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RESUMO

Foram observados 200 casais de Drosophila cardinoides e 200 casais de
Drosophila polymorpha a fim de descrever o comportamento de corte
destas espécies. A andlise foi feita pela observacdo dos casais por um
tempo minimo de 50 minutos, ou até que o casal terminasse a copula.
Ambas as espécies demonstraram ser extremamente similares e
seguiram 0s comportamentos ja descritos para 0 género. Esta
observacdo permitiu também determinar os tempos médios de laténcia,
corte e cépula em 4,5 min, 12 min e 18 min para D. cardinoides e 3,5
min, 17 min e 26 min para D. polymorpha. A avaliacdo do
comportamento de corte como barreira reprodutiva em Drosophila j4 foi
bastante estudada dentre as espécies do grupo melanogaster. Estes
dados foram importantes para o desenvolvimento desta area, mas ndo
exprimem necessariamente toda a variacdo encontrada no género.
Trabalhos feitos com espécies do grupo cardini sobre hibridizacdo
exploraram apenas as questdes associadas a morfologia das moscas e
negligenciam outras barreiras reprodutivas como, por exemplo, o
comportamento. As observacOes feitas neste trabalho sugerem que a
corte ndo deva ser uma barreira reprodutiva importante entre estas
espécies. Pois, além das ja conhecidas semelhangas morfoldgicas, estas
espécies apresentam muitas semelhancas comportamentais na corte.
Dentre as variagdes observadas na corte das espécies de Drosophila,
uma das principais é a forma de vibracdo das asas. Os sons desta
vibracao séo produzidos por complexos movimentos das asas associados
a forma da mesma. A covariacdo entre a forma da asa e 0 sucesso do
acasalamento tem sido descrito para varias espécies de Drosophila. Por
isso, dados da morfometria geométrica das asas contribuem muito para o
entendimento de como variagdes na forma das asas influenciam no
acasalamento e o sucesso reprodutivo dos individuos. As correlacbes
entre tamanho macho/fémea de casais com e sem sucesso na copula de
D. cardinoides e D. polymorpha ndo foram significativas. Do mesmo
modo, ndo ha diferenca no tamanho médio entre os machos que
conseguiram ou ndo copular. Tais dados levam a pensar que a relagéo
entre o tamanho do corpo e o sucesso masculino é complexa e pode nédo
ser tdo forte como pensado inicialmente, sugerindo que a selegdo sexual
direcional para aumento do tamanho do corpo masculino ndo é universal
em Drosophila.



Palavras-chave: Drosophila cardinoides. Drosophila polymorpha.
Isolamento reprodutivo. Morfometria geométrica da asa. Especiacao.



ABSTRACT

In order to describe the courtship behavior of Drosophila cardinoides
and D. polymorpha, 200 couples of each species were observed. The
couples were observed for at least 50 minutes, or until the end of
copulation. Both species were shown to be extremely similar, following
the behavior already described for the genus. This observation also
allowed us to determine the average latency, courtship and copulation
times, being 4.5 min, 12 min and 18 min, respectively, for D.
cardinoides and 3.5 min, 17 min and 26 min for D. polymorpha. The
assessment of courtship behavior in Drosophila as a reproductive barrier
has been widely studied among the species of the melanogaster group.
These data were important for the development in this area, but do not
necessarily express the whole range found within the genre. Previous
work involving hybridization of species from the cardini group only
explored the issues associated with the flies” morphology and neglected
other reproductive barriers such as the behavior. The observations made
in this study suggest that the courtship should not be a major
reproductive barrier between these species. Therefore, besides the well-
known morphological similarities, these species present many
behavioral similarities in courtship. A major form of courtship variation
observed in Drosophila species is related to the wing fluttering.
Complex wing movements associated with its shape are responsible for
producing a vibration sound. The covariation between wing shapes and
mating success has been reported for various species of Drosophila.
Therefore, data from geometric morphometric wings contribute a lot to
the understanding as to how variations in wing shape influence the
mating and reproductive success of the studied individuals. According
to our results, there is no significant correlation between male/female
size and success in copulation for D. cardinoides and D. polymorpha.
Also, no differences in mean size were observed between copulating and
non copulating flies. Such data leads us to assume that the relationship
between body size and male success is complex and may not be as
strong as originally thought, suggesting that directional sexual selection
related to increasing male body size is not universal in Drosophila

Keywords: Drosophila cardinoides. Drosophila  polymorpha.
Reproductive isolation. Wing Geometric Morphometry. Speciation.
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1 INTRODUCAO

A especiacdo ocorreu bilhGes de vezes desde o inicio da vida e
estd entre os eventos mais importantes da historia dos seres vivos. Ela
foi um processo central na teoria darwiniana da evolucdo e ainda hoje
permanece no centro da biologia evolutiva (Anderson e Kim, 2005). O
principal evento na especiacdo é a divisdo de uma populacdo de
organismos em uma ou mais subpopulacBes que se tornam
reprodutivamente isoladas umas das outras

Como o isolamento reprodutivo proposto por Dobzhansky (1937)
é a chave para a definicdo genética de uma espécie, considerando-se o
conceito bhioldgico, o entendimento dos mecanismos de isolamento
reprodutivo foi essencial para a estruturagdo da teoria sintética da
evolugdo, desenvolvida na década de 40.

