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I. INTRODUCAO

1. O conceito biolégico de espécie x isolamento reprodutivo x especiacio

O termo espécie refere-se tanto & categoria taxondmica como ao conceito

biolégico. Frequentemente, as espécies taxondmicas sdo equivalentes as espécies

biolégicas. E muito importante ter em mente que alguns taxonomistas n3o usam o

conceito bioldgico para definir suas espécies taxonOmicas, eles baseiam-se nas
diferencas morfoldgicas, € ndo consideram se essas diferencas apresentam ou ndo

evidéncias de isolamento reprodutivo (Futuyma, 1992).

Durante décadas, a nog@o de isolamento reprodutivo tem sido apresentada como
a chave do conceito bioldgico de espécies (Dobzhansky, 1937, 1975, Mayr, 1942,
1970, Bush, 1975, Dobzhansky et al., 1977, White, 1978), e € usualmente expressa em
termos de unidades mais abrangentes da organizagdo bioldgica, tais como demes,

populagdes, e conjuntos génicos, ao invés de individuos.

Mayr (1970) definiu uma espécie biolégica como um conjunto génico
protegido. Isto €, uma populagdo mendeliana que tem sua prépria estratégia, chamada
de mecanismos de isolamento, para protegé-la do fluxo génico prejudicial de outros
conjuntos génicos. Segundo Dobzhansky (1975), espécies de organismos com
reprodugdo sexuada e assexuada s3o oriundas de populagdes reprodutivamente
isoladas de outras populagdes. O isolamento reprodutivo €, assim, uma marca na
distingdo das espécies.

A expressdo mecanismos de isolamento foi introduzida por Dobzhansky (1937)
como um nome geral de todos os mecanismos que impedem ou previnem os
intercruzamentos de complexos de ragas ou espécies. Futuyma (1992) enfatiza que as
caracteristicas bioldgicas que fazem com que espécies simpétricas existam, isto €,
mantenham conjuntos génicos distintos sdo chamadas usualmente de mecanismos de
isolamento, embora segundo este autor, esta possa ser uma expressdo infeliz por
sugerir que esses padrdes evoluiram especificamente para impedir o intercruzamento,

quando isto raramente acontece.
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Viérias hipoteses tém sido levantadas como explicagdes para a origem do
isolamento reprodutivo. A idéia mais amplamente aceita e sustentada pelos sistematas
€ que os mecanismos de isolamento originam-se como um subproduto incidental da
divergéncia genética a adaptagdo ambiental de populagdes isoladas (Prakash, 1972).

As pesquisas tém demonstrado que, sob uma sele¢do suficientemente forte,
algum grau de cruzamento preferencial (isolamento reprodutivo) pode originar-se
simpatricamente (Futuyma, 1992).

E importante considerarmos se a espécie evolui de um isolado geogréfico, a

chamada especiagdo alopitrica, ou de uma populagdo continua geograficamente,
especiagdo parapatrica, ou se uma nova espécie pode evoluir dentro da 4rea geografica

de seu ancestral, denominada especiagdo simpatrica.

A especiagdo simpatrica baseia-se em dois postulados: (a) o estabelecimento de
novas popula¢gdes em nichos ecoldgicos diferentes, dentro da 4rea de distribui¢do da
populagéo paterna; (b) o isolamento reprodutivo dos fundadores da nova populagdo,
em relagdo aos individuos da populagdo paterna. Postula-se, ainda, que o fluxo génico
entre as duas populagdes ¢ inibido por fatores intrinsecos € ndo extrinsecos (Mayr,
1977). A maioria dos modelos existentes para este tipo de especiagdo é muito

controvertido.

Um exemplo de especiagdo simpétrica € o relatado por Markow (1981). Esta
autora analisou o comportamento da corte entre as espécies relacionadas Drosophila
mojavensis € D. arizonae. Observando moscas de regides onde as duas espécies
ocorrem alopatricamente € simpatricamente (na mesma planta hospedeira) verificou
que as fémeas D. mojavensis simpétricas eram muito menos receptivas a corte dos
machos de D. mojavensis do que as fémeas alopétricas, sugerindo um caso de
especiagdo simpdtrica para essas populagdes. E ainda, esta mesma autora, em 1991,
analisou a evolugdo do isolamento etoldgico entre populagdes de D. mojavensis e
observou que houve isolamento entre as fémeas da regido de Sonora e os machos da
Baja na Califérnia. Estas duas populagdes, de Sonora e Baja, utilizam como nicho a
mesma planta hospedeira, sugerindo que a adaptagdo a planta hospedeira ndo € por si
sO o maior determinante do isolamento. A observagdo dos padrdes de isolamento
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sugere que o isolamento sexual nas populagdes de D. mojavensis sdo mais complexos

do que apenas adaptagdo a planta hospedeira ou grau de diferenciagdo genética.

Existem diversos exemplos que apoiam especiagdo alopétrica, vindos em

abundincia a partir de dados de variagdo geogrifica. As espécies variam

geograficamente com relagdo a muitas caracteristicas que podem bloquear a troca

génica entre espécies simpatricas (Futuyma, 1992).

Um exemplo de especiagdo alopétrica é o estudo de Prakash (1972), que
mostrou ndo haver isolamento sexual entre populagdes de D. pseudoobscura de vérias
localidades dos Estados Unidos e da Guatemala e populagdes de Bogota. Ele observou
a ocorréncia de acasalamentos completamente aleatérios entre moscas dessas
diferentes popula¢des. Entretanto, as populagdes de Bogota apresentaram esterilidade
dos machos hibridos F1 em uma das dire¢des de cruzamento com as populagdes dos
Estados Unidos e Guatemala. As populagdes de Bogotd fornecem, entdo, um exemplo
de um isolado geografico em processo de especiagdo. A esterilidade do macho de F1
em uma das dire¢8es de cruzamento, mais a perda da viabilidade em retrocruzamentos
de machos mostram que um consideravel isolamento reprodutivo foi desenvolvido
nesta populagdo. Os resultados obtidos por este autor fornecem suporte para o
argumento que na maioria dos casos a esterilidade no cruzamento ¢ adquirida em
populagdes geograficamente isoladas. Quando populagdes que apresentam
cruzamentos estéreis se tornam simpétricas, entdo havera sele¢do para aquisi¢do de
mecanismos de isolamento adicionais, tal como isolamento sexual (Mayr, 1963,
Dobzhansky, 1970, apud Prakash, 1972).

Prakash (1972) conclui que o isolamento reprodutivo poderd evoluir na
populagdo de Bogoté de Drosophila pseudoobscura como uma consequéncia do efeito
do fundador, e ndo apenas como um subproduto da divergéncia genética a qual supde-

se ocorrer como uma resposta adaptativa ao ambiente.

Com uma sele¢do suficientemente forte sobre locos que contribuam para o
isolamento reprodutivo, as populagdes podem se diferenciar em espécies isoladas
reprodutivamente (Endler, 1977, Lande, 1982b, Barton e Charlesworth, 1984, apud
Futuyma, 1992). Endler (opus cit) argumentou que muitas das zonas hibridas que
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geralmente sdo atribuidas a contato secundario podem realmente ter se originado in

situ pela diferenciagdo das populagdes parapétricas € que as espécies podem

frequentemente originar-se parapatricamente. Torna-se dificil dizer se zonas hibridas
multiloco sdo evidéncias de especiagdo parapétrica incipiente. Entretanto, as
populagdes de certas gramineas que crescem em &reas de minério contendo metais
pesados toxicos tém se diferenciado ndo somente em relagdo a tolerdncia a esses
metais, mas quanto ao tempo de florescimento € ao grau de autocompatibilidade.
Assim, estas sdo parcialmente isoladas reprodutivamente das populagdes vizinhas de
solos ndo toxicos (Macnair, 1981, apud Futuyma, 1992).

2. Sinapse nos cromossomos politénicos

Existem ciclos de divisdo celular caracterizados por ndo incluirem todas as
etapas de um ciclo normal, principalmente a anifase e a teléfase, sdo denominados
ciclos endomitéticos, uma vez que normalmente ndo ocorre nem ruptura da membrana
nuclear, nem divisdo celular e todo ciclo se completa dentro do niicleo. Uma mesma
célula pode sofrer vérios ciclos endomitéticos seguidos, resultando numa quantidade
de DNA que pode ser milhares de vezes superior aquelas encontradas nos gametas.
Isso resulta em nuicleos polipl6ides. Nos dipteros forma-se um tipo especial de nicleo
polipléide no qual as novas crométides irmds, surgidas ap6s cada ciclo endomitético,
sdo mantidas completamente pareadas lado a lado, dando origem aos cromossomos

politénicos (Guerra, 1988).

No comego do processo de politenizagdo os cromossomos homdlogos de cada
par cromossdmico se reconhecem e pareiam perfeitamente lado a lado. Esse
pareamento € denominado sinapse e ¢ mantido até a desintegrag@o do nucleo, no final
da fase larval. Eventualmente podem ocorrer falhas na sinapse € o politénico
apresentar-se duplo em determinada regido. Este processo € conhecido como assinapse

cromossomica (Guerra, 1988).

Na literatura genética o padrdo de sinapse somética nos cromossomos

politénicos foi frequentemente tomado do modelo da meiose. Mas tal extrapolagdo sem
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evidéncia experimental € insustentavel (Evgen’ev, 1971). Infortunadamente, ndo ¢
possivel comparar diretamente os dois tipos de pareamento. Mas pode-se estudar a

frequéncia de crossing-over nas regides cromossdomicas com sinapse relativamente

intima nos cromossomos politénicos de hibridos interespecificos de Drosophila e nas

regides caracterizadas por constantes perdas de conjugagdo. Se existe qualquer relagé@o
entre os esquemas e forgas envolvendo os dois tipos de sinapse, poderia se esperar um
decréscimo nas frequéncias de crossing-over nas regides desemparelhadas quando
comparadas com as regides cromossOmicas que exibem uma alta frequéncia de
conjugacdo nos nucleos das glandulas salivares de hibridos (Evgen’ev, 1971).

Evgen’ev (1971) observou em seus experimentos uma frequéncia muito baixa
de crossing-over nas regides cromossOmicas desemparelhadas. As regides dos
cromossomos caracterizadas por uma alta frequéncia de conjuga¢do nas glandulas
salivares de hibridos também exibem uma alta frequéncia de crossing-over nas fémeas
hibridas. Assim, os experimentos de Evgen’ev (1971) suportam a correspondéncia
entre os padrdes de sinapse somética nos nucleos das glandulas salivares e a sinapse

meiltica necessdria para a troca génica.

Nos nucleos politénicos pelo menos trés estagios do emparelhamento podem ser
distinguidos: (1) Pareamento completo. Os cromossomos homélogos se associam e
formam um cabo comum. (2) Pareamento incompleto. Os cromossomos homologos
tém contato fisico, mas apenas em algumas regides de suas cromatides. Eles sdo
separados parcialmente e mostram lacunas de pareamento. O pareamento incompleto
nio € causado por contatos acidentais de Joci cromossémicos homdlogos
desemparelhados. Mesmo apés vigoroso esmagamento algumas fibras de cromatina
que poderiam conectar bandas incompletamente pareadas podem ser vistas. (3)
Desemparelhamento. Regides de cromossmos homoélogos permanecem fisicamente
separadas (Riede e Renz, 1983).

O fenémeno da assinapse em cromossomos politénicos das glandulas salivares
ja foi observado em diferentes niveis em muitos dipteros (Evgen’ev, 1971, Evgen’ev et

al. 1972, Evgen’ev e Polianskaya, 1976). Ele pode ser utilizado como um instrumento
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sensivel na anélise das propriedades do pareamento cromossémico de um lado e das

diferengas na constitui¢do genética do outro.

Riede e Renz (1983) utilizaram hibridagdo in situ com sonda de DNA de D.
virilis em cromossomos politénicos de hibridos dessa espécie com D. lummei, D.
novamexicana, € D. lacicola, procurando relacionar o grau de homologia das bandas
das espécies e seu grau de emparelhamento. Esses autores concluiram que o
emparelhamento decresce com o decréscimo da homologia do DNA nas bandas, e
também relataram que outros estudos citogenéticos indicaram, entre outros detalhes,
que as inversdes perturbam o processo de emparelhamento somatico mas ndo sdo a
causa primaria do ndo-emparelhamento nos hibridos, que a temperatura tem uma
pronunciada influéncia no emparelhamento, pois a maioria dos cromossomos

completamente pareados sdo produzidos quando os animais crescem em temperaturas

~entre 4° ¢ 20° C.

Muitos trabalhos tém demonstrado que hibridos interespecificos de Drosophila
apresentam emparelhamento dos cromossomos politénicos incompleto em comparagéo
com o emparelhamento cromossdmico dentro da espécie (Pdtau, 1935, Kerkis, 1936,
Dobzhansky e Tan, 1936, Horton, 1939, apud Evgen’ev, 1971, Cordeiro, 1968,
Bicudo, 1979, Madi-Ravazzi, 1988, Madi-Ravazzi e Bicudo, 1992, Madi-Ravazzi et
al., 1997).

A extensdo a qual a atragdo entre Joci homdlogos € perdida em hibridos
interespecificos provavelmente depende da quantidade de alteragdes moleculares que
ocorrem nos cromossomos de espécies relacionadas. Assim, nos hibridos entre
espécies relacionadas, o grau de pareamento dos cromossomos politénicos pode ser
usado como um importante fator na estimativa da posi¢do filogenética das espécies
concernidas (Evgen’ev, 1971).

Michailova e Fischer (1984) realizaram um estudo citogenético nos
cromossomos politénicos de trés populagdes  geograficamente separadas de
Chirononus plumosos e seus hibridos. Essa espécie encontra-se em um processo de
divergéncia com uma grande variagdo em diferentes regides da sua area de

distribui¢do. Os seus resultados mostraram um extenso grau de assinapse nos
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cromossomos dos hibridos entre as populagdes de Vancouver x Wohlen. Além disso,
encontraram diferentes arranjos da heterocromatina (evidenciados por Banda-C) e de
inversdes homozigotas. Os autores admitem que essas diferengas génicas fornecem
bases para considerar a populagdo do Canadd (Vancouver) como uma espécie
independente. Ainda, segundo esses autores, a perda do emparelhamento homoélogo
nos hibridos € a primeira diferenga visivel entre populagdes que evoluem

independentemente.

O fenémeno da assinapse foi estudado por Evgen’ev e Polianskaya (1976) em
hibridos de D. melanogaster e D. simulans. O estudo da frequéncia e extensdo da
assinapse revelou uma distribui¢@o ndo casual ao longo dos bragos cromossémicos. Os
autores sugeriram que regides cromossomicas definidas, que exibem alto grau de

emparelhamento, servem como sitio de iniciagdo da sinapse nos cromossomos das
glandulas salivares.

