere-se aos intercruzamentos com B20D2 € o

segundo, com as demais linhagens, todos JjAd referidos em ftens

anteriores.

(Os intercruzamentos que apresentaram baixa fertilidade ou
quase esterilidade envolveram sempre os machos de B2%5D7 (com fEmeas
BS50Q3, BS9QLi, A9SF3 ou B3iD1i), sendo gque o0s cruzamentos recliprocos
tiveram fertilidade elevada.

Também neste grupo como no de BR20OD2, todos os reclprocos
mostraram diferengas significativas, exceto nos intercruzamentos de
B25D7 com B2OD2.

N3O houve diferengas significativas, quanto A
fertilidade, na comparaclo dos resultados dos intercruzamentos que
envolveram FfEmeas B25D7 com o controle. Entretanto, todos os

intercruzamentos envolvendo machos B23D7, quando comparados com  ©
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controle, mostraram diferengas significativas, com excegdo dos

interc

machos

Pupas

ruzamentos de B25D7 com BROD2.
b.8. Cruzamentos da  linhagem de Drosophila buzzatii
(BUZ)

Apenas 0% intercruzamentos de fEmeas BRED7 ou BR2ODZ2  com
BUZ mostraram alguma fertilidade, tendo produzido 6 & &2

respect ivamente, as quais nlo chegaram a fase adulta.
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Tabela 1i¢. Fertilidade e fecundidade dos intercruzamentos realizados

com a linhagem B25D7. Fi: fEmeas; M3 machos; N ndmero de
cruzamentos férteis emn 50, X: média @ 81 desvio
padrao do ndmero de descendentes produzidos por casal.
VoAt valores absolutos dos contrastes (X-62,00) PRF &
COMPAaragies miltiplas de Tukey quanto & fecundidade.
DMS8=45,49; #2 p(®,05.

Cruzamentos

BaED7

BE52aQ3

BR25D7

BES9a1

i8,68

B25D7 16,75

AGHFL] 7 26,47

BRED7

APSF 3
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i.2. Fecundidade

A fecundidade dos intra e intercruzamentos foi avaliada,
separadamente, em cada conjunto de tubos, na sequéncia dos repiques.
Para fins de andlise da fecundidade foram considerados 0
intracruzamentos (Tabela 3) (= 08 MESMO S conjuntos de
intercruzamentos estabelecidos para andlise da fertilidade, isto &,
todos os intercruzamentos de uma linhagem com as demais (Tabelas 4 a
19). Os cruzamentos foram considerados de alta fecundidade quando o

nimero médio de descendentes foi igual ou superior ao controle.

Intracruzamentos

Os valores de fecundidade dos intracruzamentos,
representados pelas médias totais e desvio padro da amostra, em
cada conjunto de tubos e no total, estdo na Tabela 3.

Considerando as médias totais, os intracruzamentos mais
produtivos foram os de BHOQ3 (X=72), seguidos, em ordem
decrescente, dos de A?3F3, de ASSFii, de BYS92QL e B2BD7 {(com Xs
variando de &7 a 62). As linhagens B20D2 e B31Di apresentaram as
fecundidades mais baixas (X=48 e X=38, respectivamente). Foram
significativas as diferengas das médias de produtividade da linhagem
B34iD4 quando comparada com BHSQ3, RBE?Q4i, ASS5F1i4i, A95F3 e também na
comparaclo de B20D2, com BS0Q3 e A9SF3 (Tabela 1i).

As curvas de distribui¢do da produtividade média dos
diferentes intracruzamentos estBo na Figura 1. Com base nas
variagles dos valores dessas médias, nas séries de tubos, foi

estabelecida a comparaglo de que resultou a organizaglao da Ffigura,

reunindeo, em duplas, as de perfil mais parecido. Esta comparagfo
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Tabela 1i. Comparagtes miltiplas de Tukey, guanto & fecundidade,

cdos intracruzamentos. DMS=20 e P{(®,00.

BE0Q3 BHY2QL ASGF1A APGF3 BaGD7

B3iD1L 37 ,34% 30, 13% 30,27 % 3e, HO* a7 a7 %

26,87 %
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mostra ques

a= 0Os dintracruzamentos de BS0QI diferivam mais acentuadamente dos
demaiss na distvibuisio das meédias ao longo da skrie de tubos. sendo
que  a maior media deste intvacvuzamento foi obtida no conjunto de
primeivos tubos e a menor nos terceivos tubos (Figura 1A).

b- 0 intracruzamentos de R20D2 e AS5F14 mostraram padroess
semelhantes na distvibuigdo da produtividade média nos conjuntos de
tubos (Figura 1iB). <sendo maior no conjunto de primeivos & segundos
tubos e decrescendo nos conjuntos seguintes. A produtividade de
ASSFiis porEm foi sempre superior 3 de B2OD2. a qual mostrou
diferengas significativas no conjunto de sequndos  tubos  (E=2.245
F{2.05) e no conjunto de quartos tubos (t=2,74% F{2.05).

c- As linhagens BS201 e B2SD7 aszemelham-se també&m. quanto ao padrio
de distribuigio da produtividade média na série de tubos analisados.
apresentando média superior nos conjuntos de primeivos & segundos

tubos. No conjunto de segundos tubos. & produtividade de RB5?2Q1 foi

zyperior A de B2S07. entretanto. essa diferenca de médias nfo foi

significativa (Figura 1 C).

d- Também apresentaram semelhangas quanto ao perfil, as curvas de
produtividade dos intracruzamentos de A?S5F3 e B3iDi. embora a média
de descendentes em cada skrie de tubos tenha sido supevior nos
intracruzamentos de ARSF3. exceto no conjunto de primeivos tubos
onde  ambas  as  linhagens mostraram  fecundidade muito baixa.
diferengas foram significativas no conjunto de segundos tubos
(t=3,61% P{ 0,059), terceiros tubos (£t=4,92: F{ 2,05) ¢ quartos tubos
(t=3.28584 ¢ 042%). Nas duas linhagenss. a maior produtividade mbdia

foi atingida no conjunto de terceivos tubos (Figura 1iI).
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- AI5F11

T mm

Sequencia de Tubos Sequencia de Tubos

Figura 1a-D. Ferfil da média de produtividade dos intvacruzamentos
nog quatro conjuntos de tubos. reunidas de acovdo
com a semelhanga dos mesmos.
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b. Intercruzamentos

As Tabelas 4 a 10 apresentam as produtividades médias

totais dos inter e intracruzamentos realizados no presente trabalho

com  linhagens isofémeas de D serido. A distribuigldo dessas

produtividades médias consta das Figuras 2 € 3 .

A observaglo dessas tabelas e figuras mostra que, na
superespécie D. serido, a linhagem B20D2 & a que apresenta o maior
namero de intercruzamentos em gue uma s direglo &  fértil
fertilidade média dessa dnica dire¢do é menor que 50%. Porém, uma
analise mais detalhada dos grupos constitufdos de cada linhagem
intercruzada com as demais, e comparada com o intracruzamento da
mesma linhagem, & apresentada a seguir.

A comparagdo entre cada diregRo de intercruzamento e o
controle foi feita pelo teste de Tukey. Entretanto, em alguns casos,
essa andlise ndo pode ser realizada devido ao grau de diferenga dos

desvios padrdes dos cruzamentos comparados.

b.i. Cruzamentos de BHOQ3

A vista dos ndmeros, os intercruzamentos de BS50Q3 com as
linhagens BYS9QL, ASIF11 e B341Di apresentaram fecundidade maior ou
pelo menos igual A do controle. Diferencas significativas na
comparagdo estatlstica com o controle foram obtidas em cruzamentos
de machos BS0Q3 com fEmeas BS59Q4, APSF3, B20D2 e B25D7. A diregRo de
cruzamento de machos BSOQR3 com B22D2 e B2SDY, de alta fertilidade,
mostrou redugo da Ffecundidade & aproximadamente metade da do

controle. Quanto ao intercruzamento com AYSF3, a diregido mais fértil
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(envolvendo machos BS50Q3) apresentou produtividade média inferior a

metade da observada na diregdo reclproca, menos fértil (Tabela 4).

b.2. Cruzamentos de BS92Q1

Também neste caso, os cruzamentos altamente férteis nas
duas diregtes, envolvendo BEOQ3, ASSFii e B34iD4i, tiveram fecundidade
maior que a do controle (Tabela H).

Os cruzamentos de fertilidade alta em apenas uma direglo,

apresentaram comportamento varidvel, isto &, em alguns casos ela foi

acompanhada de alta fecundidade (cruzamentos com @&m
outros, de baixa fecundidade (cruzamentos com B2OD2 e BR2EDY7).

Em geral, a direglo pouco Ffértil foi também POUCO
produtiva, destacando-se uma reduglo dridstica da produtividade no
cruzamento com machos de B20eD2.

As comparagcoes miltiplas de Tukey mostraram diferengas
gsignificativas gquanto & fecundidade, em relaglo ao controle, para
todos os intercruzamentos testados exceto os gue envolveram machos
BS9Q4 e fEmeas ASSFL4 ou fEmeas B3iDi; e os de fEmeas BHYQL com

machos AYSF3.

b.3. Cruzamentos de ALEFL1

Neste grupo, os intercruzamentos que apresentaram alta
fertilidade em ambas as dire¢des, mostraram padrdes diferentes de
fecundidade (Tabela 6). Também A vista dos ndmeros, nos cruzamentos
envolvendo as linhagens BS59Q3 e BS9Q1 a fecundidade foi superior A
do controle e nos cruzamentos com B3iDi a fecundidade obtida foi

semelhante & do controle.
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Os intercruzamentos com machos APSFE apresentaram apenas
4% de cruzamentos férteis mas tiveram fecundidade semelhante A do
controle. No cruzamento reclproco a fertilidade ¢ a fecundidade
foram baixas.

Na dirego de cruzamentos com B2eD2 e B2HD7, de alta
fertilidade (nos dois casos envolvendo machos ASSFi1), a fecundidade
foi reduzida, aproximadamente, a metade da do controle.

2] andlise estatfstica comparativa mostrou diferenca
significativa da produtividade, em relagdo ao controle, nos

cruzamentos de machos ASSF14 com fémeas BHS9Q1, AYSF3 e B2OD2.

b.4. Cruzamentos de B34iD4

Em todos os tipos de intercruzamentos com alta
fertilidade, em ambas as direcdes (com B50Q3, BH9Q1 e ASHFL1), &
produtividade média obtida foi bem superior (o dobro ou o triplo) @&
do intracruzamento de B31iDi (controle) (Tabela 7).

Nos intercruzamentos com AYSF3, BRODZ2 ou B2ED7  a

fecundidade foi baixa em ambas as diregdes ou na dnica diregido

fértil, independentemente da fertilidade ser alta, média ou baixa.

Foram significativas, nas comparagdes miltiplas, as
diferengas de fecundidade, em relagdo ao controle, de todos os
intercruzamentos, exceto os de fE&meas B20D2 com machos B3iDiL e

de fEmeas B34iDL com machos BRED7.

b.9. Cruzamentos de AYEF3

Também neste caso foram observados padrdes variados na

COMPAaragaon da fertilidade com =a fecundidade nos diferentes
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intercruzamentos, relativamente ao controle (Tabela 8). Alguns
desses padrdes j& foram destacados em ltens anteriores.

