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RESUMO

O subgrupo elliptica do grupo saltans de Drosophila é composto por quatro espécies
neotropicais as quais apresentam uma caracteristica notavel: o gigantismo falico. A escassez de
estudos para esse subgrupo e a presenca de edeagos com tamanhos incomuns, ndo observado
para outras espécies da familia Drosophilidae motivou o presente estudo. Os principais
objetivos foram: avaliar a historia de vida, as barreiras reprodutivas das espécies D. emarginata,
D. neoelliptica e D. neosaltans (2 linhagens) e a alometria estatica no subgrupo. Os parametros
da histéria de vida investigados foram: tempo de corte e copula, fecundidade, fertilidade, tempo
de desenvolvimento e longevidade. As barreiras reprodutivas foram avaliadas por meio de
intercruzamentos reciprocos entre as espécies. Para a analise morfomeétrica e de alometria foram
realizadas medic@es individuais de machos e fémeas do tdérax, asa, edeagos e ovipositores. Os
resultados para os tracos biolégicos demonstraram que D. neosaltans diferiu significativamente
das outras duas espécies para o tempo medio de cOpula, fertilidade e fecundidade. Além disso,
D. neoelliptica apresentou o tempo de desenvolvimento superior as demais espécies e houve
diferenca significativa na sobrevivéncia entre machos e fémeas. Nos intercruzamentos nao foi
observado cépula, espermatozoOides na espermateca e geracdo de descendentes, sugerindo
isolamento pré-zigatico entre elas. Foi observado também que as espécies do subgrupo elliptica
se desviam do padréo alométrico geral encontrado na familia, com o edeago correspondendo a
1/2 do tamanho do corpo dos machos em D. emarginata e a observacdo de um alto coeficiente
de variacdo (CV) no edeago sugere a influéncia da selecdo sexual na evolucdo do 6rgdo. Dessa
forma, os dados desse trabalho sugerem que ha diferenca no pardmetro reprodutivo e de
sobrevivéncia dessas espécies, sendo que o isolamento reprodutivo entre elas € observado. As
espécies do subgrupo elliptica fogem do padréo encontrado em Drosophilidae e o edeago foi a
estrutura morfoldgica que obteve uma grande variagdo, ao contrario do ovipositor, sugerindo
que a selecdo sexual pode ter tido influéncia na evolucéo na morfologia distinta dessa estrutura
falica. Nao foi observado a coevolugdo do tamanho dos Orgdos reprodutores nas espécies

analisadas.

Palavras-chave: Alometria estatica. Bionomia. Evolucdo da genitalia. Gigantismo falico.

Isolamento reprodutivo.



ABSTRACT

The elliptica subgroup of the saltans group of Drosophila is composed of four neotropical
species which have a notable feature: phallic gigantism. The lack of studies for this subgroup
and the presence of aedeagus with unusual sizes, not observed for other species of the
Drosophilidae family, motivated the present study. The main objectives were: to evaluate the
life history, the reproductive barriers of the species D. emarginata, D. neoelliptica and D.
neosaltans (2 strains) and the static allometry in the subgroup. The life history parameters
investigated were: courtship and copulation time, fecundity, fertility, developmental time and
longevity. The reproductive barriers were tested through intercrosses between species in both
directions. For the morphometric and allometry analysis, individual measurements of males and
females of the thorax, wing, aedeagus and ovipositors were made. The results for biological
traits showed that D. neosaltans differed significantly from the other two species in terms of
mean copulation time, fertility and fecundity. In addition, D. neoelliptica presented a longer
development time than the other species and significant difference in survival between males
and females was obtained. In the intercrosses, copulation, spermatozoa in the spermatheca and
generation of descendants were not observed, suggesting pre zigotic isolation between them. It
was also observed that the species of the elliptica subgroup deviate from the general allometric
pattern found in the family, with the aedeagus corresponding to 1/2 of the body size of the males
in D. emarginata and the observation of a high coefficient of variation (CV) in the edeago
suggests the action of sexual selection in the evolution of the organ. Thus, the data from this
work suggest that there is a difference in the reproductive and survival parameters of these
species, and the reproductive isolation between them is observed. The species of the elliptica
subgroup deviate from the pattern found in Drosophilidae and the aedeagus was the
morphological structure that obtained a great variation, unlike the ovipositor, suggesting that
sexual selection may have influenced the evolution of the distinct morphology of this phallic

structure. The reproductive organs' size coevolution doesn't occur.

Keywords: Bionomy. Genitalia Evolution. Phallic gigantismo. Reproductive isolation. Static
allometry.
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1 INTRODUCAO

Tracos da histdria de vida

A histdria de vida de um organismo, ou seja, os eventos do nascimento até sua
morte, constituem uma das areas mais importantes de estudo para o conhecimento de um
grupo de espécies (STEARNS, 1992; ROFF, 2007). A historia de vida é o resultado da
acdo conjunta da histdria evolutiva, biologia funcional e genética de um organismo
(ROSE, 1983; PARTRIDGE; SIBLY, 1991; REZNICK; TRAVIS, 1996; ROSE;
BRADLEY, 1998), frequentemente conectada em correlacdes fenotipicas, fisiologicas ou
genéticas conhecidas como trade-offs - que sdo eventos compensatérios das vantagens e
desvantagens entre componentes do valor adaptativo (STEARNS, 1992; ROFF, 2002;
CHARLESWORTH; HUGHES, 2000; FLATT, 2011). Dessa forma, estudar os
componentes da historia de vida, que sdo alvos diretos da selecdo natural, € avaliar como
os tracos da morfologia, do comportamento, da fisiologia e outros podem influenciar no
valor adaptativo, ou seja, na sobrevivéncia e a reproducdo de um organismo (COLE,
1954; KNIGHT; ROBERTSON, 1957; CLUTTON-BROCK, 1988; STEARNS, 1992,
ROFF, 1993; CHARLESWORTH, 1994; PRASAD; JOSHI, 2003; FLATT; HEYLAND,
2011; FABIAN; FLATT, 2012).