Dobzhansky e Tan (1936, apud Evgen’ev e Polianskaya, 1976) apresentaram
trés causas possiveis para a assinapse dos cromossomos politénicos em hibridos
interespecificos: (1) rearranjos heterozigotos muito pequenos causando “conflitos das
for¢as atrativas”, (2) interagdes especificas de genes e (3) mutagdes de ponto,

pertubando a identidade de Joci homélogos e levando ao seu ndo reconhecimento.

Com o objetivo de explicar a distribuigdo da assinapse observada, aqueles

autores propuseram que o emparelhamento somético nos cromossomos das glandulas

salivares ¢ um processo unidirecional, 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 regido proximal para a distal ou vice-versa. Os buttons de
acordo com a hipdtese daqueles autores, coincidem com bandas limitantes de
assinapse. Essas regides, usualmente heterocromaticas, podem ser ricas em sequéncias
repetidas de nucleotideos que fornecem alta afinidade ao emparelhamento. A presenga
de repeti¢des nos sitios de iniciagdo (buttons) ndo permite uma rdpida alteragdo, por
mutagdo de ponto, das sequéncias de nucleotideos em Joci homdlogos, no processo de
divergéncia entre espécies relacionadas. Portanto, os sitios de iniciagdo do

emparelhamento poderdo ser ainda, parcialmente homélogos em espécies relacionadas
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e como resultado preservar sua afinidade de sinapse em hibridos interespecificos,
enquanto outras secg¢des cromossomicas podem perder a habilidade para emparelhar

apesar do fato de possuirem padrdes de bandas aparentemente idénticos.

Mayfield e Ellison (1975) propuseram que proteinas especificas que se ligam a
determinadas sequéncias de DNA poderiam estar envolvidas na assinapse
cromossdmica. Assim, regides homossequenciais dos cromossomos politénicos de duas
espécies poderiam mostrar assinapse como resultado de mudangas evolutivas nessas
proteinas (NHC) e nos seus sitios de ligagdo no DNA especifico dessas regides, as
quais mostram exatamente o mesmo conteiido ¢ ordem genéticos. O emparelhamento
interespecifico seria, portanto, alterado sem que tenha ocorrido mudanga na morfologia
e fun¢do da banda.

Podem ocorrer também, mudangas nas bandas ndo detectadas ao nivel da
microscopia Optica. Por exemplo, em D. melanogaster, os transposons podem ser
inseridos em sitios cromossémicos sem mudar visivelmente a estrutura da banda. A
heterozigose foi mostrada por hibridagdo in situ cﬁm sondas contendo sequéncias de
elementos transponiveis (Ananiev ef al., 1984).

3. O grupo repleta do género Drosophila no estudo da especiacio

As espécies de Drosophila (Diptera, Drosophilidae) do grupo repleta ocupam
diferentes habitats, mas sem duvida, a caracteristica mais notdvel do grupo ¢ a
capacidade de muitas espécies utilizarem os tecidos de cactos em decomposig¢do para
colocar seus ovos, € as larvas ai se desenvolverem. Esta adaptacdo € que tem permitido
ao grupo ocupar os desertos € as zonas aridas do novo mundo (Ruiz e Fontdevila,
1981).

Patterson e Stone (1952) utilizando critérios morfoldgicos, cromossémicos e

reprodutivos, dividiram o grupo repleta em quatro subgrupos: melanopalpa

(atualmente repleta), mercatorum, hydei e mulleri. Wasserman (1962), comparando a
estrutura dos cromossomos politénicos, descreveu um novo subgrupo, fasciola. E

ainda, Rafael e Arcos (1989) descreveram uma nova espécie, Drosophila
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huancavilcae. Os estudos da morfologia interna e externa da genitalia, bem como os
dados citogenéticos, mostraram que a espécie descrita € aparentada a D. inca, assim
esses autores estabeleceram um novo subgrupo, inca, dentro do grupo repleta. Cada
subgrupo tem sido subdividido, por sua vez, em complexos, conjuntos de espécies que
compartilham em sua filogenia cromossémica uma ou mais inversdes, o que indica sua
procedéncia de um mesmo ancestral. Além disso, cada complexo pode conter um ou

mais clusters de espécies estreitamente relacionadas entre si.

O subgrupo mulleri ¢ o mais numeroso dos seis com 44 espécies (Wasserman,
1992). Este subgrupo estd dividido em seis complexos de espécies aparentadas, €
Wasserman (1992) o considera como o mais interessante para estudos evolutivos,
especialmente os que se referem ao processo de especiagdo. Os seis complexos deste

subgrupo sdo os seguintes: meridiana, anceps, eremophila, stalkeri, mulleri e

 martensis.

De acordo com Wasserman (1954, 1962, 1982), o ancestral do complexo
mulleri consistia de um nimero de populagdes distintas semi-isoladas citologicamente,
as quais, por conveniéncia, foram referidas como subespécies. Cada subespécie deu
origem, aparentemente por meio de especiagdo por isolamento geogréfico, a diversas
espécies. As progénies das espécies de cada subespécie ancestral foram agrupadas em
seis clusters de espécies. Os clusters mojavensis, longicornis e ritae sdo
essencialmente Norte Americanos; os clusters buzzatii € martensis sdo primariamente

da América do Sul; enquanto que o cluster mulleri € representado no Novo Mundo.

Os clusters martensis e buzzatii compartilham trés inversdes no cromossomo 2,
as quais estdo ausentes nos outros quatro clusters, € sdo assim, filogeneticamente
muito relacionados. A unica ligagdo citoldgica entre estes dois clusters € os outros do
complexo mulleri era a inversdo 3a, a qual acreditava-se estar presente em todas as
espécies dos quatro clusters Norte Americanos, exceto na espécie Drosophila

arizonae, € em todas as espécies do cluster Sul Americano martensis, € ausente nas

espécies do cluster buzzatii. Porém, Ruiz et al. (1990) mostraram que a inversdo 3a

estava presente em Drosophila arizonae, € Ruiz e Wasserman (1993), ao

reexaminarem a ocorréncia desta inversdo no cluster martensis, verificaram que ela
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ndo esta presente neste cluster. Assim, a ligagdo entre os clusters Sul Americanos € os
outros do complexo mulleri estd quebrada. O complexo mulleri esta, portanto,
reduzido aos clusters mojavensis, mulleri, longicornis e ritae, enquanto um novo
complexo, o complexo buzzatii foi estabelecido por estes autores. O complexo buzzatii
compreende os clusters martensis e buzzatii. Além disso, sugere-se também a

incorporagdo do complexo stalkeri como um cluster dentro do complexo buzzatii.

4. O cluster buzzatii

O cluster buzzatii, que € o de interesse neste trabalho, é composto por cinco
espécies: Drosophila buzzatii, nativa da América do Sul e subcosmopolita
(Wasserman, 1962), Drosophila borborema, que ocorre no nordeste do Brasil € em
Grdo Mongol no estado de Minas Gerais (Vilela e Sene, 1977, Tidon-Sklorz e Sene,
1995¢), Drosophila koepferae, registrada na Argentina e Bolivia (Fontdevila et al.,

1988), Drosophila serido, nordeste, centroeste, sudeste e sul do Brasil (Sene et al.,
1982, 1988, Tosi e Sene, 1989, Silva e Sene, 1991) e Drosophila seriema, restrita a

cadeia do Espinhago no nordeste brasileiro (Tidon-Sklorz e Sene, 1995b). A
comparagdo da morfologia do edeago da espécie D. buzzatii com a das espécies D.
serido (tipos A, B e D de edeagos), D. seriema (tipo C de edeago), D. koepferae (tipo
E de edeago) e D. borborema, mostrou que estas quatro tltimas possuem uma grande
semelhanga morfolégica entre si, 0 que sugere uma ancestralidade comum a elas. Deste
modo, estas espécies (D. serido, D. seriema, D. koepferae e D. borborema) foram

agrupadas por Ruiz et al. (1996), formando o subcluster serido.

Devido aos fatores de polimorfismo e politipia, o cluster buzzatii é um
excelente material para estudos de adaptagédo ecoldgica, diferenciagdo de populagdes e
especiacdo. Sua ampla distribuigdo através de diferentes formagdes vegetais da
América do Sul e fidelidade ecoldgica aos cactos, tornam este cluster muito util para
os estudos da influéncia dos ciclos paleocliméticos do periodo Quaternério, em que os
dominios de vegetagdo variaram em extensdo, o chaco estava ligado a caatinga ha
cerca de 13 a 18 milhdes de anos atras (Ab’Saber, 1977). Estes ciclos foram
responsaveis pela expansdo e contragdo da vegetagdo seca, formando dreas de
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populagdes isoladas e refiigios. Os ciclos paleoclimaéticos, os quais desempenharam um
importante papel na diferenciagdo de populagdes tropicais na América do Sul
(Ab’Saber, 1977, Vanzolini, 1981), parecem ter sido também os responséveis pela
diferenciag@o e estrutura de Drosophila mercatorum pararepleta (Sene, 1986) e do
subcluster serido (Sene et al., 1982, 1988).

O ancestral do cluster buzzatii pode ter sido uma espécie adaptada a uma
grande variedade de cactos que invadiram a maioria das zonas éridas geradas durante a
transicdo Plioceno-Pleistoceno na América do Sul. Depois, Drosophila buzzatii €
Drosophila serido podem ter se diferenciado em resposta & um isolamento produzido
pela restricdo da distribuicdo dos cactos nos periodos menos éridos. A presente
distribui¢do pode ser o resultado de contactos secunddrios entre estas espécies nos
periodos aridos pos-glaciais (Ruiz et al., 1982).

A espécie D. buzzatii tem sido muito estudada, pois € a unica do cluster que se

tornou subcosmopolita. Diversos autores estudaram as populagdes do provével centro

de origem de D. buzzatii (0o chaco argentino), comparando-as com populagdes
introduzidas. Barker et al. (1985), estudando o polimorfismo de aloenzimas em
populagdes de D. buzzatii, observou que em 12 localidades de coleta desta espécie na
Argentina ¢ 5 no Brasil, a média de heterozigosidade ndo era significativamente
diferente de populagdes australianas introduzidas. As popula¢des da Australia parecem
ter sofrido uma perda da variabilidade genética quando foram introduzidas. Por
exemplo, 5 loci sdo varidveis nas popula¢des sul-americanas € monomorficos nas
populagdes australianas, e um outro alelo foi detectado para cada um de 6 outros loci
na América do Sul. No entanto, algumas populagdes brasileiras t€ém aparentemente
reduzido o polimorfismo de inversio quando comparadas com as populagOes

argentinas.

Drosophila buzzatii, a qual utiliza cacto em decomposi¢do como substrato, foi
levada juntamente com seu cacto hospediro para vérias regides do mundo. Este tipo de
colonizagdo é conhecido como colonizagdo passiva. Contudo, em algumas regides
colonizadas, D. buzzatii ndo est4 restrita a espécies de cactos que sdo endémicas em

sua drea de origem (Opuntia ficus-indica, Argentina), como no Brasil ela tem sido
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encontrada em espécies de Cereus (Pereira et al., 1983). Contudo, segundo Figueiredo
e Sene (1992), a hipétese de colonizagdo ativa, isto é, que D. buzzatii dispersou-se
naturalmente de sua 4rea de distribui¢do para o Brasil, ¢ mais provavel que a de
colonizagdo passiva. A hipétese de colonizagdo ativa de D. buzzatii no Brasil é

suportada por varios fatores:

Primeiro, o fato das populag¢des do sul do Brasil manterem alguma variabilidade
cromossOmica da area de origem, ao contrério das populagdes do nordeste. Assim, as

areas do sul do Brasil foram colonizadas antes daquelas do nordeste.

Segundo, a inversdo 2j estd ausente nas populagdes de D. buzzatii no nordeste
do Brasil. Todas as populagdes fundadas pelo transporte da planta hospedeira Opuntia
ficus-indica para diferentes regides do mundo sdo polimérficas para esta inversdo.

Terceiro, existe também o fato de algumas populagGes brasileiras terem sido
coletadas em diferentes espécies de cactos. Pereira e al. (1983) observou que D.
buzzatii utilizou Cereus na localidade de S&o Francisco de Assis, RS, um fato que
sugere que esta populagdo poderia jé existir no Brasil antes da introdugdo de O. ficus-
indica. Em cole¢des da regido da caatinga do nordeste do Brasil, D. buzzatii apareceu
com frequéncia extremamente baixa em areas de vegetagdo natural, na qual Opuntia
ficus-indica ndo estava presente. Em Cianorte, PR, onde apenas Cereus é encontrado, a
populagdo de D. buzzatii é grande. Os dados de polimorfismo de aloenzimas de Barker
et al. (1985), os dados dos dominios de vegetagdo da América do Sul, e o fato de D.
buzzatii usar Cereus como hospedeiro (Pereira et al., 1983) podem reforgar a hipétese
de que as populagdes estudadas por Barker et al. (1985) e as estudadas por Figueiredo

e Sene (1992) sdo reliquias de populagdes de um periodo no qual sua distribui¢do na

América do Sul pode ter sido mais ampla.

4.1. O subcluster serido

Viérias linhagens geogréaficas de Drosophila serido, D. seriema, D. koepferae e
D. borborema ja foram previamente analisadas quanto ao caridtipo, isolamento

reprodutivo, inversdes cromossOmicas, tipos de edeagos, fertilidade e fecundidade,
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grau de sinapse nos cromossomos politénicos, isolamento sexual, padrdo de esterases,
analise morfométrica, cromossomos metafasicos e DNA mitocondrial (Vilela e Sene,
1977, Silva, 1981, Tosi, 1982, Baimai et al., 1983, Bizzo, 1983, Madi-Ravazzi, 1988,
Tosi e Sene, 1989, Silva e Sene, 1991, Lapenta, 1992, Madi-Ravazzi, 1992, Madi-
Ravazzi e Bicudo, 1992, Moraes, 1992, Lapenta et al., 1995, Tidon-Sklorz e Sene,
1995b, Kuhn et al., 1996, Madi-Ravazzi et al., 1997, Manfrin, 1997, Monteiro, 1997,
Lapenta, 1998). A comparagdo desses resultados indica que as populagdes dessas
espécies encontram-se em estagios distintos de diferenciagéo.

O mapeamento da distribui¢do geografica de D. serido através de virios
marcadores, como morfologia da genitdlia masculina (Silva, 1981), inversdes em
cromossomos politénicos (Tosi e Sene, 1989), morfologia e heterocromatina de
cromossomos metafasicos (Tosi, 1982, Baimai et al., 1983) e, isolamento reprodutivo
(Bizzo, 1983), demonstrou que esta espécie € politipica, ou é um cluster de espécies,
constituida de vérias ragas geogréficas ou de subespécies. Dentre os diversos
marcadores, a morfologia da genitalia ¢ considerada como a principal caracteristica
diagnéstica para separar espécies (Vilela, 1983). Silva e Sene (1991) consideram a
hipétese de que uma variagdo geogréfica neste cardter poderia representar o inicio de
um processo de diferenciagdo interpopulacional, que eventualmente resultaria em
especiagdo.