Nos intercruzamentos de machos AYSF3 com fémeas BHYQA3 e
BS59Q4, o primeiro com fertilidade regular ¢ o segundo, alta, a
produtividade média obtida foi superior a do controle & no
intercruzamento com fé&meas ASSFi4i, de fertilidade também regular, a
fecundidade foi semelhante & do controle.

Os intercruzament os que apresentaram as MENOK &5
produtividades foram aqueles envolvendo fémeas AYSF3  com machos
B2OD2 ¢ B2%5D7 e os de fémeas B34D1L com machos APSF3. Entre eles, os
de mais baida fertilidade foram os de fEmeas AYSF3 com machos B25D7.

Os cruzamentos de machos AYS5F3 com fEmeas B20D2 ou BRED7,
que apresentaram alta fertilidade, mostraram uma fecundidade
inferior & metade da obtida na linhagem parental.

Nas comparagles miltiplas, as diferengas de
produtividade, com relago ao controle, foram significativas nos
intercruzamentos envolvendo machos A95F3 e fEmeas BR20D2 e B2GUD7 e de

feémeas AYSF3 com machos ASS5Fii ¢ BSOQ3.

b.b. Cruzamentos de B20D

Nest e tipo de intercruzamentos nfo foi observado

nenhum caso com produtividade superior a do controle (Tabela 9). Mas

foram obtidas produtividades médias nRo muito inferiores & do

controle nos intercruzamentos de fEmeas B20D2 com machos 28D7 .
BEOQ3, ASSFii, B2oD2 e A95F3. Em todos estes intercruzamentos =@
fertilidade foi elevada.

(R intercruzamentos de machos B2OD2 com fEmeas AYEF3  ou
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fémeas BH5904, que apresentaram baixa fertilidade também mostraram

bhaixa fecundidade.

Este grupo de intercruzamentos foi, de modo geral, o que
apresentou as menores médias de produtividade.

Além dos intercruzamentos que apresentaram diferencas
Adbvias de Ffecundidade média, com relagRo ao controle, entre as
comparagcdes estatlsticas realizadas, apenas uma foi significativa,

envolvendo os cruzamentos de f8meas B2OD2 com machos B5904i.

b.7. Cruzamentos de B2ED/

Em todos os intercruzamentos deste grupo, a produtividade
média obtida foi inferior & do controle (Tabela 19). Todos os casos
estat ist icamente anal isados mostraram que as diferencas foram
significativas, mesmo no intercruzamento em que =a média de
produtividade menos se diferenciouw da média controle, que foi o de
fémeas B25D7 com machos BS9Q3, o qual apresentou alta fertilidade.

Os intercruzamentos de fémeas B25D7 com machos
BH9QL, ASSF1i, APEGF3 e B3iDi, que apresentaram fertilidade alta,
mostraram fecundidade baixa. Os cruzamentos reclprocos e 0%
cruzamentos de fEémeas BS0A3 e machos B25D7 apresentaram as
menores fecundidades e fertilidades.

Os cruzamentos com B20D2 apresentaram alta fertilidade
mas a fecundidade foi reduzida aproximadamente a metade da do
controle.

A andlise da fecundidade, nos intercruzamentos, também
foi feita separadamente, na  sequéncia de tubos obtida por

transferéncia dos casais, como foi feito para os dados obtidos nos
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intracruzamentos. 0s resultados constam da Tabela (2.

Esse conjunto de dados foi utilizado também para o estudo
de técnica exploratdria multivariada representada pela andlise de
conglomerados. Com esta finalidade, o0s dados foram primeiramente
arganizados na forma de uma matriz, na qual as linhas representam
as produtividades médias, nas quatro séries de tubos obtidas por
transfer@ncia para meio novo.

0 método de agrupamento utilizado foi o "Average linkage"
¢ @a medida de dissimilaridade, foi a dist@ncia Euclidiana para os
perfis médios de cada cruzamento.

0s dendogramas nas Figuras 4 e 5% foram construlfdos com
dados obtidos por essa andlise. Para sua construgo foram tomados os
dados de comparacfo dos intercruzamentos envolvendo fEmeas de uma

mesma linhagem com machos de todas as outras e mais o controle

(linhagem de origem das fEmeas). Admitimos assim, que uma variavel &

fixada (a produtividade de dvulos) ¢ as variages de resultados
podem ser atribuldas a diferengas na interacio de fémeas de um
conjunto génico comum com diferentes machos.

Como mostram os dendogramas, =a andlise de agrupamento
reune as linhagens em diferentes nfveis: gquanto menor o nlfvel, maior
0 grau de exig@ncia no estabelecimento da proximidade entre elas.

Tomando por base os nlveis 9,4 ¢ 0,6, o0s agrupamentos
podem ser resumidos da forma apresentada na Tabela 13. Considerando,
ambos o8 nlfveis de cada relaglo entre fémeas de uma linhagem @
machos das demais, foram formados, no total, 246 agrupamentos de duas
a quatro linhagens. Desses 26, i1 envolveram duas, trés ou as quatro

linhagens BHOQ3, BEHYQL, ALEFLL e B34D4i. Qutros cinco agrupamentos
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Tabela 12. Fecundidade dos intercruzamentos na sequBncia de tubos (ti-t4).
F: fBmeas; M: machos; X: média e S: desvio padrio do nlmero de

descendentes produzidos por casal em cada conjunto de tubos.

i s e e ——

Cruzamentos

85941
B50@3 ASSFii
B56Q3 B3iD{
B5043 A9SF3
B50@3 B20D2
B50@3 B2507
B5781 B5043
B5991 ASGFid
B57a4 B31D{
B5%41 A9SF3
B59ei B2eD2
B59@i B25D7
ASSFi1 B5eA3
ASSFi1 BSYG1
ASSF41 B31D4
ASSFi1 A9SF3
ASSFi1 B2@D2
ASSFi1 B25D7
B3iDi B5OG3
B3iDi B5%41
B3iDi ASSFid
B3iDi A%SF3
B3iDi{ B20D2
B3iDi B2507
AFSF3 B5043
AYSF3  B5Y61
ASF3  ASSFid
A9SF3 B31iD{
AFSF3 B2eD2
ASF3  B25D7
B2eD2 B5043
B2@D2 B590i
B20D2 ASSFif
B20D2 B3iD{
B208D2 A9SF3
B2eD2 B25D7
B25D7 BS5@43
B25D7 B59ei
B25D7 AGSFif
B2507 B31D4
B2507 A95F3
B25D7 B2@D2
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Tabela 13. Agrupamentos formados nos nlveis 0,4 e 0,6, entre as sete linhagens isoffmeas da  superespécie

Drosophila serido, extraldos dos dendogramas das figuras 4 e 5, que se referes ds relacdes entre féweas de

una linhagen e machos das demais.

850831 B39-AS5

BA-B31-B59-A55  AT5-B24-025

B ASS A95

R AS5-ATS B59-831

B B59-834 AS3

B¢ B39-B31-A%S ATS

B2A-831-ATD

BA-B34-ATS B25

ASS ATS-020-825

ASS AP5-B24-B25

A75-825-80-820

B

B
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reudniram exclusivamente as linhagens B2oOD2 e B2ED7. Essas mnesmas
linhagens estiveram juntas, mas, emn associactes com outras linhagens
em cinco agrupamentos, sendo  quatro com A95F3 e um com AYLFI e
BEOQ3, totalizando assim 19 agrupamentos. (s quatro outros
agrupamentos que se formaram envolveram B2ODR2-A?5F3-A0HFLL  (duas
veres) € BROD2-A%5F3-B34iDi (duas vezes). Um agrupamento reuniu AYEHF3
com ASSFL1.

0 mesmo tratamento dado As interagdes entre fEmeas de
cada linhagem e machos das demais, foi dado as interagdes entre
machos de cada linhagem € f&meas das demais. 0s dendogramas
referentes a essa andlise de agrupamentos constam das Figuras 6 & 7.

Os agrupamentos formados nos nliveis 0,4 ¢ 0,6
resumidos na Tabela 14.

Considerando ambos os nfveis de cada uma dessas relagdes,
formaram—se, no total, 23 agrupamentos assim distribuldoss: seis

envolvendo, exclusivamente, duas, trés ou as quatro linhagens BHOQR,

BE9Q4L, AYSSFi4 e B34iD4i: cinco reunindo uma, duas, trés ou as quatro

mesmas linhagens com AYS5F3; dois reunindo, exclusivamente, as
linhagens B20D2 e B25D7; quatro reunindo essas mesmas duas linhagens
com AY5F3, e um, essas tr€s linhagens e B34Di; um outro grupo
Feunindo BRODZ e B2YSD7 com B3iDi, e ainda outro, apenas BEODZ2 com
B34iDi; tr&s agrupamentos reuniram B25SD7 e APHF3.

A Tabela 19 reune os dados de agrupamentos para ambas as

interagdes consideradas.

A'.L'AY

1 2 3 4 5 6 i unespw 12 13 14 15 16 17 18



i

-
a
1

=
a
i

o

Distancia dos Medkn eby oo Clusben
o
o
L

g

=]
o

=
1

Q
>

:,
3
£
;
3
i

e
a
1

2
o
1

[Ta} i
w o K L3
- -5 ==}

TIPOS DE CRUTZAMENTOS

Figura &a-=D. Iendogramas mostyrando as relaacles de proximidades das
linhagens analisadas pelo método de Yclusber
analysis”. A-I. Cruzamentos de machos de cada
linhagem rveferida com fémeas da  mesma (%) e das

demails.

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 Eunespw. 12 13 14 15 16 17 18



-
~N
1

oy
Q

9
a
t

Qe
a
L

Distorcia do Vef'me anirw & Cortem
Q
-3
1

e
19
1

o
o

Figwra 724-C.

proximidades das
"cluster
cada
das

mostvando as relactes de

analisadas pelo mét odo de
A-C. Cruzamentons de machos de

vreferida com fTémeas da mesma (%) e

Dendogramas
linhagens
analysis”.
linhagem
dematis.

AVA
AVAYAY

Eunespw. 12 13 14 15 16 17 18

5 6 7



Tabela 14. Agrupasentos formados nos nlveis 0,4 e 0,6, entre as sete linhagens isofbeeas da superespécie

Drosophila serido, extraldos dos dendogramas das figuras & e 7, que se referes ds relagdes entre machos

de uma linhagen e fieeas das demais.

4

BS?

ATS-B25-84

B " ASB-E2S

ATS-820-825

BSY B3

831-820 AT5-825

B50 RS

B B31-B20-825

B ASS

BoA-839 A B31-B20-B25-AS

B39-AYS-B-ASS831 B2 B23

B59-ATS-BN-ASS-B3  BN-B2

B-857 A7S-831

B59-859-A75-B31 A%
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Tabela 5.

e as interagBes envolvidas, para fémeas e machos.