O entendimento sobre a evolucdo da histéria de vida tem sido construido ao longo
do tempo e por diferentes perspectivas de diversos estudos. Alguns trabalhos focam
principalmente no ponto de vista fenotipico (STEARNS, 1976, 1992, 2000; ROFF 1993,
2002), mas também houve um empenho na investigacdo genética mais aprofundada por
tras dos componentes relacionados ao valor adaptativo (LEWONTIN, 1974;
CHARLESWORTH, 1980, 1994, 2003, 2015; ROFF, 1993; CHARLESWORTH,;
HUGHES, 2000; LYMAN et al., 2023). A maioria desses trabalhos foram realizados em
D. melanogaster e, dessa forma, eles puderam também proporcionar uma base para o
desenvolvimento de modelos matematicos que tentam explicar a selecdo desses
componentes em populacdes de drosofilideos (GAVORA et al, 1971;
CHARLESWORTH, 1980, 1994, 2003). Ainda, houve trabalhos que contribuiram no
entendimento da origem, quantidade e manutencdo da variagdo genética das

caracteristicas relacionadas ao valor adaptativo, assim como as adaptagdes referentes a
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historia de vida (LEWONTIN, 1974; SIMMONS; CROW, 1977; HOULE et al., 1994;
CHARLESWORTH; HUGHES, 2000; CHARLESWORTH, 2015).

A reproducdo em si € um dos processos mais importantes da historia de vida pois
afeta diretamente o sucesso dos organismos. Como elucidado anteriormente, ela esta
diretamente relacionada com os componentes de historia de vida e pode ser caracterizada
como o encontro entre individuos de ambos 0s sexos, e, para isso acontecer, 0
acasalamento é necessario. Em alguns organismos (como por exemplo em Drosophila) é
necessario que antes da copula uma série de comportamentos, que geralmente sdo
espécie-especificos, aconteca em um processo denominado corte (MARKOW, 1996;
GREENSPAN; FERVEUR, 2000).

No processo de corte dos drosofilideos destacam-se o estimulo visual, os sinais
acusticos e os feromdnios com a funcdo de encontro e reconhecimento de parceiros.
Dentre os estimulos visuais, estdo presentes os fatores dinamicos como atividade motora
das asas e a movimentagao, e 0s estaticos como as cores e formas dos individuos. Os
sinais acusticos se ddo a partir da vibracdo das asas dos machos e sdo muito importantes
para o reconhecimento em nivel de espécie, pois possuem muita variacao interespecifica.
Por fim, os feromoénios sdo componentes quimicos essenciais que agem nesse processo
de reproducdo na identificacdo dos pares através de receptores presentes no corpo desses
organismos (KYRIACOU; HALL, 1982; MARKOW, 1996; RITCHIE et al., 1999;
GREENSPAN; FERVEUR, 2000; LASBLEIZ et al., 2006).

O processo reprodutivo estd frequentemente relacionado com a coevolucao
antagOnica existente entre 0s sexos opostos, pois ha interesses e vantagens divergentes
para 0s machos e para as fémeas, em que tracos que sao favorecidos em um sexo podem
exercer pressao seletiva ao outro (CHAPMAN et al., 2003). A razdo desse conflito esta
diretamente relacionada ao éxito de ambos os sexos durante a reproducdo, os tragos
reprodutivos que podem ser maximizados durante a interacdo sexual séo diferentes entre
machos e fémeas. A duracdo da copula é um exemplo de componente da histdria de vida
que é resultado da coevolucdo antagbnica e é influenciada pelo conflito sexual
(EVARDSSON; CANAL, 2006).

A duragdo da copula tem efeitos importantes no valor adaptativo tanto das fémeas

quanto dos machos. Para os machos, copulas mais longas podem garantir a paternidade e
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diminuir a chance de reacasalamento, conhecido como hipdtese da "guarda estendida”
(ALCOOK, 1994; MAZZI et al., 2009). Para as fémeas, pode ser vantajoso copulas
longas por proporcionarem a recepcdo de uma quantidade suficiente de esperma, assim
como aumentar a sua fecundidade de acordo com a hipotese de transferéncia de ejaculado.
Entretanto, copulas mais curtas permitem uma maior chance de acasalamento e a selecdo
de espermatozoides no seu trato reprodutivo (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES;
MARKOW, 2001).

Os machos tendem a transferir muito mais esperma que o necessario para fertilizar
0s ovos de suas parceiras (EBERHARD, 1996), inclusive ultrapassando a capacidade dos
6rgdos de armazenamento de espermatozoides das fémeas, por exemplo as espermatecas
e receptaculos seminais dos drosofilideos. Desta forma, fazem selecdo de esperma em seu
trato reprodutivo, chamada escolha criptica das fémeas, resultando na competicdo de
esperma dos machos copulantes (BIRKHEAD, 1998).