Grupos de espécies que habitam o mesmo territério podem ser
reprodutivamente isolados uns dos outros por diversos mecanismos
(Snustad e Simmons, 2008). Existem dois principais tipos de
mecanismos de isolamento bioldgico: os pré-zigéticos e os pos-
zig6ticos. Aqui serdo abordados, com mais detalhes, apenas os
mecanismos pré-zigéticos, aqueles que ocorrem quando ha uma falha
em formar zigoto (Griffiths et al.,, 2008) também chamados de
mecanismos de reforco, que operam impedindo a reproducdo entre
individuos de populaces diferentes (Snustad e Simmons, 2008).

Podemos classificar trés processos que atuam no isolamento pré-
zig6tico: o isolamento mecanico (1), no qual a fecundacdo ndo €
possivel devido a diferencas morfoldgicas entre as populagdes, ou seja,
h& um impedimento fisico da relagcdo sexual entre elas. O isolamento
comportamental (2), no qual, embora a relacdo sexual seja possivel sob
0 ponto de vista mecanico, ela ndo ocorre devido a rejeicdo de contato
de individuos de outras espécies. E o temporal ou sazonal (3) que
acontece quando os individuos de uma espécie tém diferente época de
amadurecimento sexual a da outra espécie (Mayr, 1963). E importante
salientar que geralmente nenhuma dessas barreiras é absoluta,
geralmente as varias barreiras agem em conjunto para levar ao
isolamento de duas espécies.

Estes mecanismos foram descritos primeiramente em organismos
modelo e depois sofreram generalizacBes para 0s demais seres Vivos.
Um modelo muito utilizado para estudar o isolamento reprodutivo foi o
das moscas do género Drosophila. H& muito tempo, Drosophila tem
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sido amplamente utilizada para o estudo de aspectos evolutivos no
acasalamento dentro e entre populagBes (Markow, 1987). Para se ter
uma ideia, ja em 1952, Patterson e Stone catalogaram mais de 100 casos
de hibridizacdo (cruzamento entre espécies diferentes) em Drosophila,
realizados em laboratério, e desde entdo os estudo evolutivos com estas
moscas se multiplicaram.

Na maioria dos estudos realizados em animais foi verificado que ,
a prole hibrida tem menor aptiddo e quando ha a formagdo do zigoto,
muitas vezes, estes morrem ou tornam-se adultos estéreis (Hatfield e
Schluter, 1999; Via et al, 2000; Rundle et al, 2000).
Consequentemente, deveria haver uma forte selecdo a favor de
cruzamentos preferenciais dentro das populagdes.

Nas dltimas décadas, o estudo das barreiras reprodutivas tem
ganhado maior destaque. Em especial apds a publica¢do dos trabalhos
de Coyne e Orr (1989; 1997), que demonstraram que em Drosophila as
barreiras pré-zigéticas tendem a surgir antes das barreiras pds-zigéticas.
Isto tem implicagdes profundas no entendimento do processo evolutivo,
pois até entdo as barreiras pré-zigéticas eram entendidas como um
subproduto das barreiras pos-zigoticas (Coyne e Orr, 2004). Estes
trabalhos sugeriram que as barreiras pos-zigéticas atuam no reforco e
acentuacdo das barreiras pré-zigoticas preexistentes.

1.1 0 COMPORTAMENTO DE CORTE

Talvez uma das barreiras mais bem estudadas em Drosophila
seja a corte que precede a copula, em que o macho se aproxima, realiza
uma série de movimentos, e a fémea responde, aceitando ou rejeitando a
copula. Espécies de Drosophila diferem amplamente em seus niveis de
diversidade genética, natureza e forca da selecdo em diferentes loci
(Markow e O’Grady, 2008). Devido a toda essa variabilidade estas
espécies apresentam grande diversidade nos padrdes da corte que
precedem a copula (Gleason et al., 2012).