Visdo conjunta dos dados das tabelas i3 e 14, mostrando o ndmero de agrupamentos

Linhagens

Fémeas

Nachos

no. de

agrupamentos

interagdes

envolvidas

no. de

agrupamentos

interagtes

envolvidas

B850,B59,A55,B31

B20 + B25

B29 + B25 + A9S

B20 + B25 + B3{

B20 + B25 + A9 +

B3t

B29 + B25 + A9S +

B59

B29 + B3{

B25 + A9S

B29 + A5 + B3

B20 + A3 + A3S

ASS + A9S

B50,B59,A55,B31 +
Gy

it

9(B50;B59;A55;
A5:831)

3(B59;B59;A55)

3(B59;B31;820)

1(B20)

1(A99)

1(B23)

1(B59)

6

9(B50;B59;A355;
B313;825)
2(A95;828)
3(B50;B59;831)
1(A93)

1(B31)

1(AS5)

2(B59;A55)

3(A95;820;823)

6
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2. Andlise cromossdmica

Fsta andlise foi realizada em 1dminas de cromossomos

politénicos das gldndulas salivares das linhagens isofémeas

parentais & hibridos, coradas com ovceina lacto-acética para

observagao do grau de sinapse entre 0% cromossomos € comparagido do
padrdo de bandas-C para observagio de regides hetevocromdticas.
Foram analisadas aproximadamente 70 ldminas de fémeas e
machos das linhagens parentais, 228 13minas de fémeas ¢ {74 de
machos hibridos coradas com orceina ¢ 19¢ laminas de fémeas e machos

hibridos coradas pela técnica de banda-C.

2.1. Coloragdo com orceina lacto-acética
A. FPadrio de sinapse cromossomica

A andlise dos cromossomos politénicos evidenciou
diferentes graus de emparelhamento cromossdmico nos vdrios tipos de
intercruzamentos realizados. quando comparados com o0s  padrbes
intralinhagem. Assims Foram distinguidos 2 graus de  sinapse

cromossomica nos ndcleos politénicos dos hibridos. a saber:

1. Sinapse completa: quando os cromossomos homdlogos
empavelham em toda a sua extensio. Esta situagdo que &
caracteristica dos intvacruzamentos (Figura 8). foi observadas
tambéms nos khibridos dos intercruzamentos entre as linhagens EB34iDi.
ASSF14i,. RBS0Q3 e BS9Q1 e nos hibridos dos intercruzamentos entve
as linhagens RBEOIEZ e RBRESDY  (Figura 9). Nas linhagens € nos

intercruzamentos ocorver algum deszempavelhamento. mas A f‘requ'@:‘nci;—a
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foi extremamente baixa. Com uma frequéncia maiors porédm,. as fémeas
da linhagem A?SF3 (Figura 8F) & as fémeas hibridas. dos cruzamentos
mencionados (Figura 9A4.C) mostram assinapse na regifo proximal do
cromossomo Xa. em uma extensio varibavel de 174 a /3.

2. Sinapse moderada: refere-se aos hibridos em que as
reagides proximais @ distais dos CYOmOsSsomos encontram-se
frequentemente deemparelhadas:s 08 microcromossomos aparecem unidos
apenas pela regifo proximal ou totalmente sepavados €. na maioria
das células politénicas. o tergo proximal do cromossomo X das fémeas
aparece desemparelhado. Este nivel de sinapse foi encontrado nos
hibridos dos intercruzamentos de BS50Q3, ES59Q04., ASSFi4 e B34iD4 com =
linhagem A?SGF3 (Figura 1@).

3. Sinapse reduzida: Casos em CUE & além do
desemparelhamento das regides proximais e distais dos Cromossomos.
da assinapse completa dos microcromossomos e do tergo proximal do
cromossomo  X. ocorre tambéms. frequente assinapse  enm regides
cromossomicas  intevmedibrias. 0z hibridos dos intercruzamentos de
B2507 ou  REGDZ2 com APSF3 (Figuras {1 e 2) & o035 hibridos dos
intercruzamentos de RBS2G3. BE?0GL. ASSF{i4 e B3LDY com as linhagen:
BEQNZ2 ou B2OD7 (Figura 43), mostraram este arau de assinapse.

Uma anhlise mais detalhada sobre a regifo proximal de

assinapse do cromossomo X. encontra-<e a seguir.

b. Assinapse na extremidade proximal do cromossomo X

b.fi. Nos intracruzamentos da linhagem A?SF3

Como Jjd foi mencionado. no cromossomo X das fémeas da

linhagem A?5F3 ocorre uma alta Ffrequéncia de assinapse na regido
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proximal. H& um ponto de infcio mais frequente dessa regiio de

assinapses embora, sua extensio possa variar (Figura 14).

ODbhserva-se também que o padrdo de bandas nesta poreio
cromossomica que apresenta assinapse varia quanto a morfologia. As
vezes.: 0 padrdo de bandas apresenta-se bem definido (Figura 144.R8) e
outras vezes., alaumas bandas de um ou de ambos 08 cCcromossomos
aparecem desorganizadas. Com aspecto de hetevrocromat ina.
Frequentemente hd um segmento cujo padrdo de bandas ¢ organizado.
entre duas regides que apresentam padrdo desorganizado (Figura
f4C.I) .

b.2. Nos intercruzamentos de ARSF3

A regifo proximal do cromossomo X de fémeas hibridas
descendentes de intercruzamentos de A?9F3 mostrou desemparelhamento
em todas as cklulas e individuos analisados e em extensBo wvarilvel.
povémy  gevalmente maior que a observada na linhagem AYSF3. A Figura
i% refere-se a fémeas hibridas descendentes dos intercruzamentos
entre Fémeas AP5F3 e machos B3iD4 (A-C) e entre fémeas R52Q1 ¢
machos A?5F3 (). A& Figura 146 mostras. tambéms cromossomos X  de
fémeas hibvridas de intercruzamentos entve machos A9SF3 e fémeas
B20D2 (A). B2SD7 (B)s BHPQ1 (C) & RSEQ3 (Mas entre fémeas AYSF3 e
machos ASSFLIL (E). e entre femeas A?SF3 e machos B24i01 (F).

A observagio dessas duas Figuras mostra que em algumas
dessas fémeas hibridas. um dos  Cromossomoss na regido n&o-
emparelhada. caracteriza-se POV apresentar um seament o
particularizado devido a seu padrio deo  bandas bem definido. ladeado
por regites cromossdmicas desorganizadas. como jh descrito para  os

cromossomos X da linhagem AYSF3.

73




Figura

SA-F .

Sinapse nos intracruzamentos. A. Féemea B2002. B. FEmea
B2507. C. HMacho BS59Q4i. D. Feéemea ASSF1i. E. Femea
B34{04. F. Femea A?5F3. Em £ a seta mostra a regifo
proximal do cromossomo X de macho & em £ ¢ F a mesma
regido no cromossomo X de fémeas, em F observar o
desemparelhamento desta regifo. WL s nucléolo. M
MiCcrocromossomos.
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Figura 1@a-0.

Sinapse

ATEF3 X M

B304 .

moderada em hibvridos de A?SF3. A. Femea (F
ASSF{1). B. Feémea, C. Machoa. (F A?5F3 X M
Fémea (F A?5F3 X M RBS2G3). Dhservar

microcromossomos emparelhados somente pela extremidade

proimal

(zetas

CUOmoSEomn X aparens

5 6

7

(pontas de seta
Cromossomicas
gapessas). Em A
desemparelhada (setas duplas).

Proximals
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Figura

116-R.
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Fiagura

Sinapse rveduzida em hibridos. A. Fémea (F RRSDN7 X H
ASSF14). B. Fémea (F RGP X M E31iD1i). Dhservar
microcromossomos  desemparelhados {pontas de seta)d.
regines cromossomicas  proximais  (setas  delgadas)a
distais (seta espessa em B) & seamentos oromossomicos
intermedibrios desemparelhados {(setas pequenas). Em A
o crvomossomo X aparece desemparelhado na TEgLAD
proximal (seta sspessal.,
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Figura

Macho (F BS5@Q3 X M

Sinapse rveduzida em hibridos. A.
BRenz). B.C. Fémeas (F RBS0Q3 X M RESDZ). D. Fémea (F

ASSF1i4 X M BR507). E. Fémea (F EB2eD2 X M BRS9Qi). F.
FEmea (F BRONR2 X M BUZ). Observar microcromossomos
desemparelhados (pontas  de setals assinapse Nas
regioes proximais (setas delgadas). distais (setas
espessas) € em segmentos cromossomicos intermedidrios
(setas pequenas). NUI nucléEolo.
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Figura

144D,

Assinapse na regido  proximal do cromossomo X da
linhagem A?SF3. A. Sinapse completa. BE-D. Variagdes
na extensio de assinapse. Em A. as pontas de setas
indicam o ponto de inicio da regifo com assinapse
observados nas fotos PB-I. 0 ponto mais frequente
de dinficio da assinapse & o que esth indicado na
foto B. Az setas em C e I apontam o segmento de
bandas organizadas entvre duas regides com aspecto
heterocromitico.
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For COMPAYAGAD com o padrdo de bandas obsevrvado

intralinhagems esee cromossomo & oviginado de ARSF3. FEgse

cromossomos & também. sempre mais longo que o homdlogo. dervivado de

qual quer  das linhagens com que AP9F3 foi intercruzada (Figuras 154,
Cy D & 1464 B).

0 segmento de padrdo de bandas organizado, desse
cromossomo apresenta~ses no hibrido. de formas diferentes. As vezes
apresenta-se ligado ao  ocromossomo  pelas duas extremidades s
distendido (Figura 158.0) ou formando alga (Figura $5A4.C). Dutras
veres aparece quase destacado do cromossomo ligando-se a ele apenas
por Ftilamentos da vegifo "desorganizada” de sua extremidade distal

(Figura {3B).

c. Material cromossdmico extra nas glandulas salivares de

hibridos
c.i. Machos

Nos ndcleos politénicos das glandulas salivares de machos
hibridoss descendentes de intercruzamentos com machos AP5F3.
aparece uma quantidade wvaridvel de material cromossdmico n&o
observado nag linhagens parentais ¢ que porisso foi denominado
material cromossdmico extra.

Foram encontradas variaees morfoldgicas e quantitativas
nos diferentes intevoruzamentos. quanto a esse matevial.

Aparentemente. o material cvomossdmico extra ¢ decorvente
da presenga adicional de uma parte do cromossomo X da  linhagem
A?S5F3s  que inclui desde o indcio do segmento organizado atd =a

extremidade proximal “desorganizada”.
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Figura 1{5a4-0D.

Mor fologia da extremidade
descendentes
e C. de F A95F3 X M R34D4.
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Figura is4-F.

)

3
N

£

Assinapse na regiio proximal do cromossomo X em fEmeas
hibridas. A. F EB2ODN2 X M A?S5F3. B. F EB2507 X M A95F3.
C. F B5904 X M 425F3. DI. F BS50Q3 X M A?5F3. E. F AZ5F3
X M A55F44. Fo F A25F3 X M BR3iDi. As setas espessas
mostram =a regifo do cromossomo X com assinapse.
Observar microcromossomos desemparelhados (pontas de

seta) ecm D e F.
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A Figura 17 mostra o material cromossomico extra nos
machos hibridos dos intercruzamentos de machos AY5F3 com  FEmeas
ASSFLL (AWB) W com BEOQ3 (Cull) & com BRS0NY (E.F). A Figura {8 refers-

a machos hibridos de fémeas BRS07 X machos A5 e a Figura 19
refere~se a hibridos de fémeas BR2OI2 com machos ATSFI.