A andlise da fertilidade, definida como a quantidade de ovos depositados pela
fémea ao longo de sua vida, também é uma parte substancial do estudo da biologia dos
drosofilideos e em diversas espécies ela possui um comportamento muito similar
(NOVOSELTEV et al., 2003): normalmente em idades mais jovens as fémeas depositam
muito mais ovos e, apds atingir um pico na producéao, hd um declinio gradual conforme o
progresso da senescéncia (PARTRIDGE; FOWLER, 1992; NOVOSETELYV et al., 2002,
2003, 2004, 2005; KLEPSATEL et al, 2013). Essa atividade reprodutiva (producdo de
0vos) € muito custosa, podendo ter efeitos negativos na sobrevivéncia e longevidade
desses organismos (KOUFOPANOU, 1985; PARTRIDGE, 1986), por isso, em alguns
casos a reducdo na producdo de ovos é acompanhada de aumento da longevidade das
fémeas (SMITH, 1958).

A fecundidade, definida como a proporcdo de imagos resultantes em relacéo a
quantidade de ovos depositados, também € um relevante componente do valor adaptativo
dos organismos, assim como a fertilidade, devido a sua direta ligacdo com a reproducéo,
mais precisamente com a producdo de descendentes. Ela pode ser definida de trés
diferentes formas: a viabilidade ovo-larva (“hatchability”), ou seja, aqueles ovos que
eclodiram em larvas; a viabilidade larva-pupa, que é a proporcao de larvas que conseguem
se desenvolver e chegar ao estado de pupa; e por fim a viabilidade pupa-imago que é

quantidade de individuos adultos que emergem das pupas (DAVID et al., 2014).
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Outro carater importante da histéria de vida é a longevidade, o periodo de vida
dos individuos, o qual é determinado pelos processos fisiolégicos que levam a
senescéncia, ou seja, 0s eventos degenerativos resultantes do envelhecimento. Diferentes
hipdteses foram propostas para explicar a evolucdo da senescéncia. A primeira delas,
conhecida como hipotese do acumulo de mutacdes, prediz que se o efeito de mutacdes
deletérias fosse restrito a idades mais avangadas, seria possivel que houvesse a
transmissdo desses alelos para a proxima geracdo sem que o efeito negativo dessas
mutacdes estivesse presente na vida inicial dos parentais e interferisse em seu valor
adaptativo. Nessa situacdo, a selecdo natural seria fraca na eliminacdo dessa mutacéo e,
durante o tempo evolutivo, tais mutagdes com caracteristicas neutras no inicio da vida se
acumulariam na populacdo por meio da deriva genética, o que levaria a evolucdo do
envelhecimento (MEDAWAR, 1946; 1952). A partir dessa ideia de Medawar, George C.
Williams (1957) prop6s uma nova teoria que viria a ser conhecida como hipGtese
pleiotrépica antagonistica. Nela, o autor propds que mutacdes ou alelos teriam efeitos
pleiotrépicos em diferentes idades, no qual variantes genéticas poderiam exibir efeitos
benéficos no comeco da vida enquanto no final da vida dos organismos poderia exibir
efeitos deletérios (WILLIAMS, 1957).

A longevidade é muito variavel entre as espécies, populacdes, e até mesmo em
individuos da mesma populacdo (FINCH, 1990; ROSE, 1991; STEARNS, 1992; FLATT,;
SCHMIDT, 2009; FABIAN; FLATT, 2011, 2012). Além disso, a longevidade, assim
como a sobrevivéncia, sdo muito influenciados por fatores ambientais. Os drosofilideos,
de modo geral, sdo altamente sensiveis e plasticos as mudancas no ambiente, sendo que
essas mudancas podem causar alteragBGes drasticas na longevidade ou capacidade de
sobrevivéncia deles. Diversos fatores podem interferir nesse componente biolégico como
a dieta, umidade, temperatura, entre outros. Frequentemente as popula¢Ges da natureza
vivenciam ameacas a sua sobrevivéncia como temperaturas extremas, variagdo na
umidade ou até escassez de alimentos e esses fatores sdo denominados estresse (FINCH,
1990; ROSE, 1991; STEARNS, 1992; FLATT; SCHMIDT, 2009; KENYON, 2010;
FABIAN; FLATT, 2011, 2012; FLAT et al., 2013).

Os ambientes estdo em constante mudanga e por isso muitas vezes impdem
grandes desafios a sobrevivéncia e também a reproducdo do organismo, visto que o
sucesso reprodutivo estd atrelado a sobrevivéncia individual. A evolugdo das
caracteristicas relacionadas a reproducdo e longevidade podem ser resultados de
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adaptacdes que proporcionam o sucesso reprodutivo tanto nas fémeas como nos machos
(REDMER et al., 1996), possibilitando que mesmo sob circunstancias de alteracdo
ambiental, os individuos possam apresentar diferentes mecanismos que otimizam o valor
adaptativo. As condi¢des ambientais variam ao longo da distribuicdo de um organismo e
a selecdo deve levar a respostas as condicdes locais, podendo culminar com uma variagédo
espacial nas caracteristicas da historia de vida. (KIRKWOOD, 1977; KIRKWOOD et al.,
2000; FLATT; SCHMIDT, 2008; FLAT et al., 2013).