O comportamento de acasalamento é um complexo de sinais
(Hebers e Papaj, 2005), o qual, no género Drosophila, envolve
basicamente uma aproximacao e corte do macho, a resposta da fémea e,
finalmente, a rejeicdo do macho ou a cépula. Foi demonstrado que este
comportamento de Drosophila é um importante componente do fitness e
esta relacionado a diferentes aspectos como a fecundidade, fertilidade e
longevidade dos individuos (Hedge e Krishna, 1999).
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Inicialmente, os machos localizam as fémeas e comecam a fazer a
corte, que pode durar de alguns segundos a alguns minutos. A corte
envolve diversos comportamentos espécie-especificos (Lasbleiz et al.,
2006), no entanto, geralmente, o macho realiza uma "danca",
movimentando as asas e o corpo ao redor da fémea (Figura 1 A e B), de
modo a mostrar seu vigor fisico (Dockendorf et al., 2002). Os machos
emitem também sinais quimicos, como os feromdnios sexuais de
contato chamados de CHCs, os hidrocarbonetos cuticulares (Ganter et
al., 2012). O padrdo sonoro das batidas das asas também é bastante
caracteristico de cada espécie (Figura 1C) e determinante para 0 sucesso
da corte (Brown, 1965).

Figura 1. Esquema de corte apresentado por Drosophila melanogaster. A. O
macho localiza a fémea B. Da batidas nas pernas da fémea C. Produz sons de
corte com a vibracdo das asas D. Finalmente o macho lambe a genitélia da
fémea E. Curva seu abddémen F. Efetiva a copula (Adaptado de Sokolowski,
2001).

Em alguns casos, 0 macho pode também apresentar
comportamento agressivo em relagdo a outros machos, ou ainda
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estimular a fémea, por meio de pequenas batidas no abdémen ou até
"lamber" a genitalia feminina (Figura 1D) (Muller et al., 2012). As
fémeas podem aceitar ou rejeitar a corte, e caso aceite, ela se posiciona a
frente do macho, que curva seu abdémen (Figura 1E) e monta sobre ela
(Figura 1F), finalmente realizando a c6pula (Jennions e Petrie, 1997).

Existem evidéncias de que os comportamentos acima descritos
também podem ser aprendidos. Fémeas podem aprender a escolher os
machos de maior vigor e machos podem aprender a cortejar melhor as
fémeas, tanto pela visualizacdo de outros casais como pela experiéncia
(Polejack e Tidon, 2007).

E importante ressaltar que a avaliacio do comportamento de corte
e das barreiras reprodutivas em Drosophila ja foi bastante estudada
entre as espécies do grupo melanogaster. Estes dados foram importantes
para o desenvolvimento desta &rea, mas ndo exprimem necessariamente
toda a variagdo encontrada no género.

Dentre as variacBes observadas na corte das espécies de
Drosophila, uma das principais é a forma de vibragio das asas. Os sons
desta vibragdo sdo produzidos por complexos movimentos das asas
associados a forma da mesma. A covariagdo entre a forma da asa e o
sucesso do acasalamento tem sido descrito para varias espécies de
Drosophila (Monclus e Prevosti, 1971; Wilkinson, 1987; Naseerulla e
Hedge, 1992; Hedge e Krishna, 1997; Yenisetti e Hedge, 2003). Dados
da morfometria geométrica das asas podem contribuir muito para o
entendimento de como variagdes na forma das asas influenciam no
acasalamento e o sucesso reprodutivo dos individuos.

Alguns estudos testaram a influencia do tamanho do macho no
sucesso da corte. Partridge et al. (1987) observaram que machos de D.
melanogaster encontrados copulando na natureza, eram maiores que 0s
machos que ndo estavam copulando. Além disso, esses autores
propuseram que machos maiores podem ter vantagem na competi¢do
intra-sexual por fémeas receptivas, pois estes machos sdo mais rapidos e
mais ativos, sendo assim, encontrariam maior nimero de fémeas
receptivas, ou seriam mais habeis em se aproximar das fémeas durante a
corte. Santos et al. (1988) também observaram que as fémeas de D.
buzzatii tem maior sucesso quando acasalam com individuos maiores.

No Brasil, existem diversos trabalhos que tratam do isolamento
reprodutivo entre espécies de Drosophila brasileiras. Alguns antigos
com as espécies grupo willistoni (Winge, 1965) outros, mais recentes,
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com espécies do cluster buzzatii, do grupo repleta (Bizzo, 1983;
Machado et al., 2002) e bromeliae (Schmitz, 2010).