As populagdes de Drosophila serido, de acordo com os estudos dos marcadores
acima citados, puderam ser alocadas a 5 tipos diferentes. As populagdes tipo A sdo
aquelas que possuem tipo morfolégico A de edeago, estdo associadas a inversdo
cromossOmica fixa 2x’, tipo metafasico I e sdo encontradas no nordeste do Brasil, a
leste da Cadeia do Espinhago e ao longo da costa Atlantica do nordeste até o estado do
Rio Grande do Sul.

As populagdes tipo B possuem tipo morfolégico B de edeago, estdo associadas

4 inversdo 2e%, ao tipo metafasico I e ocorrem na parte oeste da caatinga e nas regides

centro-sudeste do Brasil.

As populagdes tipo C, elevadas ao nivel de espécie recebendo o nome de
Drosophila seriema (Tidon-Sklorz e Sene, 1995b), possuem tipo morfolégico C de
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edeago, estdio associadas a inversdo 2e®, ao tipo metafésico II e sdo endémicas da
Cadeia do Espinhago e ocorrem em isolados geograficos, em éreas de vegetagdo
caracteristica de campo rupestre a mais ou menos 1000 m de altitude. No estudo de
Kuhn et al. (1996) sobre os cromossomos metaféasicos e politénicos de D. seriema foi
encontrada pequena variabilidade cromossdmica, € observou-se que o cari6tipo basico
de D. seriema consiste de 4 pares de cromossomos telocéntricos, um grande
cromossomo 6 submetacéntrico, € um par de cromossomos sexuais. Foi observado um
novo caridtipo em duas localidades diferentes (Mucugé-D62C5 e Cachoeira do Ferro
Doido-D73C3, BA, separadas por 160 Km), além de uma nova inversdo paracéntrica
no cromossomo V, encontrada no estoque de Carfanaum (BA). Portanto, a espécie
parece essencialmente monomérfica € com baixa diferenciagdo interpopulacional,
quando comparada com outras espécies do complexo buzzatii. Este baixo nivel de
polimorfismo cromossémico, com relagdo as outras espécies do complexo, sugere uma

origem recente para Drosophila seriema, um nicho ecolégico restrito, ou ambos.

As populagdes do tipo C apresentam forte isolamento pré-acasalamento e
moderado isolamento p6s-acasalamento em relagdo a outras populagdes de D. serido
(Moraes, 1992). Esta espécie apresenta um padrdo caracteristico de esterases (Lapenta
et al., 1995). Existe uma regido de simpatria entre os tipos A (da Serra do Cipd) e C
(usualmente apenas encontrado em campos rochosos da Cadeia do Espinhago) (Tidon-
Sklorz e Sene, 1995a) e também entre os tipos B € C na Cadeia do Espinhago, porém
hibridos naturais entre estes tipos ndo foram observados (Silva e Sene, 1991).

As populagdes tipo D possuem tipo morfolégico D de edeago, estdo associadas
a inversdo 2x’ (revisdo de Ruiz et al., 1996), ao tipo metafisico V e sdo encontradas

nas regides sul e sudeste do Brasil e ao norte da borda leste do chaco argentino.

Finalmente, as populagdes tipo E, elevadas a categoria de espécie com o0 nome
Drosophila koepferae (Fontidevila et al., 1988), possuem tipo morfolégico E de

edeago, estdo associadas & inversdo 2j°, ao tipo metafésico VI e ocorrem nas encostas

dos Andes, na Argentina, até¢ Comarapa, Bolivia, na borda oeste do chaco. Esta espécie
também possui uma inversdo polimoérfica no cromossomo III, 4m (Ruiz et al., 1982,

Ruiz e Wasserman, 1993).
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A espécie Drosophila borborema foi descrita por Vilela e Sene (1977),

apresenta a inversdo fixada 2¢®, o tipo metafasico I, e ocorre principalmente nas

regides de caatinga do nordeste brasileiro, foi observado que as larvas desta espécie
emergem do cacto Cephalocereus piauhyensis (Wasserman, 1992). Tidon-Sklorz e
Sene (1995¢) encontraram D. borborema também em Grdao Mongol (MG).

A presenga da inversdo 2¢® demonstra uma intima relagfo filogenética entre D.
seriema, D. borborema e D. serido do centro-oeste do Brasil (Kuhn et al., 1996). D.
borborema apresenta inversdo polimérfica no cromossomo III, 3u, nos estoques
estudados por Kuhn ef al. (1996), mas estava ausente em outros estoques de
Wasserman e Richardson (1987) e Ruiz e Wasserman (1993). As populagdes de D.
serido do centro-oeste diferem do resto das populag¢des de D. serido ndo apenas pela
presenca da inversdo 2¢® no estado homozigoto (Tosi e Sene, 1989), mas também pela
diferente forma do edeago dos machos (Silva e Sene, 1991). Assim, segundo Kuhn et
al. (1996), as informagdes disponiveis sugerem que elas representem diferentes
espécies de D. serido. Estas trés espécies sdo alopatricas. Portanto, parece que a
especiagdo nestas trés espécies foi via isolamento geografico, talvez devido as
mudangas nos padrdes de vegetagdo causados pelos ciclos climaticos do Quaternério
(Ab’Saber, 1977). Tais mudangas climaticas parecem ter levado a uma distribui¢do
esporadica da vegetagdo e particularmente das populagdes de cactos (Baimai et al.,
1983). Baimai et al (1983) observou que populagdes de espécies de Drosophila
cactofilicas, isoladas geograficamente na regido neotropical, podem ser comparadas
com aquelas de “Kipuka” nas ilhas havaianas, onde uma especiagdo explosiva de
diversas espécies de Drosophila tém ocorrido através de eventos de flush-crash, como

postulado por Carson (1968, 1971, apud Baimai et al., 1983).

Manfrin (1997) verificou pela anélise do DNA mitocondrial que, dentro do
clado que comprende as espécies D. borborema, D. seriema e D. serido tipos A ¢ B de
edeagos, a espécie D. seriema € observada como ndo monofilética, com grande
divergéncia entre as diferentes populagdes examinadas. Esses resultados, segundo
Manfrin (1997), contrastam com os dados obtidos para marcadores classicos (Tosi e
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Sene, 1989, Tidon-Sklorz e Sene, 1995a, Kuhn et al., 1996) que sugerem ser este

conjunto de populagdes uma linha evolutiva praticamente monomorfica.

Drosophila borborema e Drosophila serido do centro-oeste do Brasil (tipo B de
edeago) possuem metéfase similar, consistindo de 4 pares de autossomos telocéntricos,
um par de microcromossomos, € um par de cromossomos sexuais (sendo o
cromossomo X telocéntrico e o Y acrocéntrico) (Baimai et al., 1983). Este cariétipo
provavelmente representa a configuragdo ancestral do grupo repleta (Wasserman,
1982). A configuragdo basica da metifase de D. seriema € derivada do cariétipo
ancestral pela aquisicdo de heterocromatina extra em ambos os bragos dos
microcromossomos. Este cari6tipo foi encontrado em todas as localidades estudadas
por Kuhn et al. (1996). Drosophila seriema é polimérfica para outro cariétipo, o qual
difere do béasico no tamanho e morfologia do cromossomo 6. Sua origem pode ser

explicada pela aquisi¢do de heterocromatina extra num brago do microcromossomo

ancestral, ou também pela perda de heterocromatina num brago do microcromossomo

do cariétipo ancestral. Ndo se sabe até o momento qual o efeito, se houver, desta
variagdo, mas a variagdo intraespecifica na quantidade de heterocromatina em
populagdes naturais de organismos superiores ndo ¢ um fenémeno incomum (Baimai et
al., 1983).

Monteiro (1997), estudando as populagdes tipo B e tipo D, aumentou a
amostragem coletando na regido compreendida entre as bordas da distribui¢do desses
dois tipos, € ndo observou simpatria entre eles. Esse autor chegou a conclusdo que o
tipo B encontra-se nos morros e associado ao cacto Pilosocereus machrisii, enquanto
que o tipo D encontra-se ao longo dos vales dos rios da Bacia do Rio Parani e
associado ao cacto Cereus hildemaniannus (anteriormente Cereus sp., segundo Pereira
et al., 1983). Monteiro e Sene (1995), analisando as populagdes quanto a morfologia
do edeago, observaram que cada uma das populagdes do tipo B podiam ser
discriminadas, sugerindo auséncia de fluxo génico entre elas. Isto poderia ser devido
ao fato delas serem encontradas principalmente em morros, formando verdadeiros
isolados. J4 as populagdes do tipo D ndo apresentaram tal discriminagdo entre si,

sugerindo a existéncia de fluxo génico entre elas, provavelmente devido ao fato delas
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ocorrerem ao longo dos cursos dos rios. Porém foi observado que quanto maior a

distancia entre elas, ao longo dos rios, maior é a divergéncia morfoldgica entre elas.

Manfrin (1997) observou que os individuos analisados da populagdo do tipo B
de Analidndia (SP) possuiam uma sequéncia do gene Citocromo Oxidase - I (COI)
mitocondrial que os agrupavam com os representantes do tipo D. Neste caso h4 uma
falta de concordincia entre a genealogia construida a partir do haplétipo do gene COI
mitocondrial e as relagdes evolutivas dos individuos expostas até aqui. Segundo esta
autora, este fato sugere um contato secundario entre populagdes dos dois tipos e que

pode ter ocorrido hibridag@o com introgressdo diferencial de genomas mitocondriais,

ou .seja, introgressdo com retengdo de polimorfismo ancestral da inversdo 2¢®. Esta

hipétese poderia explicar a ocorréncia de haplétipos caracteristicos do tipo D na
populagdo de Analdndia - SP (tipo B).

Ainda, segundo Manfrin (1997), esta n3o concordincia sugere que houve
diferenciagdo anterior em alopatria dos dois tipos, indicando que a diferencia¢do destas
populagdes ndo se deu exclusivamente durante o ultimo ciclo do Quaternério,
conforme sugerido por Sene et al. (1988). O padrdo atual, segundo a autora, indica
uma histéria evolutiva mais longa para os tipos de D. serido, como por exemplo,
através de eventos anteriores isolando estas populagdes € que outros paleoeventos,
como aqueles provocados pelos ciclos do Quaternario em um passado mais recente,

propiciaram o contato secundario entre esses tipos.

O trabalho de Madi-Ravazzi et al. (1997) mostrou que o grau de
compatibilidade reprodutiva de fémeas D. serido foi menor no cruzamento com D.
seriema. E também, fémeas de D. seriema mostraram um baixo grau de
compatibilidade reprodutiva com machos de D. koepferae e D. serido, exceto para a
linhagem B50Q3. Diferengas quanto a fertilidade foram também observadas em
intercruzamentos de linhagens pertencentes 8 mesma espécie. Este fato ocorreu com as
linhagens B20D2 e B25D7, ambas classificadas como Drosophila koepferae, mas
exibindo comportamento diferente. A linhagem B20D2 mostrou um maior grau de

isolamento do que B25D7, em intercruzamentos com linhagens de D. serido. Os
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hibridos envolvendo linhagens classificadas como pertencentes a uma unica espécie,

mostraram sinapse completa em todos os casos.

Para verificarmos se as divergéncias ocorridas em populagdes geograficamente

separadas culminaram com uma diferencia¢do interespecifica, devemos realizar um

estudo amplo envolvendo vérias caracteristicas e principalmente as relagSes

reprodutivas e cromossOmicas entre elas.
Assim, os objetivos do presente trabalho consistem basicamente de:

1) estudar pardmetros do isolamento reprodutivo (fertilidade, fecundidade e
esterilidade) entre Drosophila serido, D. koepferae, D. seriema e D. buzzatii;

2) identificar a frequéncia de assinapses dos cromossomos politénicos das

gléndulas salivares de linhagens em estudo e seus hibridos;

3) correlacionar os dados obtidos, com os ja existentes na literatura, a fim de
ampliar o conhecimento sobre o processo de diferenciagdo existente entre espécies do

cluster buzzatii.
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II. MATERIAL E METODOS

1. Linhagens e procedéncia geografica

As linhagens isofémeas e massais de espécies de Drosophila do cluster buzzatii

que foram utilizadas neste trabalho estdo relacionadas na Tabela 1 e a sua localizagdo

geogréfica demonstrada na Figura 1.

Tabela 1. Espécies de Drosophila do cluster buzzatii, suas respectivas linhagens, com seus tipos
morfoldgicos de edeago e procedéncia geogréfica. As linhagens cujo c6édigo contém a
letra M s@o massais e as outras sdo isofémeas.

ESPECIES LINHAGENS TIPO PROCEDENCIA
MORFOLOGICO
DE EDEAGO

Drosophila serido B AS5F11* B Bela Vista (MS)
B50Q3* Ibotirama (BA)

Drosophila seriema A95F3* Serra do Cipé (MG)
D40F1

D62C4BM Mucugé (BA)
D63M

D71C1BM Morro do Chapéu (BA)
D72M

D73C5BM Cachoeira do Ferro Doido
(BA)

Drosophila serido D B31D1* Puerto Tirol (Argentina)
Drosophila koepferae B20D2* Tapia (Tucuman, Argentina)
B25D7* Famatina (La Rioja,
Argentina)
Drosophila buzzatii 3B* Bahia

Classificagdo incerta D69R2 Localidade sem nome (BA)
D69RS

As linhagens foram coletadas pelo Prof. Dr. Fabio de Mello Sene e cols (FMRP - USP); * linhagens
mantidas em laboratério desde 1982 e as outras desde 1990.
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America do Sul

E=3 caaTinGA

f—J CERRADO

Y FLORESTA

=] FLORESTA ARAUCARIA
B CcHACO

— D.serido (B) —— D.seriema (C) — D serido (D)
—— D koepferae (E) —— D buzzatti

Figura 1. Mapa de vegetagdo, distribuicdo das espécies e localizagdo das linhagens analisadas no
presente trabalho. Extraido de Monteiro, 1997 com modifica¢des. (1) A55F11, (2) B50Q3,
(3) D69R2, (4) D69RS, (5) A9SF3, (6) D40F1, (7) D62C4BM, (8) D63M, (9) D71C1BM,
(10) D72M, (11) D73C5BM, (12) B31D1, (13) B20D2 e, (14) B25D7. (B), (C), (D) e
(E): tipos morfoldgicos de edeago.
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2. Fertilidade e Fecundidade

2.1. Intra e Intercruzamentos

Foram analisadas a fertilidade e a fecundidade dos intra e intercruzamentos,
relacionados na Tabela 2. A fertilidade dos cruzamentos foi avaliada pela observagio
da presenga ou auséncia de larvas e a fecundidade pelo nimero médio de descendentes
produzidos em cada periodo de oviposi¢do e no total de cada cruzamento. O método
utilizado foi o de cruzamentos em massa, realizados em garrafas de % 1 contendo uma
mistura de meio de cultura de cactos e banana, na proporgéo de 1:1 (Madi-Ravazzi e
Bicudo, 1992). Machos e fémeas virgens foram mantidos em tubos separados até
atingirem a idade de sete a nove dias. Em cada garrafa foram colocados vinte casais, e

para cada tipo de cruzamento foram realizadas quatro réplicas, as quais foram

transferidas duas vezes para meio de cultura novo em intervalos de sete dias cada.
Apés esse periodo, as moscas parentais foram descartadas. A observagdo dos
cruzamentos foi feita semanalmente para verificar a presenga ou auséncia de larvas,
utilizando um microscépio estereoscopio. Foram computados o numero € o sexo dos
descendentes em dois censos semanais, em um total de quatro contagens. Todos os

cruzamentos foram mantidos a uma temperatura de 20°C ¢ 1.