Isolamento reprodutivo

Uma espécie, de acordo com o conceito bioldgico, pode ser definida por um grupo
de individuos de uma determinada populacdo que sdo capazes de cruzar e possuem fluxo
génico entre si, mas sdo isolados reprodutivamente de outros grupos/populacdes com
caracteristicas semelhantes (DOBZHANSKY, 1937; MAYR, 1940; COYNE; ORR,
2004). A primeira vez que esse conceito apareceu foi em 1935 (EMERSON, 1935) e
desde entdo foi debatido por diversos autores para explicar as relagfes reprodutivas entre
0s organismos, recebendo destaque a partir de contribuicbes de Mayr e Dobzhansky
(DOBZHANSKY, 1951; MAYR, 1940, 1959, 1963). Westram e colaboradores em uma
revisdo recente (2022), em concordancia com estudos anteriores, definem que o
isolamento reprodutivo (IR) esta atrelado ao fluxo génico, porque o nivel dessa troca
génica é o que determina até que ponto as populacdes podem evoluir independentemente.
Dessa forma, compreender a defini¢do de isolamento reprodutivo é um tema central no
entendimento do processo de especiacdo em organismos de reproducdo sexuada e
relacOes entre as espécies (WESTRAM et al., 2022).

As barreiras reprodutivas podem ser do tipo pré-zigética, atuando antes da
formacdo do zigoto impedindo o processo de copula e fertilizagdo e pode acontecer
devido a preferéncia de habitats, especificidade de nicho, incompatibilidade de gametas,
fatores comportamentais (como cruzamentos preferenciais e diferencas na corte) e
mecanico (como morfologia da genitalia) (TURISSINI et al., 2018); ou do tipo pds-
zigotica, resultando em incompatibilidades que levam a reducdo do valor adaptativo da

prole hibrida em relacdo aos parentais, podendo causar problemas na reproducdo pela
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esterilidade ou inviabilidade no desenvolvimento dos hibridos F1 ou F2 (ORR;
PRESGRAVES, 2000; PRESGRAVES, 2010; TURISSINI et al., 2018).

O isolamento reprodutivo surge em muitos casos como um subproduto da agédo da
selecdo natural ou deriva genética atuando nas populacdes, promovendo o rompimento
do fluxo génico e assim a ocorréncia da especiacdo. Dois fatores genéticos podem
contribuir para a evolugdo do isolamento reprodutivo pré-zigético em populagdes
naturais, um deles é conhecido como efeito carona que acontece quando a sele¢do natural
favorece um determinado loco e os genes em locos ligados também podem aumentar em
frequéncia (DODD, 1989). O outro é denominado pleiotropia e acontece quando um gene
influencia em mais de uma caracteristica fenotipica do organismo, podendo causar algum
tipo de isolamento (RIDLEY, 2006).

Coyne e Orr contribuiram muito para o entendimento do isolamento reprodutivo
(1989, 1997) demonstrando por meio de cruzamentos interespecificos de 197 espécies de
drosofilideos alguns padrdes observados, sendo eles: 1) o acasalamento seletivo,
esterilidade e inviabilidade do hibrido aumenta gradativamente e proporcionalmente ao
aumento da distancia genética entre os pares estudados; 2) o menor valor adaptativo por
parte dos hibridos, em especial a esterilidade, geralmente afeta os machos primeiro como
um exemplo da regra de Haldane (1922) - que postula que quando ha esterilidade hibrida
em intercruzamentos o sexo heterogamético sera afetado primeiro; 3) pares de populacdes
distintas que vivem em simpatria podem desenvolver uma preferéncia por acasalamento
entre pares geneticamente semelhantes mais rapido em comparacdo a populacdes que
vivem em alopatria, sugerindo que populagdes diferentes que vivem no mesmo ambiente
podem sofrer especiacdo mais rapido a partir da acéo do reforco (COYNE; ORR, 1997;
COYNE; ORR, 2004).

Os primeiros trabalhos que buscaram entender as bases genéticas do isolamento
reprodutivo foram realizados em espécies cripticas de Drosophila por Dobzhansky e
Patterson (DOBZHANSKY, 1944; PATTERSON; DOBZHANSKY, 1945). Apesar de
estudos sobre isolamento em outros organismos serem realizados posteriormente
(HOFREITER et al., 2004; LITI et al., 2006; AMATO et al., 2007), os trabalhos
envolvendo individuos do género Drosophila sdo os mais frequentes, visando a
compreensdo de mecanismos ecoldgicos, genéticos e comportamentais desse isolamento
(NOOR et al., 2001; SAWAMURA; TOMARU, 2002; MALLET, 2006; NANDA;
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SINGH, 2012; LATURNEY; MOEHRING, 2012). Dessa forma, os estudos em
drosofilideos tém um papel muito importante também na caracterizacdo de genes
considerados responsaveis pelos processos de isolamento reprodutivo (ORR, 2005;
PRESGRAVES, 2010; NOSIL; SCHLUTER, 2011).