Frequentemente. 0s microcromossomos  (ambos  ou L)
encontram-se associados ao material cromossdmico extras. como  por
exemplos. nas Figuras {748.C.E5%5 424.0 ¢ 17D

0 segmento extra aparece muitas vezes associado a uma
massa de aspecto hetevocrombhtico (Figura {74 que pode apresentar
também uma estrutura organizada assumindos. &s vezes. forma de alga
ou anel (Figuras 18C.E.F e 419C.0.E).

Nesses machos £ frequente encontrar-se L b loco
heterocromdtico associado a regido proximal de um dos
microcromossomos (Figuwras {8C14920).

Dutros cruzamentos cujos machos hibridos apresentaram

material cromossomico extras. envolveram as linhagens RBREONR ou RRSEDY.

Essa amplificagio foi observada tanto em cruzamentos de Fémeas como

de machos dessas linhagens. A Figura 20 refere-se a intevcoruzamentos
entre fémeas B20D2 e machos BS52Q¢1 (A). entre fEmeas R50G3 e machos
BRSD7 (B)w entre fémeas HE20D2 e machos BYOQ3 (L) entre fémeas BRODR
e machos ASSFLL (). entre fémeas BRONE ¢ machos BSRQ3 (E) ¢ entre
femeas EBS5QQ3 € machos BRPODE (F). MNessa Figura observam-se alguns dos
aspectos jd descritos nos hibridos de A95F3. sendo que a quantidade
de material extra varia nos diferentes cruzamentos. Fode-se observar
também a presenga de um segmento extra dotado de grau de politenia

reduzido quando comparado aos cromossomos (Figuvra POA.B.E.F)
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Figura

y BPA Tod i

Material cromossdmico extvra em machos hibridos de
intercruzamentos da linhagem APSF3. A«B.com F ASSFL1.
Ciall com  FBOBEOQ3. ExF«rcomoik BE2SDZ,.  Obsevvar
microcvromossomos dessmparelhados (pontas de  seta).
massas com  aspecto heterocromdtico (setas deloadas)
segmento cromossomico  extra  (setas  espessas). NI
nueléEalo.
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Figura

184-F.

F

Material cromossdmico extva em machos hibridos de
I B2END X M ATSF3. Dhseyvar MicroCromossomas
desemparelhados (pontas de seta) e em C associado a
um bloco de aspecto heterocvomhtico (setas duplas
menores)s massas de aspecto hetevocromhtico (setas
espessas). Em Cs E ¢ F azs setas duplas maiores indicam
estrutura ovganizada associada an segmento
cromossomico extra & que As vezes aparece =m forma  de
alga (setas duplas em E). NU: nucléolo.
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Figura 1924A-E.

Material cromossémico extra em machos hibridos de
F B2epg X M AZ5F3. Observar MLCYOCYOMOSS0OMDS
desemparelhados (pontas de setal) @ em I associado a
um bloco de aspecto hetevocromdtico (setas duplas
menores)s massas de  aspecto heterocromitico (setas
delgadas) e segmento  cromossomico extra (setas
espessas). Em C. D e | as setas duplas mostram
estrutura organizada em forma de alga.
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Figura 204-F. HMaterial cromossdmico extra em machos hibridos de
intercruzamentos com  RB202  ouw ERSD7. AL F BRPOIP X
M BS2GLi. RB. F BEQQ3 X M B250D7. C. F B20DE2 X M BSAQ3.
DL F Be2ene X M ASSFidi. E. F BPODP X M RSe03.
Fo F BSOG3 X M B22D2. Observar microcromossomos
desemparelhados (pontas de seta). massas de aspecto
heterocromitico (setas delgadas) & segmento dotado
de um agraun de politenia reduzido (setas espessas).
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Col. FEmeas

Algumas Fémeas hibridas do intercruzamento de fFémeas

2 com machos A?SF3 também apresentaram cdlulas politénicas com
material adicional. A Figura 24 mostra algumas cédlulas em que nédo
foi nhservado material adicional (ALB) ou em que Lm dos
MicroCromossomos aparece associado & uwuma massa com aspecto
heterocromaticos. de tamanho varibvel e hs vezes em forma de alga (O~
FYy. Embora essa fémeas sejam também descendentes de machos APSF3.
em  suas cklulas nAo foi observado um segmento com padrio de bandas
organizado como foi visto nos machos hibridos.

lNeve-se ressaltar que os cruzamentos reciprocos de A?SF3
nano mostvaram amplificagBo cromossdmica nos descendentes.

Fémeas hibridas de outros intercruzamentos de machos
APSF3  também apresentaram material cromossdmico extra. E o que se
observa na Figura 22, em que A refere~se a fémeas hibridas de REOG3
e B a fémeas hibridas de B2507. em ambos 03 casos com machos APSF3.

As observagfes sdo as mesmas jd mencionadas na Figura
anterior.

Em resumo, a presenga de material cromossdmico exbra
permite distinguir duas classes de hibridos:

i. 08 que descendem dos cruzamentos entre as  linhagens
B52Q3. BS?Q1., ASSFL4.  R34D4.  BROIR e BE2SD7 com a linhagem A9SF3.
Nestes hibridoss © material cromossdmico extra sb & detectado na
diregao de cruzamento que envolve machos A?5F3 com feémeas das demais
linhagens e & mais constante e complexo nos machos hibridos que nas
femeas hibridas.

Ds  que descendem de cruzamentos entre duas quaisquer

29
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Figura

2iA-F.

o
|

Pt

Variagio na quantidade de material cromossdmico
heterocromdtico.

com Asp
F o R2enz

desemparelhados(pontas de setal.

(setas
forma de

5 6

;\\!‘
¥ W

T
2% o

2
e ?

£

ecto
X

M

APSF

delgadas) o

alga

,unesp”

(zetas

{Sjp=ﬁ: :

e

!

o
-

Ja Observar

segmento cromossOmico
duplas).

AVA
AVAYAY

. 12 43 14 15

8 ..:"&1; Al '-g
. ?@.“'r'}.{{t\\\

<

&2

Wl

extra

em fémeas hibridas de
Microcromossomnos
massa heterocromhtica

extra em

16 17 18



Figura 22a-B.
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das linhagens RES@Q3., RBOI?QL. ASESFLL e B3IDL ouw oz que descendenm
cruzamento entre as linhagens B2O02 & E25D7. Hestes hibvidosa

foi detectado matevial cromossdmico extra.

2.2+ Colorag@o pela técnica de banda-C

A coloragdo pela técnica de banda~C foi aplicada
CromoOssomnos dos hibridos machos e fémeas provenientes
intercruzamentos com a linhagem A?5F3. 0 objetivo foi tentar
caracterizar a regifo proximal do cromossomo X das fémeas hibridas e
o material cromossdmico extras. encontvado em hibridos de alguns
intercruzamentos. quanto 3 sua natureza cromatinica.

FPara istos foi necesshrio realizars previamente. a
adaptagio da tkocnica ao material em estudo.

Embova 04 resultados tenham apresentado alguma
variabilidades isto Jj& era esperado devido 3 sensibilidade da
tEcnica empregada. hs variagdes ambientais. Alguns pontos devem ser
destacados no uso desta técnicad! 1) a fixaedo do material na l1&mina
foi satisfatdrias 2) 08 cromossomos conservaram a  sua  estrutura
mov foldaica aparentemente inalteradai 3) a coloragio dos cromossomos
de uma mesma lamina mostrou-se pouco varidvel, emboras ainda. tenha
havido grande wvariabilidade quanto ao aspecto e coloragio dos
cromossomos  entvre as diferentes l3minas submetidas ao meszmo tipo de
tratamento: 4) cerca de 35% das 13minas mostraram um padrio de
coloragiano semelhante. Essas  12minas foram utilizadas pava anbdlisze e
apresentagio dos resultadoss: 5) a maior dificuldade foi obter fotos

que traduzissem o padrdo de coloragdo dos Cromossomos. Nesta
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tentativaa foram utilizados filmes colovido € preto & brancos. com @

sem filtro.

Na andlise das l1aminas. de modo geral a extremidade

proximal do cvomossomo X das Fémeas hibridas mostrvou uma coloragio
mais acentuada do que o rvestante do cromossomo (Figura 234). 0
cromossomo apresentou uma cor mais violhAceaa. e as handas. tons  um
POUEO mMals ESCUrosa ¢ a extremidade proximal. wma colorvacio
acentuada. A& mesma coloragio acentuada foil observada na extremidade
proximal dos outros cromossomos. especialmente no crvomossomo  I1.
Esta coloragio mais forte foi também observada no material

cromossomico extra (Figura 238).
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Figura
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handa~C. A&. Cromossomo X de fémea hibrida

de F ASSF{i X M A?S5F3. corado mais
em sua extremidade proximal (seta). B.
cromossomico  extra  em macho hibrido de
covado mais intensamente (setal.
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IV. DISCUSSAO

Fstudos do caridtipo (Baimai et al.. 1983) . inversdes

cromossomicas (Tosi. 19823 Tosi & Senes 198923 Ruiz et al. 19823
Wasserman & Richavdsons 19287). movfologia do edeago (Bilwva. {9813
Gilva & Sene., 19294). isolamento reprodutivo (Bizzo. 1983:% Madi-
Ravamzia 1288 ., isolamento sexual (Morams . 1992) ¢ padrdoes de
esterases (Lapenta. 1992). de linhagens isofémeas da supevespécie D.
serido. tém mostrado wum  padrdo complexo de difervenciagBo em
populaaies de orvigens geogrdficas distintas.

Com o objetivo de entender melhor o processo de
divergéncia dessas populaghess o presente trabalho analisou cinco
linhagens isofémeas de D. serido, duas de D, koepferae ¢ uma de .
buzzatii. quanto a aspectos reprodutivos e citogendticos.

NDs dados obtidos permitem acrescentar outvos parvametros
ans analisados anteviormentes ou mesmo apresentar uma nova abordagem
de caracteristicas ji avaliadas, contribuindo desta forma para o
conhecimento da diferenciagdo entre as linhagens isofémeas. Esses
dados referem-se A fertilidade. fecundidades sinapse nos Cromossomos
politénicos e presenga de material cromossdmico extra em hibridos
entre as linhagens isofémeas. Particularmente, a fecundidade recebeu
wuim enfoque mais detalhado no sentido de verificar EEHR
diferenciagcho.

A andlise da fertilidade. entendida como frequéncia de
cruzamentos com descendentes. mostrou que todas as linhagens <do
altamente ferteis nos seus intracruzamentos. embora. B29 &  BRS5.
ambas originadas da Argentina & atualmente classificadas como D.

koepferae. sejam significativamente menos ferteis que as  demais
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linhagens.