Para facilitar a redagdo, as linhagens serdo referidas apenas pela primeira letra e
os dois primeiros nimeros. Somente as linhagens de classificagdo incerta, D69R2,
D69RS e de D. buzzatii, 3B, serdo designadas respectivamente como R2, RS e 3B.
Também para facilitar a leitura da dire¢do dos cruzamentos realizados, colocamos F

para fémeas e M para machos.

2.2. Fertilidade de F1

Os hibridos provenientes dos intercruzamentos realizados foram também
testados quanto a sua fertilidade e fecundidade. A metodologia utilizada foi a mesma

descrita no item 2.1., porém com apenas uma transferéncia para meio de cultura novo.
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Tabela 2. Tipos de intracruzamentos e intercruzamentos realizados no presente estudo. F = fémea, M = macho. M linhagens com tipo
morfolégico B de edeago; M linhagens com tipo morfolégico C de edeago, M linhagem com tipo morfolégico D de edeago; M
linhagens com tipo morfolégico E de edeago; * linhagem de Drosophila buzzatii; B linhagens de classificagdo incerta.
intracruzamentos; M intercruzamentos entre linhagens classificadas como da mesma espécie e com o mesmo tipo de edeago; M
intercruzamentos entre linhagens classificadas como espécies diferentes e tipos morfologicos de edeago diferentes.
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Esses cruzamentos estdo relacionados na Tabela 3 e serdo designados como

intercruzamentos de F1.

3. Andlise Citogenética

O estudo citogenético foi realizado em ldminas de cromossomos politénicos das
glandulas salivares de larvas de terceiro estadio tardio, coradas com orceina lacto-
acética. A andlise visou, principalmente, observar o grau de sinapse dos cromossomos
e detectar a presenca de inversdes heterozigotas. Foram analisadas, aproximadamente,
7 a 10 laminas de cada tipo de cruzamento, em fotomicroscépio Zeiss II. Os filmes
utilizados para a elaboragéo das fotografias foram Ilford PANF, 50 ASA e o PLUS - X
PAN. O papel fotografico empregado foi o Kodabrome Print RC F - 3. O
procedimento para revelagdo do filme e cépia em papel foi o de rotina.

3.1. Preparaciio das laminas das glandulas salivares coradas com orceina lacto-
acética.

As larvas foram dissecadas em uma placa de vidro com uma gota de solugdo

fisiolégica (Demerec) e as glandulas foram separadas e transferidas para uma lamina

de vidro com uma gota de 4cido acético a 45%, onde permaneceram por 3 minutos.
Ap6s a remogdo do 4cido foi acrescentada uma gota de orceina lacto-acética a 2%, por
5 minutos. Em seguida, a orceina foi retirada e acrescentou-se uma gota de 4cido ltico
a 50%, por 8 minutos. Feito isto, o material foi recoberto com uma laminula e
submetido ao processo de esmagamento. As laminas foram lutadas com esmalte

incolor e mantidas em geladeira para posterior analise.

4. Observacdo da Corte

Foram montados experimentos com o objetivo de analisar a corte dos casais que
ndo produziram descendentes. Para esse estudo, foi observada a corte de 25 casais com
7,5 dias de idade, em média. Os casais foram colocados, separadamente, em tubos

contendo meio de cultura e a corte foi observada durante o periodo de 1h. Foi
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Tabela 3. Tipos de intercruzamentos de F1 realizados no presente estudo. Legenda igual a da Tabela 2.




computado o inicio € o término da corte. Esses cruzamentos foram mantidos em
estoque a 20°C 3 1 durante 1 més para observagdo. Foram analisadas as cortes dos
seguintes cruzamentos: R2 com D62, A95, D73, D71 e D72, R5 com B20, em ambas
as direg¢des, € a dos cruzamentos de F B50 com M R2.

5. Andlise da Mobilidade dos Espermatozéides

Foi testada a mobilidade dos espermatozéides dos hibridos provenientes dos
intercruzamentos de F1 estéreis, que foram os: de F A55 com M D71, de F A95 com
M B25 e, F B25 com M B50. A técnica usada foi a de Orr (1992) com modificagdes.
Foram utilizadas como controle as prepara¢des de testiculos de machos com 5, 7, 9 €
10 dias de idade dos intracruzamentos de D40, A55 e D62 e dos intercruzamentos de F
B50 com M B25, de F B25 com M A9S, de D40 com D63, D62 e A95, nas duas
dire¢des; AS5 com D63 e R2, nas duas dire¢des e, F D71 com M AS55. Os machos
foram dissecados em solugdo fisiolégica Demerec e os testiculos transferidos para uma

lamina contendo também uma gota de solugdo fisioldgica. A seguir, foram recobertos

com uma laminula e imediatamente examinados em microscopia de luz.

6. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico MINITAB
Release versdo 10.1 para Microsoft Windows, onde foi utilizado o teste t de Student
para medir o grau de significancia das diferengas entre as médias. Os graficos box-plot
e de erro padrdo foram construidos utilizando o programa Statistica versdo 5.0. para
Microsoft Windows.
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III. RESULTADOS

1. Isolamento Reprodutivo

Nos experimentos de fertilidade e fecundidade, os casais permaneceram nas
garrafas por um periodo de sete dias antes de serem transferidos para uma garrafa
nova. Assim, foram obtidos grupos de idades diferentes para os cruzamentos,
identificados como 1, 2 e 3. No periodo 1, os casais tinham em média 7,5 dias de
idade, no periodo 2, 11 dias, e no periodo 3, 14,5 dias.

1.1. Fertilidade

a. Intracruzamentos

A maioria (93,33 %) dos intracruzamentos foram 100% férteis, isto é nos trés

periodos de oviposigdo. A tUnica exce¢do foram os cruzamentos de D72, os quais

foram improdutivos no 3° periodo de oviposi¢do, quando os casais tinham em média
14,5 dias de idade. A réplica n° 2 dos intracruzamentos de B20 ndo apresentou

descendentes, no entanto, as demais réplicas foram férteis em todos os periodos de
oviposi¢do (Tabela 4).

b. Intercruzamentos Parentais

b.1. Entre linhagens classificadas como da mesma espécie

Neste grupo de intercruzamentos apenas o intercruzamento entre F D63 x M

A95 foi estéril no 2° periodo de oviposi¢do, os demais cruzamentos apresentaram
100% de fertilidade.

AVA
AVAVAL

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Tabela 4. Réplicas dos cruzamentos realizados que foram estéreis. M Intracruzamento;
B intercruzamento de F1 entre linhagens com mesmo tipo de edeago; M
intercruzamentos parentais entre linhagens com edeagos diferentes; M
intercruzamentos de F1 entre linhagens com edeagos diferentes.

Réplicas

F M
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b.2. Entre linhagens classificadas como espécies ou tipos de edeagos
diferentes

Foi observada a esterilidade em ambas as diregdes dos cruzamentos: de R2 com
D62, A95, D73, D71 e D72, de R5 com B20 e também, os intercruzamentos entre F
B50 x M R2, isto representa 40,62 % do total de cruzamentos deste grupo. Os
cruzamentos de F D63 x M R2 foram improdutivos no 1° periodo de oviposi¢do e os

reciprocos no 3° periodo, os cruzamentos de F R2 x M B50 foram improdutivos no 3°

periodo de oviposi¢do. Os outros cruzamentos realizados neste grupo foram 100%
fertéis. Alguns intercruzamentos deste grupo foram estéreis em uma ou mais réplicas
(Tabela 4).

c. Intercruzamentos de F1

c.1. Entre linhagens classificadas como da mesma espécie

A maioria (81,82 %) dos cruzamentos foram 100% férteis. Alguns cruzamentos
(18,18 %) entre linhagens de D. seriema foram estéreis no 2° periodo de oviposigdo:
A95 com D63 e D72 com D73, em ambas as diregdes. As réplicas 3 e¢ 4 dos
intercruzamentos entre F D63 x M A95 também foram estéreis (Tabela 4).

c.2. Entre linhagens classificadas como espécies ou tipos de edeagos
diferentes

Os cruzamentos entre F AS5 e M D71, F A95 ¢ M B25 e de F B25 com M B50
foram totalmente estéreis, correspondendo a 15,79 % do total dos intercruzamentos
deste grupo. O restante deste grupo foi 100 % fértil. Algumas réplicas dos
intercruzamentos deste grupo foram estéreis (Tabela 4).
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1.2. Fecundidade

A andlise da fecundidade através dos graficos box- plot e de erro padrdo, e
também do teste t de Student, foi realizada pelas seguintes compara¢des da
produtividade nos trés periodos de oviposi¢do separadamente por sexo e total:

- dentro e entre intracruzamentos;
- entre 0s intercruzamentos parentais € os respectivos intracruzamentos;
- entre os intercruzamentos reciprocos; €

- entre os intercruzamentos de F1 e os respectivos intercruzamentos parentais.

a. Anélise da fecundidade dentro e entre intracruzamentos

Os graficos box-plot com estes resultados estdo apresentados a seguir (Figuras
2 a 4). Observa-se que, no 1° periodo de oviposi¢do, a produtividade de fémeas
descendentes das linhagens classificadas com edeagos B, C, E, de classificagdo incerta

e de D. buzzatii mostram variagdes diferentes, e a linhagem B31 (edeago D) difere

significativamente das demais (p = 0,0004 para a anélise discriminante). A
produtividade dos machos neste 1° periodo de oviposi¢do foi semelhante & das fémeas
em todas as linhagens (p = 0,0002) e, consequentemente a produtividade total do 1°
periodo também (p = 0,0002).

No 2° periodo de oviposig¢do as linhagens ndo seguiram os mesmos padrdes
observados no primeiro periodo em termos de variabilidade e valor médio. Com
relagdo a produtividade dos machos, a linhagem 3B (D. buzzatii) mostrou um
comportamento reprodutivo mais préximo das linhagens de edeago B. Neste caso a
produtividade total seguiu o comportamento da produtividade dos machos, com as
linhagens classificadas em B e E com produtividade semelhante (p = 0,0297).

No 3° periodo de oviposi¢do houve uma queda maior do nimero de
descendentes de ambos os sexos de todas as linhagens. Nota-se que ocorreu um maior

distanciamento entre as linhagens caracterizadas por possuirem o edeago E (D.
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koepferae) e a linhagem 3B (D. buzzatii), e também entre C e E, de acordo com a
produtividade de fémeas (p =0,0453), machos (p = 0,0263) e total (0,0333). Neste 3°
periodo além da queda da produtividade da maioria das linhagens houve também uma
queda da variancia.

No geral, quanto ao numero de descendentes, uma anilise descritiva do
comportamento das linhagens permite verificar que a linhagem B50 apresenta uma
produtividade média baixa e mais semelhante & de B31 (edeago D) e D63 (edeago C).
E também, D73 (edeago C) foi a linhagem mais produtiva, sendo este fato mais
evidente no 1° periodo de oviposi¢do, tanto para fémeas, machos e total. No 3° periodo
de oviposi¢do a produtividade de fémeas, machos e total de D73 foi superada pelas
linhagens R2 (classificagdo incerta) e B20 (edeago E). Um outro aspecto importante é
que D73 apresenta uma baixa variabilidade entre as réplicas e menor valor de EP (erro
padrdo). A linhagem R2 (classificagdo incerta) apresentou uma produtividade
constante nos trés periodos de oviposi¢do, fato que ndo se repete em qualquer outra
linhagem considerada, e esta linhagem também possui valores baixos de EP (Figuras S
a7).

Um fato evidente na comparagdo das produtividades de fémeas, machos e do
total € que os valores de erro padrdo calculados para cada linhagem nos diferentes
periodos de oviposi¢do ndo oscilam uniformemente; como pode ser observado nas
Figuras 5§ a 7. Pode-se verificar nestas figuras que o perfil de variagdo intraespecifico
¢ o mesmo para os descendentes fémeas, machos e total. Destaca-se ainda que as
linhagens ASS, BS0, R2, RS, B31 e 3B mostraram perfis semelhantes de erro padrdo
ao longo dos periodos de oviposig¢do, e as linhagens D62 e B20 apresentaram os

maiores valores de erro padrdo e também as maiores variagdes intraespecificas. Foram

encontrados outros perfis de erros padrdes relativos a produtividade, mostrando um

comportamento varidvel entre as linhagens classificadas como da mesma espécie, ou

entre linhagens de espécies diferentes.

Numa andlise direta da produtividade nos trés periodos de oviposi¢do
observamos que dos 15 intracruzamentos realizados, a maioria (8) foi mais produtivo
no 1° periodo, seguido pelo 2° periodo (7), e nenhum foi mais produtivo no 3° periodo.
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Erro padrao da produtividade de machos
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Figura 7. Erro padréo da produtividade total das linhagens, por periodo de oviposiggo.
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b. Anélise da fecundidade dos intercruzamentos comparados com 0s respectivos
intracruzamentos e intercruzamentos de F1correspondentes

Esta andlise foi realizada primeiramente através das porcentagens obtidas dentro
de cada grupo de intercruzamentos, nas diferentes situagdes estabelecidas a partir da
comparagdo das produtividades médias. Foi utilizado o teste t de Student para efetuar
esta andlise. A comparagdo de mais de duas médias implica na suposi¢do de
homocedasticidade (igualdade das varidncias dos cruzamentos), hipétese esta ndo
satisfeita no nosso caso. Além disto, utilizamos também os dados obtidos através da
anélise dos graficos box plot. Esses resultados estdo demonstrados nas Tabelas de 5 a
10.

Na comparagdo das produtividades médias totais dos intercruzamentos entre
linhagens de D. seriema com os respectivos intracruzamentos (Tabela 5) podemos
observar uma alta porcentagem (40,91 %) de intercruzamentos com produtividade
semelhante a ambos os intracruzamentos parentais, seguida por uma porcentagem
menor (31,81 %) de intercruzamentos menos produtivos que pelo menos um
intracruzamento e 13,64 % de intercruzamentos mais produtivos que pelo menos um
intracruzamento parental.

A comparagdo das produtividades médias totais dos intercruzamentos
reciprocos das linhagens de D. seriema (Tabela 6) mostrou que 63,64 % destes

cruzamentos foram semelhantes e 36,36 % foram diferentes.