Alguns exemplos de genes que podem causar o isolamento reprodutivo e possuem
efeitos deletérios em hibridos foram descritos em espécies do grupo melanogaster. O
OdsH (Odysseus), observado em cruzamentos de D. simulans x D. mauritiana, que pode
resultar em esterilidade do macho hibrido a partir de uma desregulagédo da expressao nos
testiculos (TING et al., 1998; SUN et al., 2004); Hmr (Hybrid male rescue) que pode ser
letal para machos e fémeas da F1, caracterizado em hibridos de cruzamentos entre D.
simulans x D. melanogaster (BARBASH et al., 2000; BARBASH; ASHBURNER, 2003;
BARBASH et al., 2004), Nup98 (nucleoporina 96-98) que causa letalidade em hibridos
de D. melanogaster x D. simulans (PRESGRAVES et al., 2003), Zhr (zygotic hybrid
rescue) que € letal a progénie em nivel embrionario em hibridos de D. melanogaster x D.
simulans (SAWAMURA; YAMAMOTO, 1993; ORTIZ-BARRIENTOS; NOOR, 2005).

Em relagdo ao grupo saltans de Drosophila, sabe-se que o isolamento reprodutivo
entre espécies de diferentes subgrupos é completo, entretanto, o isolamento reprodutivo
dentro de um mesmo subgrupo pode variar dependendo do subgrupo e das espécies
consideradas. O estudo do isolamento reprodutivo no subgrupo saltans foi realizado por
Bicudo (1973) em sete espécies distribuidas do Haiti até o sudeste do Brasil (D. saltans,
D. prosaltans, D. septentriosaltans, D. austrosaltans, D. lusaltans, D. pseudosaltans, D.
nigrosaltans) e o isolamento entre elas aconteceu em nivel de inseminacéo. A partir de
dissecacdo das fémeas parentais observou-se que em algumas dire¢fes de cruzamentos
ndo havia fémeas inseminadas, apesar disso, em alguns deles houve producéo de hibridos.
A autora observou também que linhagens dessas espécies com distribuigdo sobreposta da
Costa Rica possuem isolamento reprodutivo completo. Dentre as linhagens estudadas,
especies que sdo separadas geograficamente como D. saltans e D. prosaltans podem
produzir hibridos férteis. A autora sugeriu que a divergéncia entre essas espécies pode ter
acontecido de forma alopatrica e em algum momento historico elas terem retornado em
simpatria — favorecendo cruzamentos preferenciais entre individuos da mesma espécie
(BICUDO, 1973ab).
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Ainda no subgrupo saltans, Bicudo (1978) realizou intercruzamentos de linhagens
da América Central e América do Sul de D. prosaltans. A partir dos resultados obtidos a
autora observou que houve a formagdo de trés grupos distintos quanto a distribui¢do
geografica e de isolamento reprodutivo. Um deles é formado por linhagens do norte da
Ameérica do Sul, da Coldmbia, Guiana e Venezuela; outro da America Central que
englobou linhagens da Costa Rica e Panam4; e o dltimo por linhagens brasileiras.
Cruzamentos entre essas linhagens foram realizados e mostraram isolamento entre elas,
sendo que os intercruzamentos das linhagens brasileiras com as demais apresentaram
isolamento mais evidente (BICUDO, 1978).

J& no subgrupo sturtevanti, o estudo do isolamento reprodutivo foi
majoritariamente realizado a partir de cruzamentos por casal e em massa de D.
magalhdes, D. sturtevanti e D. milleri (BICUDO, 1979; HOSAKI-KOBAYASHI,
BICUDO, 1994), demonstrando graus variaveis de isolamento reprodutivo entre as
espécies. Recentemente foi feita a descricdo de uma nova espécie do subgrupo sturtevanti,
conhecida como D. lehrmanae (MADI-RAVAZZI, et al., 2021). A principio acreditava-
se que individuos dessa linhagem tratavam-se de D. sturtevanti pela morfologia do
edeago, entretanto, baseado em uma série de experimentos envolvendo marcadores
moleculares, morfoldgicos e também intercruzamentos, os autores chegaram a concluséo
que os individuos dessa linhagem podem ser caracterizados como uma nova espécie do
subgrupo. Os intercruzamentos foram entre machos e fémeas de D. lehrmanae com as
espécies D. sturtevanti, D. dacunhai e D. milleri (pertencentes ao subgrupo sturtevanti)
para analisar o isolamento reprodutivo entre elas. A fecundidade e fertilidade foram

estudadas, assim como a presencga ou ndo de esperma na espermateca das fémeas.

A partir da realizacdo dos intercruzamentos entre D. lehrmanae e as outras
espécies do subgrupo sturtevanti previamente citadas, foi observada a existéncia de
barreiras de isolamento pré-zigatico entre elas. Ndo foram encontrados espermatozoides
nas espermatecas das fémeas parentais dos intercruzamentos de fémeas D. lehrmanae
com machos de linhagens brasileiras de D. sturtevanti. Além disso, nos intercruzamentos
entre D. lehrmanae e D. milleri ndo foi observado a postura de ovos pelas fémeas. Dos
26 intercruzamentos realizados, 77% deles ndo produziram descendentes e dos 23%
restantes foram obtidos 179 imagos, sendo 99 fémeas e 80 machos. Desse numero total,
176 foram obtidos em intercruzamentos entre machos de D. lehrmanae e fémeas de D.
sturtevanti, contudo, no cruzamento reciproco ndo houve descendéncia, sugerindo uma
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incompatibilidade unilateral. Em ambas as dire¢des de cruzamentos entre D. lehrmanae
e D. dacunhai foi observada uma baixa fecundidade, com o nascimento de dois machos

em uma dire¢do e somente um na outra.