Quanto & produtividade ou fecundidade (entendida como
nuimero médio de descendentes) dos intracruzamentos. foram
significativas as diferengas de B31 quando comparada com todas as
demais linhagens isofémeass exceto com BE20 e BRS;: estas trés
linhagens forvam as que apresentaram a8 menoves produtividades.
Contudos. cada linhagem pode ser considerada bnica no sew padvio de
produtividades o gue & demonstrado por uma anbhlise mais detalhada
desse parvametvros nas séries de tubos originadas por transferéncia
das moscass como mostram a Tabela 3 & a Figura 1.

For exemplos na primeiva série de tuboss A?5
apresentaram as menorvres fecundidades. Com relacBo a A?5. este
Jh havia sido obhservado por Madi-Ravazzi (1988) . isto &
linhagem apresentou um atvaso no inficio da produtividade ¢ tamb&m um
tempo maiovy de desenvolvimento quando comparada com B2@. Na gquarta e
dltima série de tubos:s as menores produtividades fToram apresentadas
por BS99 BE2® e B3, corrvespondentes a aproximadamente metade a um
tergo das produtividades das demais linhagens. Nas skries
intermedifivias de tubos. também houve variag@o de compovtamentos.
quanto a produtividade. entve as linhagens isofémeas.

A comparagio dos dados de produtividade intvalinhagem do
presente trabalho com o0s dados quanto as frequéncias de cdpula.

obtidos por Movaes (i9292) mostvam que estes dois parvametros nio  se

sobrepbem  obrvigatoriamente. pois. A?Y e B31. que 580 as linhagens

de menor produtividade nos primeivosz  tubos. apresentaram altas
frequéncias  de cdpula na idade corvespondente 3 das moscas desses

tubos.
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Oz resultados do tvabalho de Singh & Chatterijee (1987)
sobvre frequéncia de chpula e produtividades em cinco linhagens
isofémeas de Do ananassae de localidades geogrdficas distintas.
entretanto, mostrarams, alédm da grande variagio na produtividade
entre as diferentes linhagens isofémeas. que as linhagens isofémeas
com maior atividade sexual produzivam mais descendentes. Aqueles
autores nAo encontraram relagio entve o nlmero de geraghes
manutengio em laboratbrio & a maior ou menor  frequéncia
acasalamentos das linhagens isofémeas.

N avaliagdo da capacidade de intercruzamento das
linhagens isofémeass realizada no presente trabalhos destaca~-se que
a linhagem de Do buzzatii testada encontra-se isolada de todas as
demais. Apenas em intevcruzamentos de fémeas B2Y ou B2Q com machos
daguela espbcie  houve produgio de algumas pupas a5  guais nfo
completaram o desenvolvimento.

D. buzzatii ¢ D. serido sio duas espécies intimamente
relacionadas do grupo repleta:. ¢ suas velagdes Filogenkticas Foram

recentemente estudadas (Ruiz et al..s 19282:  Lapentas. 1992). Naveira

et al. (i984)., obtiveram machos hibridos estéreis & fémeas fFhrteis

nos cruzamentos entre fémeas de Do serido ¢ machos de D. buzzatii.
Ambos o0s estoques eram provenientes da Argentinas. sendo D. serido.
de Vipos. que & uma regilo muito prbxima dagquelas das  populagdes
mais tarde descritas por Fontdevila et al.. 1738 com . koepferae.
Frovavelmente. HNaveira et al. (19284) utilizaram linhagens de D.
koepferae., como no presente trabalho. e nio de Do serido. & assims

observacdes s3o parcialmente concovdantes. A diferenca (obtengio

adultos por agueles avtores) pode sev devida 3 linhagem de  D.

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 Eunespw. 12 13 14 15 16 17 18



buzzatii utilizada no presente trabalho (procedente de Carfanaum-
Bahia. PBrasil) e na uwtilizada por aqueles autores (San-Lluis.
Aragentina)l .,

Naveira & Fontdevila (1i986) através de estudos de
introgressio de D. serido (provavelmente D. koepferae) em Do
buzzatii mostraram que fatores ndo especificoss espalhados pelos
autossomos podem produziv esterilidade somente quando acumulados em
quantidades criticas,s enguanto o cromossomo X transporta  fatoves
especificos distribuidos por todo o cromossomo. que  produzen
esterilidade por si.

Quanto as demais linhagens isofémeas analisadas
neste  trabalhos B5O ., BEY.  ASY e B34, seus dintercruzamentos
apresentaram fertilidade ¢ fecundidade elevadas. em alguns casos até
maior que nos intracruzamentos. manifestando uma possivel situacio
de heteroses por se tratar de wuso de linhagens isofémeas. que podem
apresentar um cevto grau de homozigose. Em todos o3 casos 03
hibridos Fi foram férteis.

For sua vez:. as linhagens B2 e B2Y5 quando intercruzadas

mostraram também alta fertilidaded em contraste. foram pouco

produtivas. mas seus hibridos sio férteis.

Entretanto. os intercruzamentos de BEQ, RE?, 4S5 e B2
com B2¢ ou B2Y9 manifestaram isolamento assimétvicos. com graus
varibiveis de isolamento quando os machos pevtencem as linhagens B9
ou E25. Na dirveedo reciproca, envolvendo fémeas de RE0 e BR2S  com
machos BS50, BS? e ASS e também Témeas de B2Y% com machos B3i. houve
alta porcentagem de cruzamentos férteis, mas a sua produtividade foi

baixa e significativamente diferente dos intracruzamentos de cada
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linhagem.

linhagem A5 apresentou isolamento assimétrico. em
relagao a todas as linhagensza. exceto. B, HNos  intevoruwzamentos
envolvendo fémeas de APS, a fertilidade foi baixa & em um caso =&
esterilidade foi completa (com B31).

Fstes resultados mostram que as fémeas de BE20 e BR2S foram
receptivas a machos com tipos diferentes de movfologia da genit@lia
incluindo o tipo B dos machos BS2 o A%5 e o tipo D dos machos de
B34, =além dos machos de suas prdprias linhagens que apresentam o
tipo E  (como jd foi mencionados. anteriormente. os tipos de edeago
foram descritos por Silva, 1981 e Silva & Sene., 19924). J& as fémeas
A% apresentaram uma incompatibilidade mais acentuada com relagio

ans machos de todas as outvas linhagens. exceto os de BSO (tipo B de

edeagods  enquanto que os machos A9 (tipo C de edeago) ndo  Foram

rejeitados pelas fémeas das demais linhagens. Contudo. Fi de todos
estes  dintevovuzamentos ndo produzivam F2.

Moraes (1.992) utilizouw 0 método de cruzamento
preferencial (que consiste em colocar juntos um macho & duas femeas.
sendo uma delas da mesma linhagem do macho e a  outra  de  uma
linhagem diferente), para o estudo do isolamento sexual de seis
linhagens isofémeas de De serido. duas das quais s8o0. provavelmente.
as  mesmas linhagens isofémeas utilizadas no presente estudo (B34 e
B25) & outras duas sdo da mesma localidade (A?SF3=RYECI &
BEQQ3=REQQE) .

Moraes verificou isolamento sexual em ambas as diregdes.
das seguintes combinagHes: A?S5 X B3i. A?H X BSG. ADE X BRES ¢ BRS X

E50. Nas combinagfes restantes.s entre essas linhagens isofémeas.
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encontrow dsolamento em apenas uma diregfio (isolamento assiméstrico).
Essa autovra computow também a porcentagem de cruzamentos que
produzivam descendentes e a fertilidade de Fi. Comparando seus
resultados com oz  do presente  trabalho. verificamos algumas
diferengas. 0s resultados de Moraes mostraram isolamento assimétrico

entve a  linhagem B34 & a linhagem BSQ sendo que as fémeas de RS5O

encontram-se  disoladas dos machos B31. No presente trabalhos. houve

uma alta porcentagem de cruzamentos férteis nas duas diregdes de
intercruzamento entre B34 e BS0. com a produgio de hibvridos
ferteis. Foram observadas també&Ems diferengas nos resultados da
frequéncia de cruzamentos ferteis dos  intercruzamentos entre a
linhagem A?5 ¢ as linhagensz B25 & B21. HNo presente trabalho. 24% de
cruzamentos férteis foram obtidos entvre fFémeas BRY e machos A95 &
8% no rveciproco. contra 490% e 30% obtidos. respectivamente. por
aquela autora. Entrve fémeas B31 e machos A?5 Moraes (op.cit.)
obteve 70% de cruzamentos ferteis . no vecliprocos %S0%. enquanto
nossos dados mostravam.  vespectivamente 2874 ¢ 94X, Houve diferencas
menos  acentuadas. tambkms na  frequéncia de cruzamentos féhrteis
para o8 intevoruzamentos de A3 com BS2.

Quanto & fertilidade de Fi. o0s resultados de ambos os
trabalhos foram concordantes. em alguns casos. por  exxemplos. nos
intevcruzamentos de féemeas A?Y & machos B31 e nos de BY%¢ com  B3i.
nas duas diregfes. No primeiro caso. Fi mostvou-se completamente
estéril e: no segundos. Fértil. Ao contrdrios para F2 os resultados
foram discordantes. Moraes (op.cit.) obteve F2 nos intercruzamentos
B25 X B3i. RBS52 X A5 e BS50 X B25. em ambas as dirvecbes e na direcio

femeas B24 X machos A25. No presente trabalhos nfo houve a produgbo
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de F2 nesses intercruzamentos.

Na andlise da fertilidade de Fi. Ffoi observadas nos
intercruzamentos de fémeas EBEEQ com machos B3L e nos de fémeas BRY
com machos AP5. a presenga de ovos  que nao  prosseguirvam o
desenvolvimento. Segundo Rizzo (1983), a presenga desses ovos @
indicativa da ocorvéncia de chpula entre o3 casaiss visto gue entre
as linhagens dessa espdcies ndo foi observada oviposigdo sem ter
havido cdpula. Isto foi verificado tambdém. por Madi-Ravazzi (4968)
para APSFI e BEOD2.

Bizzo (49283) analisou a fertilidade de Fi de diferentes
intercruzamentos de linhagens de . serido. inclusive algumas
utilizadas no estudo de Moraes (1992) e no presente estudo. RBizzo
(1983) observou diversos tipos de anormalidades nos machos hibridos
que provavelmente levavam b estevilidade. abrangendo desde problemas
nas gldndulas acessdrias até graves distdrbios na formagio dos
testiculos. 0 mesmo autor verificou que essas anormalidades

encontradas nos hibridos de um cruzamento ndo sd&0 necessariamente

uniformes em toda a sua descendéncia. Este foi o caso de alguns

intercruzamentos com a linhaagem APD. nos quais os machos hibridos
produzidos apresentaram desde disgenesia gonadal até comp leta
normalidade. Movaes (4992) acredita gque essa ndo uniformidade
fenotipica na descendéncia poderia ser responshvel pelo aparvecimento
de F2 em alguns intercruzamentoss isto pode ser vAlido. também.
para os resultados do presente estudos. guanto 3 nfo obtengio de F2.