Na anélise das produtividades médias totais dos intercruzamentos de F1 com os
intercruzamentos parentais deste grupo (Tabela 7) verificou-se uma alta porcentagem
(45,45 %) de intercruzamentos de F1 semelhantes em sua produtividade com os
intercruzamentos parentais, seguida de 40,91 % de intercruzamentos de F1 menos
produtivos que os intercruzamentos parentais. Somente 13,64 % dos intercruzamentos

de F1 foram mais produtivos que os intercruzamentos parentais correspondentes.

Na Tabela 8 verificamos uma porcentagem pequena (12,50 %) dos
intercruzamentos entre linhagens com edeagos diferentes que tiveram produtividade
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Tabela 5. Comparagdo das produtividades médias totais dos intercruzamentos entre linhagens de D. seriema com os
respectivos intracruzamentos.

NUMERO E (%) DO TOTAL DE INTERCRUZAMENTOS
INTERCRUZAMENTOS DENTRO ENCONTRADOS EM CADA
SITUACAO DE CADA SITUACAO SITUACAO

A. Intercruzamentos mais produtivos
que ambos os intracruzamentos 2(9,10) FD40 x MD63 e FD63 x MD40

parentais

B. Intercruzamentos mais produtivos
que pelo menos um intracruzamento 3(13,64) FD40 x MD62, FD63 x MD72 ¢
parental FD72 x MD63

C. Intercruzamentos menos
produtivo que um intra e mais que o 1 (4,54) F A95 x MD63
outro intra parental

D. Intercruzamentos menos FD63 x MA95, FA95 x MD71,

produtivos que pelo menos um 7 (31,81) FA95 x MD72, FD72 x MA95,

intracruzamento FD40 x MD73, FD73 x MD40 e
FD73 x MD72

E. Intercruzamentos semelhantes a FA95 x MD40, FD40 x MAS9S,

produtividade = de ambos os 9(40,91) FD71 x MA9s, FA95 x MD73,

intracruzamentos parentais FD73 x MA95, FD62 x MD4o0,
Fp40 x MD71, FD71 x MD40 e
FD72 x MD73

Tabela 6. Comparagéo das produtividades médias totais dos intercruzamentos reciprocos entre linhagens de D.
seriema.

NUMERO E (%) DO TOTAL DE INTERCRUZAMENTOS
INTERCRUZAMENTOS DENTRO  ENCONTRADOS EM CADA
SITUACAO DE CADA SITUACAO SITUACAO

A. Reciprocos semelhantes FA95x MD40, FD40 x MA95,
14 (63,64) FA95x MD73, F D73 x M A95,
FD40x MD62, FD62 x MD40,
FD40x MD63, FD63 x MD40,
FD40x MD71, F D71 x MD4o0,
Fp4ox MD73, FD73 x MDA40,
FD72x MD73 ¢ FD73 x MD72

B. Reciprocos diferentes FA95x MD63, FD63 x MA95,
8 (36,36) FA95x MD71, F D71 x M A95,

FA95x MD72, FD72 x MA9S,

FD63x MD72 e FD72 x MD63
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Tabela 7. Comparagdo das produtividades médias totais dos intercruzamentos de F1 com os intercruzamentos
parentais, em linhagens de D. seriema.

SITUACAO

NUMERO E (%) DO TOTAL DE INTERCRUZAMENTOS
INTERCRUZAMENTOS DENTRO ENCONTRADOS EM CADA
DE CADA SITUACAO SITUACAO

A. Intercruzamentos de F1 menos
produtivos que os intercruzamentos

parentais

B. Intercruzamentos de F1 mais
produtivos que os intercruzamentos
parentais

C. Intercruzamentos de F1
semelhantes em sua produtividade
com os intercruzamentos parentais

9 (40,9

FD40 x MD62, FD40 x MD63,

1) FD40 x MD71, FD71 x MD40,
FD40 x MD73, FD73 x MD40
FD71 x MA9S, FD72 x MD63
e FD73 x MA95

3(13,64) FA95 x MD72, FA95 x MD40 e

FD73 x MD72

FD40 x MA95, FA95 x MD63,
FD63 x MA95, FA95 x MD71,

10 (45,45) FD72 x MA95, FA95 x MD73

FD62 x MD40, FD63 x MD40,
FD63 x MD72 e FD72 x MD73
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Tabela 8. Comparagio das produtividades médias totais dos intercruzamentos entre linhagens de espécies ou edeagos
diferentes com os respectivos intracruzamentos.

NUMERO E (%) DO TOTAL DE INTERCRUZAMENTOS
INTERCRUZAMENTOS DENTRO  ENCONTRADOS EM CADA
SITUACAO DE CADA SITUACAO SITUACAO

A.. Intercruzamentos menos FA55 x MD63, FD63 x MASS,

produtivos que pelo menos um 7 (21,87) FAS5 x MD71, FD71 x MASS,

intracruzamento parental FB25 x MB50, FR2 x MD63 e
FB31 x MRS

B. Intercruzamentos menos FB50 x MB25, FAS5 x MR2,
produtivos que  ambos  os 8 (25,00) FR2 x MASS, FA95 x MB25,
intracruzamentos parentais FB25 x MA95, FR2 x MBS0,

FA55 x MRS e FRS x MASS

C. Intercruzamentos semelhantes a
produtividlade @ de ambos os 4 (12,50) FD63 x MR2, FRS x M3B,

intracruzamentos parentais F3Bx MR5 e FR5 x MB31

D. Intercruzamentos Estéreis FRr2 x MA95, FA95 x MR2,
FR2 x MD62, FD62 x MR2,
Fr2 x MD71, FD71 x MR2,
13 (40,63) FrR2 x MD72, FD72 x MR2,
FRr2 x MD73, FD73 x MR2,
FR5 x MB20, FB20 X MRS e
FB50 x MR2




[
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Tabela 9. Comparaggo das produtividades médias totais entre intercruzamentos reciprocos das linhagens de espécies
ou edeagos diferentes.

NUMERO E (%) DO TOTAL INTERCRUZAMENTOS ENCONTRADOS
DE INTERCRUZAMENTOS EM CADA SITUACAO
SITUACAO DENTRO DE CADA
SITUACAO

A. Reciprocos semelhantes FRs x MASs, FA55 x MRs, FAS5 x MR2,

Fr2 x MAss, FA95 x MR2, FR2x MA95,
FA95 x MB25, FB25 x MA95, FD62 x
MR2, FrR2 x MD62, FD63 x MASS, FASS x
MD63, FD63x MR2, FR2 x MD63, FD71 x

28 (87,50) MASss, FAS5 x MD71, FD71 X MR2, FR2 x
MbD71, FD72 x MR2, FR2 X MD72, FD73 X
MR2, FR2 x MD73, FR5 x M3B, F3B x
MRs, FrRs x MB31, FB31 x MR5, FRs x
MB20 e FB20 x MRS

B. Reciprocos diferentes 4 (12,50) FRr2 x MB5o, FB50 x MR2, FB50 x MB25
¢ FB25 x MB50

Tabela 10. Comparagéo das produtividades médias totais dos intercruzamentos de F1 entre linhagens de espécies ou
edeagos diferentes com os intercruzamentos parentais.

NUMERO E % DO TOTAL DE INTERCRUZAMENTOS
INTERCRUZAMENTOS DENTRO ENCONTRADOS EM CADA
SITUACAO DE CADA SITUACAO SITUACAO

A. Intercruzamentos de F1 menos FAS5 x MRS, FR5 x M3B e
produtivos que os intercruzamentos 3 (15,79) F3B x MRS

parentais

B. Intercruzamentos de F1 mais FR2 x MAS5S5 e FR2 x MB50
produtivos que os intercruzamentos 2 (10,53)
parentais

C. Intercruzamentos de F1 FB25 x MA95, FD63 x MASS,

semelhantes em sua produtividade 11 (57,89) FAs5 x Mpe63, FD63 x MR2,

com 0s intercruzamentos parentais FrR2 x MD63, FD71 x MASS,
FRS x MB31, FB31 x MRS, FB50
x MB2s, FR5 x MASs5 e FASS x
MR2

D. Intercruzamentos de F1 estéreis 3 (15,79) FA55 x MD71, FA95 x MB25 e
FB25 x MB50




semelhante a dos intracruzamentos parentais, todos envolveram as linhagens R2 e RS.
J4, na observagdo das produtividades dos intercruzamentos reciprocos (Tabela 9)
verificamos que a maioria (87,50 %) foi semelhante. Vale destacar que no grupo dos
reciprocos diferentes entre si em suas produtividades, todos os intercruzamentos deste

grupo incluiam os intercruzamentos com a linhagem B50.

Quando comparamos as produtividades médias totais dos intercruzamentos de
F1 com as dos intercruzamentos parentais (Tabela 10), verificamos que a maioria
(57,89 %) teve produtividade semelhante a produtividade dos intercruzamentos

parentais.

Analisando os dados da produtividade nos trés periodos de oviposi¢do
observamos que dos 22 intercruzamentos realizados entre linhagens com mesmo tipo
de edeago, os periodos mais produtivos foram o 1° (10) e o 2° (10), e o 3° foi 0 menos
produtivo (2). Ja nos intercruzamentos de F1 deste grupo o 2° periodo foi o mais
produtivo (13).

Dos 19 intercruzamentos férteis realizados entre linhagens com tipos de

edeagos diferentes, o 1° periodo foi ligeiramente mais produtivo (8) que 0 2° (7), € o0 3°

foi o menos produtivo (4). Nos intercruzamentos de F1 deste grupo, o 1° periodo
também foi o mais produtivo (13).

A maioria dos intercruzamentos em que a andlise dos box plot e EP foi realizada
pertence aos intercruzamentos entre linhagens com mesmo tipo de edeago, com
excecdo dos intercruzamentos entre a linhagem R2 (classificagdo incerta) com as
linhagens AS5 e B50 (edeago B), e entre a linhagem RS (classificagdo incerta) e ASS.
Este fato foi devido ao grande numero de intercruzamentos entre linhagens com
edeagos diferentes que apresentaram réplicas estéreis ou no préprio intercruzamento
parental, ou nos intercruzamentos de F1, ou intercruzamentos que apresentaram baixo
namero de descendentes (como pode ser observado na Tabela 4), ou ainda os

intercruzamentos estéreis. Quanto a esta andlise, as Figuras 8 a 19 mostram que:

Quando comparados aos intracruzamentos observa-se uma maior produtividade
nos cruzamentos F D40 x M D63, F D63 x M D40, F D40 x M D62 e F A95 x M D73,
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Figura 8. Box plot da produtividade de fémeas dos intercruzamentos com os reciprocos, nos trés

periodos de oviposigéio. A. 1° periodo. B. 2° periodo. C. 3° periodo.
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Figura 11. Erro padréo da produtividade de fémeas dos intercruzamentos e os respectivos reciprocos,
por periodo de oviposigdo.
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por periodo de oviposigéo.
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Figura 13. Erro padrdo da produtividade total dos intercruzamentos € os respectivos reciprocos por,
periodo de oviposigéo.
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Figura 16. Box plot da produtividade total dos intercruzamentos com os F1 correspondentes, nos dois
periodos de oviposigio. A. 1° periodo. B. 2° periodo.
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Figura 17. Box plot da produtividade de fémeas dos intercruzamentos reciprocos indicados nas Figuras

14, 15 ¢ 16 com os F1 correspondentes, nos dois periodos de oviposig#o. A. 1° periodo. B.

2° periodo.
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Figura 18. Box plot da produtividade de machos dos intercruzamentos reciprocos indicados nas

Figuras 14, 15 e 16 com os F1 correspondentes, nos dois periodos de oviposigdo. A. 1°

periodo. B. 2° periodo.
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sendo que o primeiro se manteve nos trés periodos de oviposi¢do com produtividade

média mais elevada. Vale destacar que exceto D73, os demais intracruzamentos

envolvendo estas linhagens (D40, D62, D63 e A95) ndo superaram a produtividade
média destes intercruzamentos.

A distribuigdo de produtividade para intercruzamentos e reciprocos foi bastante

semelhante para machos e fémeas.

Nota-se uma redugdo menos acentuada da produtividade nos intercruzamentos
do que nos intracruzamentos ao longo dos periodos de oviposi¢do, em relagdo a ambos

0s sexos e total.

Os cruzamentos F A95 x M D71 e F D63 x M D40 destacam-se pela grande
variabilidade entre réplicas ao longo dos trés periodos (Figuras 11 a 13). Para o
primeiro intercruzamento os maiores valores de EP da produtividade sdo encontrados
no 1° periodo de oviposi¢do, ja no ultimo (F D63 x M D40), o 2° periodo é o mais

heterogéneo.

Os intercruzamentos F D72 x M A9S5, F R2 x M B50 e F AS5 x M R2 geraram

um menor nimero de descendentes nos trés periodos de oviposigdo.

Nas Figuras 14 a 19 pode-se destacar que os intercruzamentos de F1 com
produtividade maior que a dos intercruzamentos parentais (Tabelas 7 ¢ 10) foram de

menor variabilidade entre as réplicas que os mesmos.

2. Analise Citogenética

Esta andlise foi efetuada principalmente nos cromossomos politénicos das
glandulas salivares dos hibridos provenientes dos intracruzamentos das linhagens

classificadas como D. seriema e dos intercruzamentos entre estas e outras espécies.

Pela andlise qualitativa realizada em 410 laminas, 15 células/lamina, ndo foi
observada diferenga acentuada entre o grau de assinapse cromossdmica observado
intralinhagem e o dos intercruzamentos de D. seriema. A maioria dos cromossomos

mostraram sinapse completa em toda sua extensdo (Figuras 20, 21 e 22), com excegdo
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Figura 20. Sinapse nos intracruzamentos. A. Fémea D63. B. Macho D62. C. Macho D63. D. Macho
D62. Em A a seta indica a regido proximal do cromossomo X desemparelhada. Em B
observar o pareamento completo dos cromossmos. Em C e D a seta indica os
microcromossomos; observar nessas figuras a associagdo do micro e do cromossomo X e em
D a associagdo desses cromossomos ao nucléolo (NU).
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Figura 21. Sinapse nos hibridos provenientes dos intercruzamentos entre F A95 x M D72 (D. seriema).
As setas duplas indicam os microcromossomos, os quais estdo levemente desemparelhados
em A ¢ B, e, completamente em C e D. A seta Gnica mostra o terco proximal do
cromossomo X com aspecto heterocromdtico. Em D esta regifio mostra um
desemparelhamento evidente. NU: nucléolo.
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Figura 22. Sinapse nos hibridos provenientes de intercruzamentos entre linhagens classificadas como D.
seriema. A-B. Fémeas hibridas dos intercruzamentos entre F D40 x M D73. C-D. Machos
hibridos dos intercruzamentos entre F D72 x M D63, com desemparelhamento da regido
proximal do cromossomo X. E-F. Machos hibridos dos intercruzamentos entre F A95 x M
D63. Em A, B, D, E e F as setas pequenas indicam os microcromossomos. Em A e B a seta
maior mostra a regido proximal do X desemparelhada. Em C observar o pareamento dos
cromossomos. Observar um leve desemparelhamento nos microcromossomos das figuras E e
F e, um material associado ao micro na figura F (setas duplas).
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do tergo proximal do cromossomo X e dos microcromossomos, 0s quais apresentaram
uma alta frequéncia de assinapse nas células analisadas (Figuras 20 A, C e D, 21, 22
A,B,EeF, 23 CeD e 24 C). Foi observada também assinapse com baixa frequéncia
na linhagem D63 (Figura 24 A) e em outros cromossomos dos intercruzamentos F RS

xM3B,FD73xMD40 e F D72 x M A95 (Figuras 23 A,C,24 B, D, E ¢ F).