No subgrupo parasaltans também foram realizados intercruzamentos das espécies
D. parasaltans e D. subsaltans no qual demonstraram isolamento completo entre as
espécies estudadas (BICUDO; PRIOLI, 1978). Em relacéo ao subgrupo elliptica, alvo
deste trabalho, somente um estudo foi realizado em linhagens de D. emarginata,
provindas de diferentes localidades, e os dados sugeriram um isolamento incipiente entre
elas (BICUDO; PRIOLLI, 1978). Foram utilizadas populac6es oriundas do México e Costa
Rica e realizados tanto intercruzamentos quanto intracruzamentos. Os intercruzamentos
foram tdo bem sucedidos quanto os intracruzamentos em relacdo a produtividade,
entretanto, as autoras sugeriram a existéncia de isolamento incipiente entre fémeas do
México e machos da Costa Rica devido a uma menor fertilidade e fecundidade nessa

direcéo.

Coevolucéo das genitalias

Na maioria dos animais cuja fertilizacdo € interna, a genitalia masculina é
um dos 6rgaos que evoluem mais rapidamente em comparag¢do com outras partes do corpo
e geralmente é uma das primeiras caracteristicas morfolégicas a divergir durante o
processo de especiacdo (EBERHARD, 1985; EBERHARD; LEONARD, 2010; SOTO et
al., 2013; ROMAN; MADI-RAVAZZI, 2021).

De todas as interacBGes entre os sexos de espécies com fertilizacdo interna, a
interacdo das genitalias durante o processo copulatério é o mais direto, assim, a
coevolucdo entre a morfologia genital dos machos e fémeas é esperada, e, essa covariagao
morfoldgica entre a genitalia masculina e feminina tem sido bastante evidenciada na
literatura em diversos taxons (SOTA; KUBOTA, 1998; ILLANGO; LANE, 2000;
ARNQVIST; ROWE, 2002; BRENNAN et al., 2007; RONN et al., 2007; KUNTNER et
al., 2009; TATARNIC; CASSIS, 2010; CAYETANO et al., 2011; EVANS et al., 2011,
2013; SIMMONS; GARCIA-GONZALEZ, 2011; YASSIN; ORGOGOZO0, 2013).
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A coevolucdo da genitalia pode ocorrer quando mudancas evolutivas em uma
caracteristica genital encontrada em determinado sexo exerce pressdo seletiva no outro
sexo0. Assim, 0 momento mecanico da copula muitas vezes € resultado da coevolucdo das
estruturas genitais masculinas e femininas. (BRENNAN; PRUM, 2015). O estudo dos
tracos morfoldgicos genitais fornece oportunidade de entender a evolugdo quando
mudancas morfoldgicas e funcionais de um sexo pode afetar diretamente o outro
(BRENNAN, 2016).

A morfologia genital masculina pode exercer pressao seletiva nas fémeas que,
como consequéncia, desencadeia mudancas na fisiologia e comportamento, assim como
na morfologia da estrutura. Essas respostas das fémeas podem ocasionar na selecdo de
caracteristicas da genitdlia masculina levando a ciclos de coevolugdo. Durante a
coevolucdo das genitalias a selecdo pode atuar em determinadas caracteristicas das
fémeas que evitem danos no seu trato reprodutivo, assim como mudancas
comportamentais e fisiologicas que garantem o comando dela durante o acasalamento
(EBERHARD, 2004; ARNQVIST; ROWE, 2005; SIMMONS, 2014; LANGERHANS et
al, 2016).

Estudos comparativos de espécies e/ou populacbes podem fornecer evidéncias
sobre as mudancas dindmicas na morfologia da genitalia de ambos os sexos. 1sso inclui
investigacdes sobre correspondéncia morfoldgica, compatibilidade entre estruturas
morfologicas assim como estudos com estruturas correspondentes (RONN et al., 2007;
CAYETANO et al., 2011; KAMIMURA; MITSUMOTO, 2011, 2012). Abordagens
microevolutivas podem incluir estudos de correlacdo entre caracteristicas genitais
(correspondéncia ou antagbnica), manipulacdo experimental para medir variacdes no
valor adaptativo de mudancas na morfologia genital em ambos 0s sexos e também
abordagens evolutivas experimentais que informam diretamente sobre as pressoes
seletivas que atuam nas caracteristicas genitais e na presenca de alteracdes em ambos 0s
sexos (BRENNAN; PRUM, 2015). Assim, a variagdo morfologica é o resultado da
mudanga nos genes, enquanto o destino dessas mudancas depende da acgdo da selecdo
atuando sobre a morfologia (YASSIN, 2016).

Diferente da evolucéo rapida das genitalias masculinas em animais de fertilizacdo
interna (EBERHARD, 1985; ARNQVIST, 1998; SIMONS et al., 2009), estudos das

genitalias femininas em espécies do género Drosophila demonstraram que o aparato
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genital das fémeas apresenta menor variacdo morfolégica quando comparadas as espécies
proximas que divergiram ha 3 milhdes de anos (JAGADEESHAN; SINGH, 2006),
evidenciando uma evolucdo morfoldgica lenta da genitélia feminina em comparacao a
masculina. Este é um dos motivos que pode explicar a existéncia de poucos trabalhos
abordando a coevolucao das genitalias (YASSIN; ORGOGOZO, 2013).