Dutvas variaghes entre os resultados do presente
trabalho € os de Moraes (19922). provavelmente podem ser devidas ao

ueo de linhagens isofémeas diferentes. a diferencas na metodologia
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empregada  ou na variabilidade natural das linhagens isofémeas em
gstudoa ou talvez causada pela seleglo de conjuntos genico:
diferentes nos dois laboratbrios. em fungBos. por exemplo do:
diferentes meins de cultura utilizados na manutengio dessas
linhagens isofémeas. Morass (op. cit.) utiliza um meio de cultura
diferente (meio de quirvera) do utilizado no presente trabalho (meio
de cactos misturado com banana) e. sfegundo ela. o meio de gquirera
propiciouw um aumento pevceptivel no tamanho das larvas e no ndmero
de imagos produzidos.

Existem muitos exemplos na literatura sobre testes de
hibridagBo gque mostvaram resultados diferentes. Por exemplos os
realizados entre I mulleri ¢ D. arizonensis por Crow (1242) @
Fatterson (1947) de um lados. e por Bicudo & Richardson (4277. 1973)
de outro. ndo concovdam: enquanto os primeirvos autores obtiveram
apenas machos, o0s dltimos autores obtiveram fémeas ¢ machos neste
teste. Wasserman (19254) mencionous inclusives. ndo ter conseguido
obter hibridos entre as duas esphkcies. PRicudo & Richardson (1978)
SUgEerem que £553 nNAao concovdiancia dos resultados pode sey decorventes
da diferenga dos métodos utilizados. bem como da diferenga quanto 2
procedéncia das linhagens.

Fode~se dizer tambdém. que o grauw  de compatibilidade
gendtica entrve os individuos de mesmas populagies ¢ Frequentemente
varidvel € o0s resultados obtidos vio estar atéd certo ponto na
dependéncia dos individuos escolhidos. em cada umas  para 08
intercruzamentos.

.

Em resumos em relagdo &s linhagens isofémeas analisadas

neste trabalhos. observou-se que muitas vezes. o intevoruzamento @
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mais produtivo que o intracruzamento. que a alta fertilidade nem
sempre & acompanhada de alta fecundidades. em outras situaghes a
bhaixa fertilidade > acompanhada de baixa fecundidade &  até  mesmo
podem  ocorver  baixa  fertilidade e alta fecundidade nos  poucos
cruzamentos férteis.

Na avaliagdo da fertilidade entre ag linhagens, os dados
do presente trabalho permitem reconhecer,. basicamente, dois grupos
entre as linhagens isofémeas cujo inteveoruzamento & afetado em  uma
daz diregdes. a qual se mostra estéril ou fracamente produtiva.
Dentvyo dos grupos. poréms 3 fertilidade & elevada nas duss direcbes
de cruzamento. Um desses grupos & composto pelas linhagens BP0 o RES
(. koepferae) ¢ o outvro pelas linhagens BSO. BYS9. ASYS e B31 (D
serido) . Uma terceira situagio foi observada nos intercruzamentos
da linhagem isofémea A?Y (classificada presentemente. como D.
serido), 5 gual intercruza relativamente bem com S¢senmasosesta
isolada assimetricamente dos demais membros do grupo destas. bem como
do grupo composto por B29 o B2S.

Bizzo (1983) separouw estas linhagens isofémeas
linhagens isofémeas da mesma procediéncia. da mesma forma com base
cruzamentos em massa em que analisouw a producio de adultos e a
fertilidade de  fémeas e machos Fia assinalando  tambbma 0%

cruzament os e produaivam OVOsE @ agqueles Cugo desenvolvimento

atingiu a fase larval. Entretanto:. a linhagem isofémea BES nd&o

consta na tabela dos intervcruzamentos realizados por Bizezo & seus
resultados de cruzamentos entre B34 e A?S difeviram dos obtidos no
presente  trabalhoa uma wvez que ambhas as divegbes de cruzamentos

Foram ferteis. enquanto no presente trabalho uma divecio foi estbril
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a outra apresentou baixa fertilidade. Estas diferengas podem
decorrentes da linhagem isofémea utilizada por Bizzo (A?S5C3) e
utilizada no presente estudo i ¢ tambbm da metodologia
empregada em ambos os trabalhos.

Como foi mencionado no infcio desta Discussdo. foi
realizada wuma tentativa de cavacterizar a diferenciagio entre

linhagens isofémeas analisadas. com base no nlmero de descendentes

em Fi. @& parvtiv dos dados de agrupamentos ("cluster  analysis™)

relativos aos padrdes de produtividade. na sequéncia de tubos. foram
estabelecidas as relagfes entre as linhagens considerando #
interagio de cada fémea com todos os machos (1) € a interagio de
cada macho com todas as fémeas (2).

No primeivo caso (com base nos agrupamentos formados nos
niveis Q.4 ¢ Q.64 apresentados na Tabela (3)s bem como no  segundo
caso (com base nos agrupamentos de mesmos niveis. apresentados na
Tabela 14): foi possivel estahelecer as relaghes de proximidade
entre as linhagens isoféemeass da forma apresentada. 2 seguivse nos

s respectivos diagramas.
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Niagrama §.

(B2 B25) (BE5G . BE?.455 . 831)

Diagrama 2.

n. kwp.rerae e e s e i v npa s e " n- EEI’JI.dD

(B2 .B25) (BEO.BEI7.A55.831)

EFEm =ambos 08 casoss as interaglies seguem o mesmo padrio.
isto & A?5  encontra-se mais prbxima de D. koepferae (9 =
agrupamentos) e de D. serido (4 agvupamentos)s do gue D. koepferae
de Do serido (5 & 2 agrupamentos). Tendo em vista esse resultado.
podemos tentativamente discutir se A95 & pertencente a populago

ancestral que oviginou I. koepferaese ¢ . serido ou derivada. Lapenta

(1992) observou que o padrio de esterases de A95 & mais prdximo de
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D. buzzatii do que das demais linhagens isofemeas na superespbcie D.
serido ¢ neste caso poderis ser ancestral destas.

Kaneshiro (4974) e Watanabe & Kawanishi (4927%9) sugevem
que a presenga de isolamento assimbétrico pode indicar a divegio da
evolugio. Embora o3 modelos apresentados por estes auvntores  sejam
opostos. existem evidéncias experimentais corvoborando ambos os
modelos .

0 modelo de Kaneshiros baseado em estudos com espécies de
Drosophila havaianas. postula que quando surge uma nova espbcie seus
machos ndo sdo prontamente aceitos pelas fémeas da espdeie
ancestral. &4 forte discriminagio das fémeas ancestrais pelos machos
das espdécies derivadas se deve ao fato de que estes machos teriam
alterado ou perdido =alguns elementos do padrdo de corte e isto
dificultaria o sew reconhecimento pela femea ancestral.

Watanabe & Kawanishi (49279 apresentam  um miodelo
contrastante. baseado em experimentos com espécies do  arupo de
melanogaster. pelo qual sugerem gue as fémeas da nova espécie nAo ze
acasalam com os machos da espdécie ancestral. Segundo esses auntores.
as espécies recentemente derivadas ganham elementos do padrio de
corte em relagdio & espécie ancestrals todo novo trago € obtido da
mesma maneira. Entretanto. =a hipdtese daqueles autores. ndo
baseada nesses argumentos. Fara eles. a mudanga mais importante para

a criacio de uma esplkcis nova & o "fracasso” de acasalamentos entre

machos da  espkcie ancestral & fEmeas da nova espkcis.  Muitos

mecanismos de comportamento estario envolvidos nesse fendmenn. sendo
que a rejeicio de machos ancestrais pelas fémeas derivadas ou fémeasz

devivadas  dgnoradas por machos ancestralsa 380 parte desses
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MECAnismos.

Como foi mencionados. a linhagem A?5 apresenta diferengas
entre 0s  cruzamentos reciprocos gquando cvuzada com  todas  as
outras:s exceto BS50 es. em todos os casos em que hd diferengass a
fertilidade e produtividade & menov quando a fémea & AP?S. Azsim. ao
aplicarmos o modelo de Kaneshivo (4974) nesses rvesultados.
linhagem A?Y seria considevada a forma ancestral €. pelo modelo
Watanabe & Kawanishi (i979). AP?S seria a espkcie derivada.

~

Tosi (1982). baseada em dados de inversdes cromossdmicas
em populagdes de D. serido inferiu que a origem dessa espbcie poss:
ter ocorrido na regido da caatinga. Essa autora diz que. se formos
considerar as populagdes dessa regido brasileira como as mais
antigas da espécies entdos as populagdes da Argentina deveriam ser
derivadas delas. No entanto. as populagdes da Argentina s8o muito
mais polimbrficas que as da caatinga. Esse fato contraria o
principio de que a forma ancestral seja mais polimdrfica do que =a
espécie derivada (Carson & Templeton. 19843 Rarton & Charlesworth.
1984) .

Entretanto. Tosi & Sene (L289) encontravam em outyras
populagdBes o mesmo arranio cromossomicos. o gque descaracterizou  a
condig@o de ancestralidade atribulida As populaghHes da caatinga com
base nas inversdes cromossdmicas.

Além disso. Wasserman & Richardson (1987) discutem se &

confidvel o uso da quantidade de polimorfismo cromossdmico como

medida para a idade das espécies ou populagoes. visto que g&io

conhecidas espécies polimdrficas derivadas de ancestral

homossequencial e monomdr fica.
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Ehrman & Wasserman (1988). por sua vez, questionam =a

validade da determinacBo. com seguranga. da divegio de evolugio
entre duans  formas a  partir de rvresultados de izolamento  sexual
assimétricos. pois acreditam que cada populagio desenvolve. de
maneiva prdépria. sua histdria de isolamento sexuals onde o
isolamento assimétrico ¢ apenas uma etapa. Aldwm disso. oz modelos
propostos representam  apenas duas alternativas dentre um  grande
nlbimern de possiveis cenfrios da especiaglo que  podem  incluair  um
esthgio temporbirio envolvendo isolamento assimétvico.

Segundo Giddings & Templeton (1983) o modelo de Kaneshiro
pode servir como indicador do caminho da evolugio para espécies ou
populagdes onde as premissas bisicas desse modelo tenham ocovrido
durante a sspeciagho. ou sejas 1) gue a3 populagdHes estejam ligadas
por  um efeito do fundador com pouco ou nenhum fluxo g@nico entre
elasi ) que a populagio ancestral nfo tenha sofrido afunilamentos
es portantos. ab pode se aplicado em casos especificos (Kaneshivo &
Giddings., 1988. Essas informaghHes ainda nBo existem em velagio

ARE .
0 estudo da assinapse em hibvidos interespecificos tem

sido  realizado por  vArios autoress entve os  quais  Dobzhansky
(4957)s Kambysellis (1970), Evagen’ev & FoliansKaya (1976} Bicudos
(1979)s HMadi-Ravazzi (1983), Madi~-Ravazzi & RBicudo (i992). Por ser
uma  caracterdstica tdo constante tem sido usada como marcador para
estudos de introgressdo cromossomica (por exemplo. Tadei & Ricudo.
19841 Naveira & Fontdevila. 19851 Naveira et al., 1986).