3. Observaciio da corte dos casais dos intercruzamentos parentais estéreis

Todos os intercruzamentos estéreis foram avaliados quanto a ocorréncia de
corte dos casais, periodo de duragdo da corte, e se houve cépula (Tabela 11). Durante

o periodo de observagdo, nenhum dos casais copulou, € houve uma alta variagdo nos

diferentes intercruzamentos, na porcentagem dos machos que cortejaram as fémeas,

~ desde 4 %, observado nos intercruzamentos entre F RS x M B20, até¢ 44 % nos

cruzamentos de fémeas A95 ou D73 e machos R2. De modo geral, os machos que
cortejaram as fémeas o fizeram mais de uma vez. A duragdo média da corte também
mostrou variagdo de aproximadamente 30 segundos a 2 minutos, nos diferentes
intercruzamentos analisados. Estes casais foram ainda mantidos juntos por um més, €
logo apés este periodo foram descartados. A observagdo destes cruzamentos

evidenciou a esterilidade completa.

4. Andlise da mobilidade dos espermatozdides dos hibridos estéreis provenientes
dos intercruzamentos de F1

Os machos analisados foram divididos em trés classes quanto & mobilidade dos
espermatozéides: 1) com abundincia de espermatozdides mdveis; 2) com poucas
“malhas” de espermatozdides moéveis; € 3) que ndo apresentavam espermatozdides

moveis.

A anédlise da mobilidade dos espermatozdides dos machos hibridos provenientes
dos intra (D40, AS5 e D62) e intercruzamentos (F B50 x M B25, F B25 x M A95, D40
com D63, D62 e A95, nas duas diregdes; AS5 com D63 e R2, nas duas diregdes e, F

D71 x M AS5) controles evidenciou pouca ou quase nenhuma mobilidade para a
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Figura 23. Sinapse nos hibridos provenientes de intercruzamentos. A. Machos hibridos dos
intercruzamentos entre F R5 x M 3B. B. Fémeas hibridas dos intercruzamentos entre F
RS x M 3B. C. Machos hibridos dos intercruzamentos entre F D63 x M R2. D. Fémeas
hibridas dos intercruzamentos entre F R2 x M D63. A seta em A mostra a extremidade
distal do cromossomo II desemparelhada, em C o cromossomo IV quase que inteiramente
desemparelhado e em D o tergo proximal do cromossomo X. Em A, C e D as pontas de
setas mostram 0s mMicrocromossomos.
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Figura 24. Graus diferentes de assinapses observados nos intra e intercruzamentos. A. Regides
intermediarias do cromossomo II de D63. B. Regido intermedidria do cromossomo IV do
hibrido entre F D73 x M D40. C. Regido proximal do cromossomo X de fémea hibrida
entre F D72 x M A95. D. Cromossomo V de fémea hibrida entre F D72 x M A95. E.
Regido proximal do cromossomo V do macho hibrido entre F D73 x M D40. F. Regido
proximal do cromossomo II de macho hibrido entre F D73 x M D40. As setas indicam as
regiGes e cromossomos desemparelhados.
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Tabela 11. Duragdo média em segundos e erro padrdo da corte entre os casais em que os cruzamentos
foram estéreis e a porcentagem total dos casais em que houve a corte

Cruzamentos

Duragdo média da corte

Porcentagem de machos
que cortejaram as fémeas

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

R2
A95

3R

288 3K

130,00
46,43
30,30
43,00
39,25
38,00
59,50
34,00
49,90
25,75
53,41
52
28,80

HHHHHHHHEHHHFHFH

46,10
8,05
13,60
12,10
3,20
6,72
22,70
6,21
12,00
7,75
9,92
0,00
5,62

44 %
28 %
8%
12 %
20 %
8%
12 %
16 %
44 %
8 %
24 %
4%
12 %

5

6

7
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maioria dos machos observados até o quinto dia de idade, uma mobilidade relativa a

partir do sétimo dia, e uma mobilidade 6tima por volta do nono dia de idade. Os

machos hibridos estéreis resultantes dos seguintes intercruzamentos: F A55 x M D71,

F B25 x M B50, e F A95 x M B25 ndo apresentaram espermatozéides méveis em
nenhuma idade.
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IV. DISCUSSAO

E geralmente aceito, que duas populagdes que estdo isoladas geograficamente

uma da outra deverdo divergir no tempo. O isolamento reprodutivo surge,
frequentemente, como subproduto incidental da divergéncia genética. O isolamento
reprodutivo pode surgir da a¢do de muitos genes pleiotrépicos. Alguns genes sdo
selecionados diferentemente por razdes distintas ou resultando de deriva genética
podendo ter efeito no isolamento. Alternativamente, a sele¢do pode atuar diretamente
para construir e reforgar as barreiras de trocas génicas entre as populagdes cuja
hibridag@o resulta em um desperdicio reprodutivo. Serd verdadeiramente notével, se
toda populagdo alopétrica desenvolver seu isolamento sexual exatamente do mesmo

modo e na mesma taxa (Ehrman e Wasserman, 1987).

Em uma revisdo do género Drosophila, Bock (1984, apud Marin et al., 1993)
listou 266 casos de hibridagdo interespecifica no laboratério e 8 casos na natureza.
Esses dados mostram que hibridagdo interespecifica neste género ndo €, no todo, um
fenémeno raro, pelo menos sob as condigdes artificiais de laboratério (Marin et al.,
1993).

Deve ser enfatizado que as condi¢des de laboratério, por exemplo, de diregdes
de cruzamentos previamente determinadas, sdo muito diferentes daquelas da natureza,
assim os resultados deste trabalho ndo implicam, em qualquer sentido, que ocorre
hibridagdo na natureza. Eles podem revelar, entretanto, presenga de afinidades
genéticas ou ndo entre as espécies (linhagens), e isto € proposto aqui.

1. As linhagens geogrificas e suas relacdes reprodutivas de fertilidade e

fecundidade

Algumas das linhagens analisadas no presente estudo foram coletadas em
diferentes localidades geograficas da Cadeia do Espinhago. A Cadeia do Espinhago ¢
formada por um conjunto de pequenas serras que constitui o divisor de 4guas entre a
Bacia do Rio Sdo Francisco € o Oceano Atlantico. Inicia-se na Serra do Ouro Branco,
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ao norte da cidade de Ouro Preto, em Minas Gerais, e estende-se até a porg¢do norte da
Bahia. Neste ultimo Estado, recebe a denominag&o especial de Chapada Diamantina. A
vegetacdo predominante nesta regido € a de campos rupestres, associados a outras
formagdes vegetais como cerrados, caatingas, brejos e matas, estas ltimas
acompanhando geralmente o curso de rios.

A linhagem A95, coletada em 1977 na Serra do Cip6 (Cardeal Mota - MG),
com tipo morfolégico C de edeago (Silva e Sene, 1991), foi classificada como D.
seriema (Tidon-Sklorz e Sene, 1995b) juntamente com outras linhagens desta 4rea
geografica. A descrigdo desta espécie teve a corroboragdo de dados obtidos
anteriormente quanto ao estudo da morfologia dos cromossomos metafasicos (Baimai
et al., 1983) isolamento reprodutivo (Bizzo, 1983, Madi-Ravazzi, 1988, 1992, Madi-
Ravazzi e Bicudo, 1992), padrdes de esterases (Lapenta, 1992) e morfometria do

~ edeago (Tidon-Sklorz e Sene, 1995b).

As linhagens D71, D40, D63, D62, D72, D73, R2 e R5 da Cadeia do
Espinhago, analisadas no presente trabalho, ndo haviam sido estudadas até pouco
tempo com relagdo a nenhum outro marcador bioldgico, exceto pela morfologia do
edeago. Foram classificadas como pertencentes ao tipo C de edeago (Tidon-Sklorz e
Sene, 1995b), exceto R2 e RS, inicialmente classificada como tipo B. Kuhn et al.
(1996) analisaram os cromossomos metafasicos e politénicos de algumas linhagens
desta regido e com base nas relagdes cariotipicas e das inversdes, estes autores
sugeriram uma origem recente para D. seriema, segundo os autores, esta espécie
parece essencialmente monomdrfica € com baixa diferenciagdo interpopulacional
quando comparada com outras espécies do complexo buzzatii. Os dados de DNA
mitocondrial de Manfrin (1997) mostraram que D. seriema é observada como no

monofilética, com grande divergéncia entre as diferentes popula¢des examinadas.

Também algumas destas linhagens estudadas no presente trabalho mostraram variagéo
nos parametros reprodutivos analisados.

Ao realizarmos cruzamentos entre as linhagens R2 e RS (previamente
classificadas com edeago tipo B) e as linhagens de D. seriema, D. koepferae e D.

serido tipo B, verificamos um alto indice de esterilidade que em um primeiro momento
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avaliamos como sendo uma diferenciagdo genética acentuada entre estas linhagens.
Entretanto, outros resultados obtidos através do estudo das esterases (Lapenta, 1998),
de RAPD (Castro e Madi-Ravazzi, 1998), mostraram que essas linhagens, em relagéo a
esses outros marcadores, estavam mais préximas geneticamente da linhagem 3B de D.
buzzatii. Assim, resolvemos fazer uma avaliagdo dos edeagos das linhagens e
verificamos que estes s3o mais semelhantes ao tipo de D. buzzatii, o qual
denominamos de Z, do que de D. serido. A confirmagio de que R2 e RS venham a ser
de fato linhagens de D. buzzatii, precisa ser suportada com outras andlises

principalmente em relag@o as inversdes cromossdmicas.

A alta fertilidade obtida nos intracruzamentos era um resultado esperado devido
a metodologia empregada através de cruzamentos em massa, este tipo de cruzamento
aumenta a probabilidade de haver fémeas receptivas a corte daqueles machos. Também
uma fertilidade muito alta, ou muito baixa de alguns cruzamentos podem ser
caracteristicas da linhagem. Merece um estudo mais detalhado o fato de todas as
réplicas dos intracruzamentos de D72 terem sido estéreis no 3° periodo de oviposi¢do e
também da réplica nimero 2 de B20. Também foi observada esterilidade no 2° periodo

de oviposi¢do nos intercruzamentos envolvendo fémeas D63 e machos A95, ambas

linhagens de D. seriema. Esterilidade no 2° periodo de oviposi¢do foi encontrada
também nos intercruzamentos de F1 de A95 e D63 e de D72 e D73, em ambas as
diregdes, além de completa esterilidade das réplicas 3 e 4 dos intercruzamentos de F1
de fémeas D63 e machos A95.

Nos intercruzamentos realizados entre linhagens de espécies ou edeagos
diferentes, além de encontrarmos esterilidade em ambas as diregdes em alguns
cruzamentos, foi observada também esterilidade em alguns periodos de oviposi¢do e
em uma ou mais réplicas, tanto nos intercruzamentos parentais, como nos

intercruzamentos de F1 correspondentes.

Do total de 54 intercruzamentos parentais realizados, 13 foram estéreis,
mostrando isolamento reprodutivo completo. Destes, 10 foram entre a linhagem R2 e
linhagens de D. seriema, 2 foram entre a linhagem RS e a linhagem B20 (D.
koepferae) e um entre fémeas B50 (D. serido tipo B) e machos R2.
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Trés intercruzamentos de F1 foram estéreis, todos eles com linhagens de
espécies diferentes, F AS5 x M D71 (F D. serido B x M D. seriema), F A95 x M B25
(F D. seriema x M D. koepferae) e, F B25 x M B50 (F D. koepferae x M D. serido B).

Mais de 50 % dos intercruzamentos interespecificos foram férteis,
demonstrando as relagdes de proximidades das linhagens estudadas, embora com certa

variagdo na fertilidade e fecundidade de seus cruzamentos. Isto ja havia sido verificado
em outros trabalhos em espécies deste cluster (Moraes, 1992, Marin et al., 1993,
Madi-Ravazzi et al., 1997). O rompimento das barreiras de isolamento em
experimentos de laboratério tem sido obtido com certa frequéncia em alguns grupos de
espécies (Singh & Chartterjee, 1987, Carracedo et al., 1998), embora a fertilidade,
nestes casos, muitas vezes mostre-se reduzida quando comparada com a dos parentais
(Madi-Ravazzi et al., 1997).

O maior nimero de intercruzamentos estéreis foram obtidos com a linhagem R2
(edeago tipo Z) e linhagens de D. seriema (edeago tipo C). Diversos trabalhos ji
haviam demonstrado que D. buzzatii, D. borboreﬁa, D. serido (tipos A, B, D de
edeago € D. seriema) estio geneticamente isoladas uma das outras. D. koepferae é
potencialmente capaz de troca génica, em experimentos de laboratério, com as
espécies alopétricas do Brasil, D. borborema e D. serido (Wasserman, 1992). O
ancestral do cluster buzzatii pode ter sido uma espécie adaptada a uma grande
variedade de cactos que invadiram a maioria das zonas éridas geradas durante a
transi¢do Plioceno-Pleistoceno na América do Sul. Depois, Drosophila buzzatii e
Drosophila serido podem ter se diferenciado em resposta a um isolamento produzido
pela restricdo da distribuigdo dos cactos nos periodos menos éridos. A presente
distribui¢do pode ser o resultado de contactos secundarios entre estas espécies nos
periodos aridos pds-glaciais (Ruiz et al., 1982).

Um resultado interessante foi a hibridagdo experimental encontrada entre as
linhagens D63 (D. seriema) e R2 (D. buzzatii?), ja que o mesmo ndo ocorreu quando a
linhagem R2 foi cruzada com as outras linhagens de D. seriema. Este fato pode ser
devido a uma variagdo intraespecifica em D. seriema, com relagdo a compatibilidade

reprodutiva com D. buzzatii.
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Madi-Ravazzi et al. (1997) avaliando a compatibilidade reprodutiva entre
espécies do cluster buzzatii também verificaram alta cruzabilidade entre linhagens de
espécies diferentes, com graus variados de fertilidade dependendo das linhagens
utilizadas. Foi encontrada alta fertilidade nos intercruzamentos de machos de D.
seriema (A95) e fémeas de D. serido (B59Q1-Petrolina, PE), fertilidade moderada com
as linhagens B50, AS5 e B31 (as mesmas utilizadas no presente estudo). Os
intercruzamentos de fémeas de qualquer uma dessas linhagens com a linhagem B25 de
D. koepferae foram férteis, mas diferentes, significativamente, de pelo menos um dos
intracruzamentos parentais. Estes autores verificaram ainda um maior grau de
isolamento na linhagem B20 que na B25, ambas de D. koepferae. No presente
trabalho, encontramos esterilidade completa nos intercruzamentos de B20 com RS, em
ambas as diregdes.