Apesar da falta de estudo da genitéalia feminina e menor variagdo em comparagao
a masculina em diversos taxons, sabe-se que a varia¢do da genitalia feminina pode ser
espeécie-especifica. Algumas hipoteses surgiram para explicar esse fendmeno, duas em
especifico: a primeira diz que a estrutura genital da fémea se origina a partir de somente
uma estrutura, o duto gonadal que é responsavel pela postura de ovos (ou prole) fora do
corpo, ja a genitalia masculina evoluiu a partir de uma série de apéndices motores e
sensoriais do corpo. A segunda diz que a genitalia feminina pode ser menos variavel pela
forca da selecdo natural agindo sobre a estrutura porque, diferentemente da genitalia
masculina, a genitalia feminina é alvo da sele¢do pois também possui a funcdo de
oviposicdo (BROWN et al., 1995; BRENNAN; PRUM, 2015; BRENNAN, 2016).

Em um estudo de nove espécies do subgrupo Drosophila melanogaster realizado
por Yassin e Orgogozo (2013) foi evidenciado a existéncia de coevolucdo de estruturas
morfoldgicas de machos e fémeas em nivel copulatério. Nesse trabalho os autores
demonstraram que ha coevolucdo entre estruturas genitais espécie-especificas dos
machos e fémeas que entram em contato durante 0 momento da coOpula, sendo que
algumas dessas estruturas morfolégicas femininas fornecem protecdo as estruturas
morfolégicas dos machos que possam causar danos a elas. Uma dessas estruturas é
conhecida como "oviscapt pouch”, descrita em D. simulans e que consiste em uma
depressdo da margem postero-dorsal do ovipositor que acredita-se entrar em contato com
a parte posterior do epandrio da genitalia dos machos durante a cépula. Outras estruturas
tambem foram identificadas em diversas espécies como "oviscapt furrows” na margem
postero-dorsal do ovipositor e também estruturas semelhantes a “escudos” como escudo
vaginal e ventral em algumas espécies. Dessa forma, os autores demonstram que ha a
coevolucdo da morfologia da genitalia feminina com estruturas genitais masculinas que
entram em contato direto durante a momento da copula (BACHILI et al., 2004; YASSIN;
ORGOGO0Z0, 2013).
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Alometria

A alometria descreve como as caracteristicas dos organismos variam de acordo
com o tamanho e se refere a escala bioldgica no geral, seja por tragos morfoldgicos,
fisioldgicos ou ecologicos. Além disso, elucida como os tragos se relacionam uns com 0s
outros por meio de mecanismos funcionais que geram as relacdes de escalas entre 0s
tracos e como elas se refletem no processo evolutivo (SHINGLETON, 2010). Entéo, a
alometria é essa relacdo da propor¢do entre os tamanhos de tracos morfoldgicos e o
tamanho corporal, ela descreve como as caracteristicas de um determinado organismo se
relacionam com outras caracteristicas ou com o tamanho do corpo (SHINGLETON et al.,
2007).

Ha trés niveis reconhecidos de alometria: "dinamica” (ou ontogenética), que €
mudanca na escala em um individuo durante o desenvolvimento; "estatica™, mudanca na
escala entre individuos pertencentes a mesma populacgdo no mesmo estagio de
desenvolvimento; e "evolutiva”, ou seja, mudanca na escala entre populacdes e espécies
(STERN; EMLEN, 1999). Tanto a alometria evolutiva quanto a estatica surgem porque
existe uma covariagdo no tamanho das partes do corpo entre os individuos em um
determinado estagio de desenvolvimento. Assim, a variacdo do tamanho do traco
fenotipico e do corpo é consequéncia da variagdo em um determinado estagio de
desenvolvimento, portanto, tanto a alometria estatica quanto evolutiva sdo consequéncias

de mudancas que ocorrem na alometria dindmica (SHINGLETON et al., 2007).

Para compreender os mecanismos que regulam a alometria, é necessario entender
também os mecanismos de desenvolvimento que permitem a variagao no crescimento dos
caracteres fenotipicos e do corpo. Para a alometria evolutiva a varia¢do no crescimento
pode ser causada por diferencas genéticas entre individuos de diferentes espécies; ja na
alometria estatica a variacdo no tamanho se da principalmente em diferengas genéticas
entre individuos, assim como diferengas no ambiente em que eles se desenvolveram
(assim como uma interacdo entre esses dois fatores) (SHINGLETON et al., 2007;
PELABON et al., 2014).

Em nivel genético, o aumento do corpo e de 6érgdos depende de genes que
controlam o metabolismo alimentar, sinalizacdo hormonal, tamanho e/ou diviséo celular,

e a alometria pode resultar da expressao diferencial de genes de crescimento entre 0s
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orgdos do corpo (VEA; SHINGLETON, 2021). Em estudos realizados com D.
melanogaster identificaram o fator de transcricdo FOXO como um forte componente na
estabilidade do tamanho das estruturas genitais masculina em comparagdo com outras
partes do corpo (TANG et al., 2011), mas devido a sua anatomia complexa e o tamanho
pequeno das estruturas genitais masculina na maioria das espécies (quase 1/10 do
comprimento do corpo), a base genética e do desenvolvimento da genitalia masculina em

insetos permanece pouco conhecida (VINCENT et al., 2019).