No presente trabalhos o3 hibridos de linhagens isof@meas
mostraram um graw varibhvel de assinapse. Nos hibridos que manifestam

EEEE ‘F%!"IGIII{?S"II’.Jy algumas 'I'(";‘Hli.‘ff?(?";i cstdao constantemente desemparelhadas.,

iea
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B2 de um lado & BE3@. BS99 55zen B3ia
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outvros €30 as linhagens mais difevenciadas . portantos mais
distantes, & que & linhagem isofémea A?Y diferencia-se das demais de
ambos o8 grupos. Contudos nos rvesultados de Ffecundidade. A9
encontra-se mais prbxima de D. koepferae (E20 & B25) do que de D.
serido (B50, RBYS?. ASS e B34). enquanto nos resultados de sinapse

oecorre o contvdrio sendo o emparelhamento cromossdmico de A?S menor

com D. koepferae do que com Il. serido.

0 grau de assinapses obsevvado em cruzamentos entve as
linkagens isofémeas de D. koepferae (B0 e B2S) ¢ as linhaaens
izofémeas, RSO, BS59. A5 e B34, classificadas como D. serido & com
ATS presentemente também classificada como D serido. & o mesmo que
caracteriza normalmente s hibridos interespecificos. como  por
exemplo entre D.  dnsularis X D.tropicalis (Dobzhansky. 1957).  D.
mulleri X D arizonensis (Bicudo. 19279) ¢ de . buzzatii X D.
serido (Naveira et al.. 198482,

Un outro aspecto analisado no presente trabalho. € =&
presenga  de material cromossomico extra  que ocorrve em alguns
hibridos das linhagens isofémeas analisadas. Este fendmeno & aqui
interpretado como uma manifestacio de diferenciagio genktica entre
as linhagens intevcruzadas e Jjh havia sido detectado por  Madi-
Fravarzi (1988) em hibridos entre B20D2 & APSF3. Fendmeno semelhants
foi descrito para outras espbecies do complexo mulleri do  grupo
repleta por Bicudo & Richarvdson ({278) e Bicudo (1972).

0 material cromossdmico extra € constituido por massa (s)
de cromatina e segmento (&) cromossdmico (8) a ela associado (s).
Fela morfologia e aplicagdo de banda-C esse material comporta-se

predominantemente  como heterocromatina. Fara explicar sua Presenas
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admite-se que gseviam  acionados  ou desveprimidos mecanismos
amplificadores que dotaviam essas cklulas portadoras. de genomas
evoluidosz separadamente. de melhores condighHes de atividade =
sobrevivéncia.

Madi~Ravazzi (1988) propds duas hipdteses para explicar
a presenga das massas de aspecto heterocromdtico. presentes nos
hibridos dos intercruzamentos de BROD2 e A?5F3. Uma delas ¢ que
seria o resultado da desrepressio da replicagio da hketerocvromatins
ligada a0 microcromossomo de A?S5F3 (nos machos e fémeas hibridas) e
an cromossomo Y de APESF3 (nos machos).

Sabe-se que nas olandulas salivares hd novrmalmente
subreplicaaio das regides hetevocromdticas quando comparada com
cromossomos mitdticos. Fortantos, na presente hipdtese. haveria uma
alteragio dessa situagdo.

Heitz (4934, apud John. 19288) sugeriu que os cromocentros
dos ndcleos politénicos 530 formados Por duas regides
movfologicamente distintas: uwma regifo central, pequena & compacta.

civcundada POY  LmER l”tE?Qii":'-l‘D MALO s aranular., Fese autor PT'OP(SE e

essas regides representam dois tipos diferentes de hetevocromating.

denominados respectivamente de alfa e beta hetevocromatina.

A alfa hetevocromatina contém sequincias de ONA altamente
repetidas que 580 subreplicadas durante a politenizagios. quando
comparada com cromossomos mitbticos (Gall. 49732. Lakhotia. 1984). JA
a beta hetevocromatina & replicada ao menos parcialmentes. durante a
politenizagio (Flaut. 19243).

Estudo de marcagdo in vitro com uridina tritiada em

galandulas salivares de . wmelanogaster mostvraram que a maioriza dos
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graos de prata estBo sobre a beta hetevocromatina enquanto  nenhum
ardo foi observado sobre a alfa hetevocromatina. Em termos de
densidade de grdos: a beta heterocromatina parece sev mais ativa do
que a eucromatina (Flaut. 192463).

A outra hipdtese apresentada por Madi-Ravazzi (4988)
admite a amplitficagio de sequéncias de DNA da heterocromatinas
envolvida com a regulagio de alguma atividade celular. que poderia
ser a atividade organizadora nucleolar. Esta amplificagio foi
sugerida para machos hibridos descendentes de fémeas de Do, mulleri o
machos de D. arizonensis. nos quais o microcromossomo amplifica até
cinco vezes sew tamanho & assume o papel de organizador nucleolar
principal. em decorvréncia da auséncia do cromossomo X de  D.
arizonensis (Bicudo & Richarvdsona. 19277).

Fara explicar a presenga do segmento cromossdmico extra.
Madi-Ravazzi (49288) aventou a possibilidade de se tratar  de  um
segmento  do cromossomo Y gue ndo se politeniza  intvalinhagem mas.
politeniza~se no hibrido. Aventou também a possibilidade de que se
trata de um segmento duplicado. separado do cromossomo de origem e
diferenciado geneticamente.

Entendendo que a presenga de material extra & indicativa
de diferenciagido gendtica € que uma maior quantidade de material
extra pode significar maior grau de diferenciagio. as linhagens
isofémeas analisadas no presente trabalho  foram agrupadas como
descrito a seguir.

Mais wuma wvez essas linhagens idsofémeas puderam ser
separadas em  dois  grupos  dentro dos  quais  nenhum gV AL i 2

amplificaado foi observado nas Fémeas > machos hibridos dos
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intercruzamentos entre as linhagens isofBmeas gque compdem cada  um.
Um desses grupos & formado por BS@. BS?., A55 ¢ B31 e o outro por B2e
e BRPS. Forédms machos hibridos de intercruzamentos nas duas direcdes.
entre as linhagens isofémeas dos dois grupos mostvam grau acentuado
de amplificag@o.

Da mesma maneira que no estudo dos parametros anteviores.
a linhagem isof&mea APS comportou-se diferentemente com relagio aos

doiz aruposzs. Guando fEmeas dessa linhagem 330 cruzadas com machos de

qualquer dos dois grupos. nBo ocorrve amplificagio detecthvel. Fovémg

no intercruzamento de machos dessa linhagem isofémea com fémeas dos
dois  grupos ocorve amplificagBos modevada nas fémeas hibridas
acentuada nos  machos hibridos. Nesses machos hibridos foi
encontrado o maior grau de amplificagio detectado nesse  trabalho.
caracterizado pela presenga  de “"massas” e oum ouw doisz  segmentos
extra.

Fovrtanto. embora 0 glignificado funcional dessa
amplificacio permanega  desconhecido. o fato de gque ela  permite
geparar  as  linhagens isofémeas da mesma maneira que o0s demais
parametros. parece convalidar o seuw uso como medida da divergéncia
entre as mesmas.

Sene et  al. (1988) e Tosi & Sene (L128%) indicam umz
diferenciaeio em mosaicos segundo a qual as populaades de D. serido
analisadas se diferenciarvam maisz ou menos simultansamentes. @2 partir
do isolamento de populagdes de uma mesma espécie com distribuigdo
geoardafica continua. Aqueles autoves admitem que egsse  isolamento
ocorreu durante os ciclos paleoclimdticos do periodo quaterndrio.

com @ r»:xpaneaé'o da vegetaﬁé&a dmida & a 1“@&1“;3(:.2"&:: da ‘J(‘:.‘Q(%.‘tk‘:‘l(ﬁ'gt) SECHa
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que  inclue a+s cactbceas a que as espécies do conjunto D. serido
estAo associadas.

Os dados de Lapenta (i992). sobre os padroes de esterases

em populagdes de D. serido ¢ D. buzzatii. reforcam essa idkia da

diferenciagio em o mosaico. Com  base  em  bandas com atividade
esterdsica, compartilhadas e exclusivas, Lapenta (op. cit.)
estabelecen uma hipbtese de divergeéncia das linhagens isof@émeas
analisadas. 2 gual mostra que a linhagem A?S & a linhagem de D
buzzatii compavtilham bandas que nAo foram observadas nas outras
linhagens, € que. por issos. mostvam uma linha evolutiva difevente
das linhagens BS5@. BS5?. A55. B3i. B2 = B25. Esse estudo mostrou
tambéms maior proximidade entve as linhagens B2Q e B2%5 e entre
linhagens BS5@., RS2, A5S% e B34i. sendo que B31 ¢ a mais diferenciada
desse arupo.

A reunido dos dados obtidos no presente trabalho com os
resultados dos diferventes marcadores Jjd analisados das mesmas
linhagens isofémeas ou de linhagens isoftmeas da mesma procedéncia
permite compor o quadro apresentado na Tabela (4. onde 22 obhserva
que a classificagdao das linhagens isofémeas com base nos resultados
de Ffertilidade. fecundidade., araw de sinapse dos Cronossomos
politénicos ¢ presenga de material cromossdomico extra nos hibridos.
concovda com a classificagBo baseada nos dados de  isolamento
reprodutive  (Rizzo. 419283). idsolamento sexual (Movaes. 1992) e
rezultados dos padrdes de esterases obtidos pela anhlise de
dependéncia (Lapenta. 1992).

De um lado esses dados mostram que A?9 estd  diferenciads

de D serido & D. koepferae zuficientementes 30 nosso vers para sey
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descrita como uma terceiva espbcie da superespbcie Do serido. [e
outro lado. o8 detalhes da variag@o das caracteristicas permitem
refletir  sobve questdBes complexas do processo evolutivo dessas
populaafies levantadas por autores como Sene et al.(i982). Tosi &
Sene (19289). Sene et al. (19883) ¢ Silva & Sene (1i721).

For exemplo. entre os marcadores analisados. existivia
algum fundamental no processo de especiagion?  GQual ou quais estarviam
envolvidos primarviamente ou secundarviamente nesse processo’?

Hd ainda =2 considerar a nd3o concordancia dos dados de
inversdes. caridtipos edeago e padrdo de esterases analisado por
indice de similaridades com os outros marcadores jd mencionados.

Tendo em vista a hipdtese de distribuigdo das populaades
de D. serido em dreas isoladas ou "vefdgios” (Tosi & Sene. 19289).
podemos questionar se algum dos modelos de especiagdo atuante
nessas populagdes nAo seria semelhante ao do principio do fundador e
da  especiagio em ilhas. descrito por exemplo para as drosbhfilas
havaianas (Carvson. {974 ). PBaimai et al. (1{733) sugevivam que as

populagies geograficamente isoladas das espéeies cactofilicas de

Ihrosophila na Regifio Neotropical. poderiam ser comparadas  com @

situagdo dos "Kipuka” nas ilhas do Haval, onde uma especiagio
explosiva de espécies de Drosophila ocorreu através de eventos de
"Flush” e "crash”s como postulado por Carson (1968, 1971).
Ressalvando o fato de termos trabalhado com pequeno nlmero
de linhagens isofémeas. mantidas por aproximadamente uma décadas em
laboratbrios 03 dados obtidos no presente trabalho s30 mails  um
reforgo para a idkia. bastante difundida na litevatura. de que cada

ET?SP(-.*.CiG? ou mesmo cada '-’(T)Pl.ll'c':lﬁu'c:-ff.'_'l ¢ dnica no seu padr‘éfn evolutivo em
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abela 16. Classificagdo geral das linhagens isoffmeas da superespécie D.serido com base nos marcadores utilizados na literatura e no

presente trabalho.