No trabalho de Marin et al. (1993) sobre as relagdes reprodutivas entre espécies
do cluster buzzatii, também foi verificada a produgdo de hibridos em 10 de 12
combinagdes interespecificas e, em 5 casos, as fémeas F1 foram parcialmente férteis.
Diferentes linhagens geograficas de D. koepferae mostraram diferengas de
produtividade quando intercruzadas com uma linhagem de D. serido da Bahia. Foram
obtidos poucos hibridos quando machos de D. buzzatii foram cruzados com D.
koepferae e D. serido e nenhum descendente foi produzido quando fémeas de D.

buzzatii foram testadas.

Nossos resultados concordam com os de Marin et al. (1993) em relagdo as

diferengas reprodutivas entre D. koepferae e D. seriema. Também os intercruzamentos

entre as linhagens R2 e RS, provavelmente linhagens de D. buzzatii, segundo a

semelhanga de edeago, e a maioria das linhagens de D. seriema e com D. koepferae
foram estéreis em ambas as dire¢des. E ainda, os intercruzamentos entre fémeas B50
(D. serido B) e machos R2 também foram estéreis. No entanto, os reciprocos foram
férteis, entretanto Marin et al. (1993), avaliando cruzamentos entre linhagens
diferentes das utilizadas no presente estudo para estas espécies, encontrou fertilidade
inversa na dire¢do do cruzamento, ou seja, fémeas de D. buzzatii com machos de D.

serido. Neste mesmo ponto nossos dados concordam parcialmente com os de Madi-
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Ravazzi et al. (1997), em que D. buzzatii foi completamente estéril quando cruzada
com D. serido. Em nosso trabalho também a linhagem ASS de D. serido B foi fértil
quando cruzada com as linhagens R2 e RS.

A anélise realizada através dos gréficos box-plot, efetuada separadamente por
sexo nos trés periodos de oviposigdo e total, mostrou alguns agrupamentos para as
produtividades dos intracruzamentos de linhagens de localidades diferentes,
destacando uma maior produtividade para a linhagem D73, a qual também apresentou
uma homogeneidade entre as réplicas € um menor valor de erro padrdo. As menores
produtividades foram obtidas nas linhagens de D63 (D. seriema) e B31 (D. serido tipo
D). A linhagem R2 foi a tUnica que apresentou produtividade constante nos trés

periodos de oviposi¢do. Um maior grau de varidncia foi observado no 2° periodo de

oviposi¢do e a avaliag@o da produtividade média no 3° periodo de oviposi¢do mostrou
para a maioria das linhagens uma queda no nimero total de descendentes e também na
varidncia. Foi verificado também que o perfil de variagdo intraespecifico é 0 mesmo

para os descendentes fémeas, machos e total.

Quanto aos perfis de erro padrdo ao longo dos periodos de oviposi¢do foi
observado que as linhagens do tipo B de edeago (A55 e B50), tipo Z de edeago (R2,
R5 e 3B) e tipo D (B31), mostraram perfis semelhantes, e que as linhagens D62 (tipo
C) e B20 (tipo E) foram as que apresentaram os maiores valores de erro padrdo e as

maiores variagdes intraespecificas.

A analise descritiva da fecundidade dos intercruzamentos entre linhagens de D.
seriema mostrou uma alta porcentagem de intercruzamentos com produtividade
semelhante & de ambos os intracruzamentos parentais, € o restante dos
intercruzamentos em situagdes de maior ou menor produtividade que pelo menos um
ou ambos os intracruzamentos parentais. Esses achados, somados as observagdes de
uma maioria de intercruzamentos reciprocos que foram semelhantes em suas
produtividades e também da analise da produtividade dos intercruzamentos de F1 que,
em aproximadamente 50 % dos casos, foram semelhantes ao dos intercruzamentos
parentais, mostraram que estas linhagens sdo altamente compativeis em relagdo a sua

cruzabilidade. Entretanto, alguns casos merecem destaque, como por exemplo, os
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intercruzamentos entre F D40 x M A95, F A95 x M D73, F D62 x M D40 ¢ F D72 x
M D73 os quais mostraram-se semelhantes em suas produtividades quando

comparados com os intra parentais, entre os seus reciprocos € entre a produtividade

deles e de seus respectivos intercruzamentos de F1. Além disto, as linhagens D40 e
D63, embora pouco produtivas em seus intracruzamentos, quando intercruzadas
mostraram uma produtividade maior que ambos os intracruzamentos parentais. Os
intercruzamentos que foram mais produtivos que pelo menos um intracruzamento
parental envolveram ou D40 ou D63. Nenhum dos intercruzamentos com médias de
produtividade semelhantes a ambos os intracruzamentos parentais envolveram a
linhagem D63. A tnica combinagdo de intercruzamentos reciprocos, semelhantes entre
si, envolvendo D63, foi aquela em que esta linhagem foi cruzada com D40. Os
reciprocos que apresentaram diferengas quando comparados entre si envolveram os
cruzamentos das linhagens A95 com D63, D71 e D72, e da linhagem D63 com D72.

A avaliagdo da produtividade dos intercruzamentos entre espécies ou edeagos
diferentes mostrou uma porcentagem maior de cruzamentos menos férteis que pelo
menos um ou ambos os parentais, refletindo a existéncia de incompatibilidades entre

os genomas hibridos.

Os genes de um determinado conjunto sdo produtos de uma longa histOria
seletiva para uma interagdo Otima, esperando-se assim uma redugdo dréastica da
adaptabilidade em cruzamentos interpopulacionais. Como as diferengas genotipicas
que causam distribui¢do diferencial para a geragdo seguinte dependem ndo somente
dos efeitos diretos dos genes destacados em cada estudo, mas também dos efeitos dos
outros genes do genoma e do ambiente no qual a espécie vive, um dado gene pode ter
efeito imediato, que em conjungdo com outros genes podem afetar direta ou
indiretamente um grande nimero de tragos fenotipicos. Esses tragos, em combinagdo
com as circunstancias ambientais, afetam a habilidade do organismo para sobreviver e
reproduzir-se, mais ou menos, no futuro, ou em uma localidade diferente (Dobzhansky
et al., 1968).

No caso em que os hibridos obtiveram fertilidade superior a pelo menos um dos

parentais, o que pode ter ocorrido € a interagdo harmoénica entre os complexos génicos.
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Tal interagio € dita, pela heterozigose estrutural das inversdes, efeito heterético, que €
decorrente da interagdo dos complexos poligénicos, protegidos da desintegrag@o pelo
crossing-over. E a baixa fertilidade observada nesses hibridos pode ser explicada pelo

desarranjo de complexos génicos dos hibridos.

2. O Isolamento sexual

Os mecanismos de isolamento sdo usualmente classificados em dois grupos,

pré-zigbticos e pos-zigéticos. A observagdo da corte dos casais dos cruzamentos

estéreis mostrou que o isolamento reprodutivo nesses cruzamentos € pré-zigético, pois

ndo houve cépula entre os casais.

Como j& mencionado, todos os intercruzamentos estéreis envolveram as
linhagens R2 e R5 e linhagens de D. seriema, D. serido B e D. koepferae. O unico
isolamento pré-zigético assimétrico foi observado entre B50 e R2. Entretanto, os
cruzamentos entre AS55 (a outra linhagem de D. serido B) com R2 e RS foram férteis,
mostrando que as fémeas desta linhagem, diferentemente de BS0, ndo discriminaram
os machos de R2, como também de RS, o que ¢ indicativo da variagdo, quanto a esse
aspecto, entre essas linhagens de mesmo tipo de edeago.

Kelly & Noor (1996) assumiram que os machos cortejam as fémeas
indiscriminadamente, ¢ que uma fémea aceita a tentativa de corte baseada no seu
genétipo e no genétipo do macho que a corteja. Para esses autores fémeas hibridas F1
tém genotipos balanceados, porque os loci dos autossomos € dos cromossomos sexuais
sdo heterozigotos. Contudo, nos machos, o desbalango ¢ inevitdvel porque existe

apenas uma copia génica nos Joci ligados ao sexo.

3. A esterilidade do macho hibrido

O isolamento pés-zigético € um importante aspecto da especiagio em
Drosophila, evoluindo na mesma proporgdo que a discriminagéo para o acasalamento,
quando duas populagdes tornam-se geograficamente isoladas, independente do
mecanismo pelo qual o isolamento surgiu (Coyne & Orr, 1989).
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A esterilidade do macho hibrido € o isolamento reprodutivo pés-zigético mais
comum entre espécies animais muito relacionadas e, portanto, tem recebido especial
atengdo nos estudos de especiagdo (Zeng & Singh, 1995).

Em todos os trés intercruzamentos de F1 estéreis observados no presente
trabalho foi verificado que a esterilidade era dos machos, através de retrocruzamentos
realizados por Castro er al. (1996). Além disso, a andlise da mobilidade dos
espermatozoéides desses machos hibridos, realizada por esses autores, mostrou que
estes gametas sdo imoveis em todas as idades testadas. Os trés intercruzamentos de F1
estéreis foram entre linhagens de espécies alopétricas, F A55 x M D71 (F D. serido B
X M D. seriema), F A95 x M B25 (F D. seriema x M D. koepferae) e, F B25 x M B50
(F D. koepferae x M D. serido B).

Bizzo (1983), como nés, mostrou isolamento pés-zigtico entre populagSes

alopétricas de Drosophila. Ele mostrou que o intercruzamento massal entre linhagens
isofémeas de A95 e a linhagem B53Q5 (de Milagres, BA) produziu machos estéreis e

fémeas férteis em ambas as dire¢des de cruzamentos.

Um outro exemplo de espécies alopétricas que evoluiram um isolamento pds-
acasalamento sem isolamento pré-acasalamento € o estudo de Wasserman e
Richardson (1987) nas espécies D. borborema, D. buzzatii e D. serido. Estes
pesquisadores observaram que as populagdes brasileiras de D. borborema estdo
completamente isoladas de D. buzzatii e D. serido do Brasil, mas produzem fémeas
férteis e machos estéreis em cruzamentos reciprocos com D. koepferae da Argentina.
Ambos cruzamentos reciprocos entre as duas formas alopatricas, de D. serido e D.
koepferae, produzem fémeas férteis. Contudo, quando fémeas de D. serido sdo usadas
os machos originados sdo estéreis, enquanto que no cruzamento reciproco a prole de
macho € fertil. J4& em nossos dados, como mencionado acima, quando fémeas D.
koepferae foram cruzadas com machos D. serido B, os machos originados foram

estéreis, enquanto que no cruzamento reciproco a prole de macho foi fértil.

A regra de Haldane (1922) propde que em casos de inviabilidade e esterilidade
hibrida unissexual, o sexo heterogamético ¢ o mais afetado (Johnson et al., 1993).

Diversos autores propuseram modelos para explicar a regra de Haldane (Charlesworth
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et al., 1987, Coyne e Orr, 1989, Hollocher e Chung-I, 1996). Aparentemente, a
esterilidade do macho hibrido em Drosophila evolui muito mais répido do que a
inviabilidade do hibrido ou a esterilidade da fémea quando espécies ligadas sdo
comparadas (Hollocher ¢ Chung-I, 1996). Contudo, parece que o isolamento sexual
pode algumas vezes evoluir mais rapido que a esterilidade do macho hibrido, como
observado no trabalho de Hollocher et al. (1997).

Diversos estudos tém invariavelmente mostrado que o cromossomo X tem o
maior papel na esterilidade do macho hibrido (Coyne e Orr, 1989). O cromossomo X,

¢ claro, ndo causa a esterilidade do macho hibrido por si s6, ele exerce seu efeito pela

interagdo com genes de outras espécies. Os genes, que interagem com O Cromossomo

X heteroespecifico, podem estar nos autossomos, no cromossomo Y ou citoplasma
(nos casos em que as fémeas sdo heterogaméticas). Dentre as trés possibilidades, as
interagdes X-autossomos e X-Y, sdo as duas hip6teses mais frequentemente discutidas,
propostas para a base genética da regra de Haldane (Coyne e Orr, 1989, Zouros, 1989).

Dos quatro tipos possiveis de incompatibilidades cromossémicas, a
incompatibilidade X-autossomos parece ser mais prevalecente do que a autossomos-
autossomos nos estudos de esterilidade de machos hibridos. Além disso, existe apenas
um caso conhecido de incompatibilidade autossomos-autossomos causando a
esterilidade do macho hibrido (Schafer, 1978). Contudo, este fato pode ser devido as
incompatibilidades envolvendo o0s cromossomos sexuais serem mais facilmente
detectadas que as incompatibilidades autossomos-autossomos (Lamnissou et al.,
1996).

Carvajal et al. (1996) demonstraram incompatibilidade cromossémica X-
autossomos nos hibridos entre D. koepferae e D. buzzatii. Neste estudo os machos
hibridos F1 de cruzamentos entre fémeas D. koepferae € machos D. buzzatii foram
vidveis. No entanto, hibridos retrocruzados, introgredidos com o segmento hmi-1 ou
hmi-2 do cromossomo X de D. koepferae, em D. buzzatii foram inviaveis. Portanto, na
anélise da maioria dos cromossomos X de D. koepferae foram encontradas apenas
estas duas regides que causam a inviabilidade do macho. Quando elas sdo
introgredidas separadamente em D. buzzatii; aparentemente a introgressdo do resto do
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cromossomo X ndo tem efeito. Este estudo também localizou dois fatores
autossomicos de D. koepferae que ndo permitem que os machos hibridos introgredidos
com hmi-1 sejam estéreis, constituindo um sistema de trés componentes

complementatres interagindo entre si.

Na anélise da esterilidade hibrida no grupo de D. virilis, Orr ¢ Coyne (1989)
avaliaram a mobilidade dos espermatozéides na F1 de D. virilis e D. texana. Eles
encontraram que a taxa de imobilidade era de 0,05 para machos com o cromossomo Y
de D. virilis e 0,34 para machos como o cromossomo Y de D. texana, um resultado
consideravelmente similar aos de Lamnissou et al. (1996) com o mesmo grupo de
espécies.

Alguns autores descreveram genes relacionados a esterilidade do macho.
Eberhart et al. (1996) realizaram a clonagem e a caracterizagdo do gene boule no
cromossomo Y de Drosophila e demonstraram que a perda da fungdo boule resulta em
azoospermia; as divisdes meidticas sdo bloqueadas, embora ocorra limitada
diferenciagdo espermatidica. Foi verificado também, através da analise do RNA, que a
expressdo de boule ¢ limitada aos testiculos.