Subgrupo elliptica de Drosophila: espécies com gigantismo falico

O grupo saltans de Drosophila atualmente consiste de 23 espécies incluidas em
cinco subgrupos: cordata, elliptica, parasaltans, saltans e sturtevanti. Esses subgrupos
foram subdivididos principalmente com base na pigmentacéo cuticular e na anatomia da
genitalia masculina (MAGALHAES; BJORNBERG, 1957; MAGALHAES, 1962;
MOURAO; BICUDO, 1967; GUILLIN; RAFAEL, 2017; MADI-RAVAZZI et al.,
2021). Os subgrupos e suas espécies diferem amplamente em sua distribui¢do geogréafica
e abundancia ecoldgica. A distribuicdo geografica das espécies do grupo saltans abrange
toda a regido do México ao Estado do Rio Grande do Sul no Brasil, incluindo as ilhas
caribenhas. Os subgrupos parasaltans e cordata sao encontrados na regido Neotropical e
algumas espécies dos subgrupos elliptica, sturtevanti e saltans sdo encontradas nas
regides Neotropical e Neoartica (MAGALHAES, 1962; MOURAO; BICUDO, 1967;
GUILLIN; RAFAEL, 2017).

Os primeiros estudos realizados com o grupo saltans datam de 1962 por
Throckmorton e Magalhdes. Os autores avaliaram o acumulo de pteridina no corpo das
espécies do grupo. Outros estudos foram realizados buscando entender o grau de
isolamento reprodutivo e o polimorfismo das inversGes cromossémicas nos diferentes
subgrupos (BICUDO, 1973a; BICUDO, 1973b); assim como estudos moleculares
envolvendo genes nucleares e mitocondriais (O’GRADY et al, 1998; RODRIGUEZ-
TRELLES et al., 1999). As relac6es filogenéticas entre os subgrupos foram propostas a
partir de caracteres morfoldgicos obtidos de dados da literatura (YASSIN, 2009) e
também pela avaliacdo de caracteristicas da genitalia masculina avaliada por microscopia
eletronica de varredura (SOUZA et al., 2014).
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Estudos mais recentes do nosso grupo de pesquisa enfatizaram uma estruturacéo
moderada em populacGes de D. sturtevanti, utilizando marcadores microssatélites
espécie-especificos (TRAVA et al.,, 2021); e a formagdo de trés grandes grupos
populacionais com esta espécie (norte, central e sul) em outro estudo a partir de analises
moleculares com marcadores mitocondriais (ZORZATO et al, 2022), evidenciando
diferenciacdo genética entre estas populagdes. Uma nova espécie, D. lerhmanae, foi
descrita por nosso grupo de pesquisa utilizando metodologias integrativas de analises
(morfometria dos edeagos e asas, genes mitocondriais, microscopia eletrénica de
varredura, padrdo de pigmentacdo das fémeas e isolamento reprodutivo) (MADI-
RAVAZZI et al, 2021). Em outro artigo publicado também por nosso grupo de pesquisa,
o0 qual descreve as diferencas das estruturas morfolégicas da terminalia masculina de 16
espéecies do grupo saltans, inclusive das trés espécies do subgrupo elliptica a serem
analisadas no presente estudo, D. emarginata, D. neosaltans e D. neoelliptica, indicam a
rapida evolucdo das estruturas falicas (edeagos), além de ilustrar o qudo grande sdo 0s
edeagos das espécies D. emarginata e D. neoelliptica em relagdo as outras espécies do
grupo (ROMAN et al., 2021).

A presenca de edeagos grandes € uma caracteristica morfologica peculiar que
evoluiu no subgrupo elliptica do grupo saltans, eles possuem aproximadamente 1/2 do
comprimento do corpo do macho, o que ndo é um padrdo observado em geral em
Drosophilidae e em outros organismos. Em uma pesquisa realizada a partir de dados da
literatura, observou-se que nas espécies da familia Drosophilidae existe uma
proporcionalidade entre o tamanho do corpo e o edeago, entretanto, as espécies do
subgrupo elliptica do grupo saltans ndo apresentam este padrdo (DAVID; MADI-
RAVAZZI; YASSIN, 2022, comunicacao pessoal).

O subgrupo elliptica, objeto do presente estudo, é composto por 4 espécies: D.
elliptica, D. emarginata, D. neosaltans e D. neoelliptica. Este subgrupo foi pouco
abordado em estudos anteriores, talvez pela dificuldade de coletar suas espécies e pela
dificil manutencdo em laboratdrio. O Unico artigo que avaliou as relagdes reprodutivas
neste subgrupo é o de Bicudo (1978), que utilizou duas linhagens geogréaficas de D.
emarginata (México e Costa Rica) verificando a existéncia de isolamento incipiente entre
elas. A inexisténcia de estudos neste subgrupo e a caracteristica notavel do gigantismo

falico de suas espécies nos motivou a delinear o presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

As espécies do subgrupo elliptica avaliadas no presente estudo possuem
isolamento reprodutivo pré-zigotico entre si. As espécies com 0S maiores edeagos
obtiveram diferencas nos parametros do valor adaptativo avaliados, sugerindo uma
possivel relacdo dos processos genéticos envolvidos no gigantismo falico com os
resultados obtidos. O subgrupo elliptica ndo se assemelha do padrdo alométrico do edeago
encontrado em Drosophilidae, sendo que o edeago foi a estrutura morfoldgica que obteve
uma grande variacdo, ao contrario do ovipositor, sugerindo que a selecdo sexual pode ter tido
influéncia na evolucdo na morfologia distinta dessa estrutura falica e culminado com a
elongacdo dessa estrutura. Ndo foi observado a coevolu¢do do tamanho dos Orgaos

reprodutores nas espécies analisadas.
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