Linhagen Caribtipo Inversdes Edeago Isolamento Isolamento  Padrdo de  Fertilidade Fecundidade Grau de sinapse  Presenga de
*tluster
+ " ¥k Reprodutivo  Sexval Esterase + +H analysis’  Cromossbmica “Material extra®

ERE + IS(X)  ANADEP

I\ 111
v 111

v 111 Yodical

1 Hia: I I I

ATSC3 v Il I 11
B2602 v 11 111 I 11 I

82307 v 1 111 111 111 I11

+ Baisai et al., 1983; ®% Tosi, 1982; Tosi & Sene, 1989; w¥éx Silva & Sene, 1994; wesk Bizzo,i983; + Moraes, 1992; ++ Lapenta, 1992;

++ Presente trabalho.
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V. RESUMO E CONCLUSDES

Irosophila serido A atualmente considerada uma
superespbcie constitulida de duas espbciest! Do serido (Brasil) & D.
koep Ferae (drgentina e Bolivia)d. Entretanto. muitos autores
concordam que isto ndo expressa toda a complexidade evolubtiva dessas
populaies. Estudos morfoldaicos, rveprodutivos e citogendticos tém
mostrado uma extensa variabilidade entre populagdes de diferentes
localidades. Com o objetivo de entender melhor o graw o e

diferenciagio entre populaghes dessa superespécies Fforam estudados

aspectos reprodutivos e citogendticos em cinco linhagens isofémeas

classiticadas como D. serido ¢ duas como I. koepferae. além de uma
linhagem de Do buzzatii.

A andlise da fertilidade (entendida como porcentagem de
cruzamentos férteis)s mostrou que todas as linhagens sdo altamente
Févrteis nos seus intracruzamentoss embora BEQ e BRS. (D. koepferae.
da Argentina) sejam significativamente menos fertels gue as  demails
linhagens.

Quanto & fTecundidade (entendida como ndmero médio de
descendentes) . nos  dntracruzament os . Fforam significativas A
diferengas de B34 gquando comparada com todas as  demais  linhagens
isnfeémeas, exceto B2 e BR%:  estas trés linhagens fovam as  que
apresentaram as menoves produbividades.

Com base na fertilidade. os dados do presente  trabalho
permitem reconhecer. basicamente, dois grupos de linhagens isofémeas
cujo intercruzamento & afetado em uma das divegdes. a gual se mostra
estévyil ou  fracamente produtiva. Dentro dos  grupos. povém.  a

fertilidade & elevada nas duas divegdes de cruzamento. Um desses
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arupos & composto pelas linhagens RBRPOIR e BRRESDH7 (I. koepferae) ¢ o
outro pelas linhagens BEOQG3. G704 ADEFLL e B3DLL (D. serido). Uma
tevrceira  situagfo fol observada quanto B linhagem isofBmea  AYSF3
(classificada presentemente como Do seriddo), 2  gqual  intercruza
relativamente bem com BS5®, mas estd isolada assimetvricamente de BS59.
ASE e B3i. bem como do grupo composto por E2OLE e BR2ED7.

m relagdo as linhagens isofédmeas analisadas neste
trabalho. observou-se que. algumas vezes. o intevoruzamento & mais
produtivo que o intracruzamentos. que a alta fertilidade nem sempre

acompanhada de alta fecundidade. que em situagdes a baixa
fertilidade ¢ acompanhada de baixa fecundidade e até mesmo podem
ocorver baixa fertilidade e alta fecundidade nos poucos cruzamentos
ferteis.

A partir de dados de agrupamento (“"cluster analysis™)
relativos aos padvdes de produtividade, foram estabelecidas as
vrelagdes de proximidades entre as  linhagens. considerando a
interagdo de cada fémea com todos os machos e de cada macho com
todas as fémeas. Em ambos 0s casos,s as interacdes seguem o mesmo
padvdo,. isto &. A?5 encontra-se mais prdxima de D. koepferae ¢ de
Ih. serido. do que Do koepferae de Do serido. A partir desses

resultados e outros da literatura & discutido se A9S pode pertencer

a populagiio ancestral gque oviginou D. koepferae ¢ D. serido ou se &

espbcie derivada.

Os hibridos mostraram um grau varidvel de sinapse. sendo
que as  extremidades proximais e distais dos cromossomos s8o  as
regides mais constantemente desemparelhadas. Foi possivel distinguir

trées situagdes guanto R sinapse. Sinapse completas fol observada nos
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intercruzamentos das linhagens inclulidas em cada um dos dois grupos
definidos com base na fertilidade & fecundidade. isto &4 entre BH5G.
BE2.  ASE. e B31 de um lado e entre B2 & B25 de outro. Um alto grau
de assinapse foi observado nos hibridos de cruzamentos entre
linhagens isofémeas dos dois grupos. Jd a linhagem isofémea A?Y teve
um compovtamento varidvel com relagdo a esses dois arupos. = m
intercruzamentos com as linhagens B25 e BEQ mostvou um alto grauw de
assinapse  enquanto em intervcruzamentos com BS5@., BT, ALSD e B3L o
grau de assinapse foli moderado.

As relagdes de proximidade entre as linhagens isofémeas
estabelecidas com base nos agrupamentos de Tecundidade ndo encontram
paralelismo completo nesses vesultados guanto ao grauw de assinapse.
For  ambos o8 vesultados. pode-se intevpretar que B25 e BEQ de um
lado e BSO. BS9. A55 e B31is de outros. 30 as linhagens mais
difevrenciadas . portantos. mais distantess & que a linhagem isof&mea
A?5  diferencia-se de ambos os grupos. Contudos. nos resultados  de
fecundidades A?5 encontra-se mais proxima de . koepferae (BRQ ¢
B23)  do  que de D serido (B35, PP ASE & B34L).  enquanto nos
resultados de sinapse ocovve o contrdrio. sendo o empavelhamento
cromossomico menor com . koepferae do gue com D, serido.

Com base no material cromossomico extra presente nos
nlhicleos paoliténicos de hibridos de algunsz intercruzamentos.

as  linhagens isofémeas também puderam ser separvadas da mesma forma

que 0% oukros parametros. Alto grauw de amplificacido nos machos

hibridos sd ocorve quando hd intercruzamento entre BP2 ou RBRS  com
B5@ ou BI? ou ASH ouw BIL. Da mesma maneira que no estudo dos

parametros anterioresa a linhagem isofemea  AFSH comportou-se
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diferentemente com relagio aos dois grupos. Quando fémeas desss
linhagem s8o cruzadas com machos de qualquer dos dois  grupos nédo

ocorve nenhuma amplificacio detectdvel. Fovrdms nos  cruzamentos

reciprocos ocorre amplificagio. moderada nas Fémeas e acentuada nos

machos hibridos. Nesses machos hibridos foi encontrado o maior grauw
de amplificagio detectado nesse trabalhos caracterizado pela
presenga de "massas” e um ou dois "segmentos extra’.

Houve s portanto. basicamentes concordancia quanto &
proximidade evolutiva entrve as linhagens isofémeas. estabelecida com
base nos 4 parametros analisados no presente trabalho. Fstes dados,
somados ao0s Jd existentes na literatura. mostram que =a linhagem
isofémea AP apresenta caracterfsticas que a apontam COmo
suficientemente diferenciada de . serido ¢ D. koepferae para ser

descrita como uma tevceirva espkcie na superespbcie D. serido.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSTONS

Ivosophila serido is considered to be @ supevspecies
consisting of two species: D. serido from Brasil and . koepferae
From  Argentina and Bolivia. However this probably doss not express
the entive evolutionary complexity of its populations. Several
atudies on movphology. veproduction and cytogenetice have shown that
. serido populations with different geoarvaphic origing present
extensive variability. In order to better understand the
differentiation among these populations. Five isofemale lines at
present classitied as e serido. two isofemale lines classified as
. koepferae and one isofemale line of I, buzzatti were analyzed
as to reproductive and cuytogensetic aspects.

Fertility (percentage of fertile crozsses) and  fecundity
(mean  number of descendants) in pairv mating intra and intercrosses.
Fi Fertility. degree of asynapsis in polytene chromosomes of hybrids
and the presence and meaning of additional chromosome matevial found

in hybride were analyeed.

All the isofemale lines were highly fertile in

intracros but B2¢ and B25 (0. koepFferae. From Avgentina) had
fertility significantly lower than that of the other lines.

Intracross fecundity of B34 was significantly Tower
than that of every other isofemale line. except B2 and B2H.

On  the basis of interstrain Fertilitys. dsofemale lines
were separated into two groupss one constituted by B2 and B2YS (.
koepferae) and the other by BSG. 159 ASE and B31 (D, serido). One
dirvection of intercrosses between isofemale lines from both avoups

is sterile or exhibits very low productivity. Intercrosses between
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isofemale lines From the same groups.  howevers arve highly fertile in
both crossing divections. A bthivd situation was found in crosses of
isofemale line A?%  (at  present classified as De serido) with
isofemale lines from both previously mentioned groups. Except in
crosses with BH@. A?Y exhibits asymmetrical isolation.

Cluster analyses of productivity patterns were also used
in an attempt to guantify the differentiation of the isofemale
lines. The results were the same considering productivity in crosses
of females of each line with males of all the other lines. as well
as oy considering productivity in crosses of males of each ling with
females of all the other lines. In both cases cluster analyses
showed that the A?5 isofemale line is closzer to D. koepferae (LH20.
B25) and D. serido (B50. BS5%. A55 and B34) than these two species to
cach other.

The hiaghest deagree of asynapsis in salivary gland
chyvomosomes  of  hybrids was observed in crosses betwsen  ilsofemale
lines B2 or B2% and any of the lines BSHO. B5Z o B3i. i The
isofemale line APE showed a high degree of asynapsis in crosses with
BE2@ or BRS. but in crosses with any of the other four lines the
degres of  asynapsis was lower. Complete paiving was observed in
intracrosses and  in cvosses between isofemale lines of the same
aroup .

Comparison of results on fecundity and asynapsis degree
showed that in  both c¢ases as also on  the basis of data Ffor
Ffertility. the isofemale lines studied may be separvated in to three

differentiation groups: one constituted by B2¢ and EB25. another by

50, BE?. ASS and B34. and the third by 4%95. On the basis of cluster
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analysis. howevers the AR5 dsofemale line is closer to . koepferae
(B2 and EBE23) than to D. serido (B39, B5?. A55 and B31). while on
the basis of asynapsis degree the opposite seems true.

Extra masses of hetevochromatin and a  small  chromosome
seagment exhibiting a caracteristic banding patterns. which are
present in some hybrids. were also used for evaluating the degree of
differentiation of isofemale lines. The extyra chromosome material

was Ffound in  hybrids between isofemale lines of the different

groups.s already established on the basis of the other parameters

studied.
Thus. the present study reinforces data in  literature,
strongly  indicating A5 as representing a population of a species

distinct from D. serido and . koepferae.
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