A esterilidade do macho de D. melanogaster pode estar relacionada com pelo

menos cinco Joci de um gene, o ms (1) 7', localizado no cromossomo X. Geer et al.

(1979), estudaram a esterilidade de machos de D. melanogaster e verificaram que os
espermatozdides mutantes ms (1) 7° embora sejam capazes de penetrar no ovo nio
podem completar a fertilizagdo.

4. O grau de sinapse nos cromossomos politénicos

A anélise citogenética dos cromossomos politénicos dos hibridos evidenciou
que o emparelhamento cromossomico € semelhante ao dos intracruzamentos, isto €,
ocorre sinapse completa em toda a extensdio cromossOmica, exceto em alguns
cruzamentos, nos quais foram observados desemparelhamentos nos microcromossomos

e nas extremidades proximais dos cromossomos X.
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Kuhn et al. (1996) observaram que os cromossomos politénicos dos hibridos
provenientes dos cruzamentos entre fémeas D. seriema e machos D. borborema
mostraram bom pareamento, exceto nas regides proximais de todos os cromossomos,
onde foi detectada uma pequena diferenca de bandamento. Estes autores ndo
encontraram qualquer outra invers3o nos outros cromossomos, além da inversdo fixada

2¢*. No entanto, a regidio proximal final do cromossomo X foi dificil de analisar devido

a defini¢do pobre das bandas e das frequentes assinapses observadas nesta regido.
Como esperado por estes autores, os cromossomos X, 4 e 5 foram homossequenciais,

por outro lado, nos hibridos, o cromossomo 3 mostrou uma pequena invers3o.

Esta baixa variabilidade cromoss6mica encontrada ¢ comum nas éreas 4ridas de
caatinga, de onde originaram nossos estoques. Foram relatadas nesta 4rea, outras
populagdes monomorficas de Drosophila, como D. paranaensis (Sene e Santos, 1988),
D. willistoni (Da Cunha e Dobzhansky, 1954, apud Sene e Santos, 1988), e D.
mercatorum (Sene, 1986).

A alta frequéncia de assinapses observadas no presente trabalho nos
cromossomos X e microcromossomos dos hibridos provenientes dos intercruzamentos
de D. seriema e de intercruzamentos interespecificos pode refletir a homologia entre

esses cromossomos devido a hip6tese de uma origem comum para eles.

Em Scaptodrosophila lebanonensis, que ndo possui microcromossomos, foi
verificado por hibridagdo in situ, que os genes dos microcromossomos de D.
melanogaster € D. virilis estdo intimamente ligados ao cromossomo X de S.
lebanonensis. Estes autores sugerem uma fusdo X-microcromossomo em .
lebanonensis, um possivel caminho na evolugdo dos microcromossomos. A fusio X-
microcromossomo € provavelmente ancestral nas espécies do grupo victoria, ao qual S.

lebanonensis pertence (Papaceit e Juan, 1998).

Muitos trabalhos tém demonstrado que hibridos interespecificos de Drosophila
apresentam emparelhamento cromossémico incompleto em comparagdo com o
emparelhamento cromossémico dentro da espécie (Cordeiro, 1968, Evgen'ev, 1971,
Bicudo, 1979, Madi-Ravazzi, 1992, Madi-Ravazzi e Bicudo, 1992, Madi-Ravazzi et
al., 1997).
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Madi-Ravazzi e Bicudo (1992) e Madi-Ravazzi et al. (1997) encontraram
correlagdo positiva entre grau de assinapse nos hibridos e isolamento reprodutivo pds-
zigético entre linhagens das espécies de D. serido, D. seriema e D. buzzatii. Estes
trabalhos detectaram diferengas no padrdo de bandas da regido proximal dos
cromossomos politénicos 2, 3 e X, e um alto grau de assinapse nos hibridos.
Mostraram também que o menor grau de sinapse foi o apresentado nos hibridos entre
D. koepferae e D. buzzatii, D. seriema € D. koepferae, e D. koepfeare e D. serido.
Estas espécies também exibiram o menor grau de compatibilidade reprodutiva. Os
hibridos entre D. seriema e D. serido mostraram um grau intermedidrio de sinapse
(pareamento ausente nas extremidades proximal e distal dos cromossomos), bem como

fertilidade maior do que a encontrada em outros cruzamentos interespecificos.

A andlise dos cromossomos politénicos dos hibridos provenientes de

~ cruzamentos entre linhagens de espécies diferentes, como por exemplo, D. buzzatii (?)

(R2) x D. seriema (D63) ndo evidenciou o grau de desemparelhamento observado por
Madi-Ravazzi et al. (1997) para hibridos provenientes de intercruzamentos entre

outras linhagens destas espécies.

O trabalho de Perje (1955), que estudou a assinapse dos cromossomos das
glandulas salivares em 10 linhagens de D. funebris ¢ em 9 cruzamentos com uma
linhagem denominada L, observou que a assinapse no cromossomo X foi maior nos
cruzamentos do que nas linhagens “puras”. E estava principalmente localizado na
regido heterocromatica proximal. Os autossomos mostraram intimo pareamento nos
dois casos. Usualmente as regides heterocrométicas sdo consideradas ter pareamento
ndo homoélogo. A parte heterocromatica proximal do cromossomo X de D. funebris
tem mostrado ter tendéncias diferentes de pareamento em cruzamentos entre diferentes
linhagens. Este fato pode explicar as diferengas encontradas entre este trabalho e o de
Madi-Ravazzi et al. (1997). Essas diferengas podem significar variagdo nas regides
heterocromaticas dos cromossomos entre as linhagens utilizadas por Madi-Ravazzi et
al. (1997) e as utilizadas neste trabalho.

O trabalho de Berendes (1963) investigou o fenémeno da assinapse nos

cromossomos das glandulas salivares de Drosophila hydei. A frequéncia de assinapse
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foi muito mais alta no cromossomo X do que em qualquer um dos autossomos. Nos

hibridos entre os estoques selvagens de diferentes origens geograficas uma superficial

frequéncia mais alta de assinapse foi encontrada quando comparada aos estoques

selvagens. Este autor também detectou que ndo houve sucesso na revelagdo de
assinapse especifica em hibridos entre populagdes distantes geograficamente. Este
trabalho concorda plenamente com nossos resultados, onde também encontramos
assinapse principalmente no cromossomo X, tanto nos intracruzamentos como nos

hibridos, ndo havendo assinapse especifica dos hibridos.

Segundo Michailova (1987) a perda do emparelhamento homélogo nos hibridos
¢é a primeira diferenga visivel entre populagdes que evoluem independentemente. Por
outro lado, nem todas as espécies diferem em seus cariftipos. Somente no género
Drosophila tem-se evidéncia da existéncia de alguns exemplos em que 2 a 5 espécies
préximas tém caridtipo que sdo indistinguiveis nos cromossomos politénicos das
glandulas salivares, sendo o padrdo de bandas precisamente o mesmo. Carson et al.
(1967) descreveram muitos grupos de espécies hawaianas com padrdes de bandas
idénticos nos cromossomos politénicos e introduziram o termo complexos
homossequenciais para tais grupos. Muitas das espécies hawaianas homossequenciais
sdo estritamente diferentes no fenétipo externo e suas relagdes filogenéticas ndo foram
suspeitadas antes de terem sido estudadas citologicamente. Ndo € certo, entretanto, se
todas as espécies homossequenciais tém precisamente a mesma distribuigdo de DNA
satélite em seus segmentos heterocromaticos, ou até mesmo, a mesma quantidade e
distribuicdo de heterocromatina, a qual n3o pode ser facilmente analisada nos
cromossomos politénicos. De fato, Ward e Heed (1970) mostraram que duas espécies
mexicanas de Drosophila, consideradas homossequenciais, diferem em seus segmentos
heterocromaticos. Por outro lado, espécies como Drosophila simulans e Drosophila
melanogaster que tém uma distribui¢do semelhante da eucromatina e heterocromatina

diferem quanto aos tipo de DNA satélite (Peacock € Lohe, 1982).

A existéncia dos complexos homossequenciais deixa claro que rearranjos
cromossémicos ndo sdo um elemento sine qua non para a especiagdo. Ndo obstante,

complexos homossequenciais sdo muito raros em Drosophila e ndo tém sido
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encontrados em todas as numerosas espécies com cromossomos politénicos, da ordem
Diptera (Sciara, Rhynchosciara, Simulium, Prosimulium, Twinnia, Gymnopais,
Anopheles, Chironomus, Polypedilum).

5. Consideracdes finais

A avaliagdo da capacidade reprodutiva entre as linhagens de D. seriema
identificou a linhagem D63 de Mucugé-Ba com uma diferenciagdo mais acentuada
que as demais, tanto pela sua baixa produtividade em laboratério quanto pelos
resultados obtidos nos intercruzamentos realizados com as outras linhagens. Destaca-
se o fato de ter sido a unica linhagem de D. seriema que foi fértil quando intercruzada
com a linhagem R2 (D. buzzatii?).

Verificamos que existe um isolamento reprodutivo maior entre as linhagens R2
e RS e as demais espécies estudadas; se for confirmado que estas linhagens sdo de D.

buzzatii, este fato € concordante com resultados obtidos anteriormente.

As duas linhagens de D. serido B de localidades geogréaficas distintas,
avaliadas, mostraram-se diferentes quanto aos aspectos reprodutivos. A linhagem ASS5
de Bela Vista-MS foi receptiva aos machos das linhagens de R2 ¢ R5 e seus
cruzamentos foram férteis, enquanto B50 de Milagres-BA, apresentou isolamento

assimétrico com R2.

Todos os intercruzamentos estéreis entre linhagens de espécies diferentes
apresentaram isolamento pré-zigético, pois ndo foi verificada a ocorréncia de cépula

entre os casais.

Ao avaliarmos a esterilidade de alguns intercruzamentos de F1 verificamos que

os machos hibridos foram estéreis e ainda que os espermatozoides destes machos ndo

apresentaram mobilidade em nenhuma idade testada.

A andlise citogenética dos cromossomos politénicos dos hibridos evidenciou
que o emparelhamento cromossomico € semelhante ao dos intracruzamentos, i.e.,
ocorre sinapse completa em toda a extensdo cromossdmica, exceto nos

microcromossomos € nas extremidades proximais dos cromossomos X.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

A andlise da compatibilidade reprodutiva de linhagens geogrificas é uma
importante fonte de informagdo para o status evolutivo da espécie a qual a linhagem
pertence. No presente trabalho, linhagens de Drosophila serido (tipos B e D), D.
seriema, D. koepferae e D. buzzatii (grupo repleta, subgrupo mulleri, cluster buzzatii)
e seus hibridos foram analisados quanto as suas compatibilidades reprodutivas

(fertilidade e fecundidade) e grau de sinapse nos cromossomos de glindulas salivares.

No geral, as linhagens foram altamente férteis nos intracruzamentos. Foram
observadas diferengas quanto a fertilidade em intracruzamentos e intercruzamentos de

linhagens pertencentes & mesma espécie. A fecundidade do intracruzamento de D63M

foi significativamente menor do que qualquer outra linhagem de D. seriema e D63M

foi também a tinica linhagem desta espécie que foi fértil em cruzamentos com D69R2
(linhagem de D. buzzatii?). Outro caso foi relacionado as linhagens geograficas B50Q3
e A55F11, ambas classificadas como D. serido tipo B, mas exibindo comportamento
diferente. As fémeas da linhagem AS55F11 foram receptivas a machos de D69R2 ¢
D69RS5 (linhagens de D. buzzatii?), e o cruzamento foi fértil. Por outro lado, B50Q3
mostrou isolamento assimétrico quando intercruzada com as mesmas linhagens.

As linhagens D69R2 e D69RS (linhagens de D. buzzatii?) foram completamente
estéreis nos intercruzamentos com linhagens de D. seriema. A analise da corte mostrou

que mecanismos de isolamento reprodutivo pré-zigéticos operam nesses casos.

Também foi detectada esterilidade dos machos hibridos F1 provenientes de
cruzamentos envolvendo D. serido B (AS55F11) x D. seriema (D71C1BM), D. seriema
(A95F3) x D. koepferae (B25D7) e D. koepferae (B25D7) x D. serido B (B50Q3).

Nos intracruzamentos foi observada sinapse completa dos cromossomos
politénicos. Em alguns intracruzamentos e intercruzamentos foram observadas

assinapses no microcromossomo (VI) e na regido proximal do cromossomos X.
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A morfologia do edeago é um bom cardter para definir grupos que

correspondem a espécies bioldgicas, contudo, a divergéncia intraespecifica exibida em

algumas linhagens e outros resultados obtidos neste estudo, como a compatibilidade
reprodutiva e pareamento cromossémico, mostraram que estes e outros marcadores tém

similar importancia devido a complexidade do processo de especiagdo.
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VI. ABSTRACT AND CONCLUSIONS

The analysis of the reproductive compatibility of geographical strains is an
important source of information as to the evolutionary status of the species to which
the strains belong. In the present study strains of Drosophila serido (type B and D), D.
seriema, D. koepferae and D. buzzatii (repleta group, mulleri subgroup, buzzatii
cluster) and their hybrids were investigated for their reproductive compatibility
(ferlility and fecundity) and degree of chromosome pairing in salivary glands.

In general, the strains were highly fertile in intracrosses. Differences as to
fertility were observed in intra and intercrosses of strains belonging to the same

species. Intracross fecundity of D63M was significantly lower than that of every other

D. seriema strain and D63M was also the only strain of these species that was fertile in
crosses with D69R2 (D. buzzatii strain?). Another case was related to geographic
strains B50Q3 and AS55F11, both classified as D. serido type B, but exhibiting
different behaviour. The females from strain A55F11 were receptive to males of
D69R2 and D69RS5 (D. buzzatii strain?), and the cross was fertile. On the other hand,
B50Q3 showed asymmetrical isolation when intercrossed with the same strains.

Strains D69R2 and D69RS (D. buzzatii strains?) were completely sterile in
intercrosses with strains of D. seriema. The analysis of courtship showed prezygotic

reproductive isolation mechanisms operating in these cases.

Male hybrid sterility preventing F1 intercrosses was also detected in crosses
involving D. serido B (A55F11) versus D. seriema (D71C1BM), D. seriema (A95F3)
versus D.koepferae (B25D7) and D. koepferae (B25D7) versus D. serido B (B50Q3).

Complete pairing of chromosomes polytene was observed in intracrosses.
Assynapsis in the microchromossomes (VI) and proximal region of chromosomes X in

some intracrosses and intercrosses was observed.

Aedeagus morphology is a good character to define groups that correspond to
biological species, however, the intraspecific divergence exhibited in some strains and
others results obtained in this study as to reproductive compatibility and chromosome
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pairing, showed that these and others markers have similar importance due to the

complexity of the process of speciation.
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