Outra importancia do estudo do comportamento para 0
isolamento é o fato de que, geralmente, ndo é possivel fazer analise
genética dos mecanismos de isolamento entre duas espécies pelo
simples motivo de que, por defini¢do, elas ndo podem ser cruzadas umas
com as outras. No entanto é possivel fazer uso de espécies proximas, nas
guais mecanismos de isolamento ainda ndo produziram uma esterilidade
completa e degeneracdo do hibrido (Griffiths et al., 2008).

1.2 O GRUPO cardini

O grupo cardini, primeiramente descrito por Sturtvant (1942),
estd inserido no subgénero Drosophila. Conta com 16 espécies
nominalmente descritas e habitantes de diferentes areas Neotropicais
(Tabela 1). O grupo esta dividido em dois subgrupos denominados
dunni e cardini (Heed e Krishnamurthy, 1959), que apresentam padrfes
evolutivos distintos e interessantes.

As espécies do subgrupo cardini sdo as mais antigas do grupo, as
quais divergiram entre si a mais de 6,6 milhdes de anos atras (Brisson et
al., 2006). No entanto, apesar de o grupo cardini ser considerado
monofilético (Hatadani et al., 2009), este subgrupo foi sustentado como
parafilético, pelos ltimas filogenias baseadas em marcadores
moleculares (Brisson et al., 2006), o que ja era esperado devido ao fato
de que o subgrupo dunni foi separado do restante, pelo critério de
pigmentacdo abdominal, no padrdo de inversdes cromossémicas e na
distribuicdo geogréafica (Heed e Krishnamurthy, 1959), enquanto o
subgrupo cardini simplesmente ficou com todas as outras espécies que
ndo pertenciam a este primeiro subgrupo (Heed, 1962).

Até hoje, D. cardinoides, D. parthenogenetica e D.
procardinoides sdo um problema néo resolvido na filogenia do subgrupo
cardini. Essas espécies foram originalmente agrupadas pela similaridade
da genitalia masculina e por relatos de hibridizacdes em laboratério
(Heed, 1962). Anélises moleculares apontam que elas parecem ser mais
recentes e por isso ainda apresentam muitas variacdes em loci nucleares
e mitocondriais. Este fato pode propiciar hibridizacGes destas espécies
em &reas de simpatria (Brisson et al., 2006). Na natureza s6 haviam sido
detectadas 4areas de simpatria entre D. cardinoides e D.
parthenogenetica na America Central. Posteriormente, estas espécies
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tiveram relatos de ocorréncia até a America do Sul (De Toni et al.,
2005), o que indica que ha areas de simpatria muito mais abrangentes
para potenciais hibridizacdes entre estas espécies

Tabela 1. Distribui¢do do grupo cardini (Adaptado de Brisson et al., 2006).

Espécie Subgrupo | Distribuigéo

D. bedicheki Trinidad

D. cardini Florida ao Brasil

D. cardinoides Meéxico ao Brasil

D. parthenogenetica México ao Brasil

D. neomorpha cardini México ao Brasil

D. polymorpha América do Sul

D. neocardini América do Sul

D. procardinoides Andes da Bolivia e Peru
D. acutilabella Florida, Cuba, Jamaica e Hispaniola
D. antillea St. Lucia

D. arawakana St. Kitts a Dominica

D. belladunni Jamaica

D. caribiana dunni Martinique

D. dunni Porto Rico e St. Thomas
D. nigrodunni Barbados

D. similis St. Vincent e Grenada

O grupo cardini é também caracterizado pelo alto polimorfismo
de pigmentacdo de abddémen (Figura 2), que ndo s6 se refere a
intensidade da pigmentagdo, mas também ao padrdo da pigmentacéo
entre os membros da mesma espécie. Acima de tudo, chama a atengdo
gue esta caracteristica, tdo frequente neste grupo, é incomum para
Drosophila (Stalker, 1953).

Este grupo tem sido estudado desde a década de 1940, com
trabalhos sobre sua taxonomia e distribuicdo (Sturtevant, 1942;
Dobzhansky e Pavan, 1943; Stalker, 1953), polimorfismos de
pigmentacdo abdominal (Da Cunha et al., 1953; Hollocher et al.,
2000ab; Machado et al., 2001; Brisson et al., 2005) e relacbes
evolutivas (Martinez e Cordeiro, 1970; Heed e Russell, 1971; Napp e
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Cordeiro, 1981; Robe et al., 2005; Brisson et al., 2006; Cenzi de Ré et
al., 2010).

Figura 2. Polimorfismo de pigmentacdo de abdémen nas diferentes espécies do
grupo cardini (Adaptado de Brisson et al., 2006).

L@ Ay -y b

D cardini D. polymorpha D. neomorpha D neocardini
L~ d -y -
D parthenogenetica D, cardinoides D qcutilabella

Estudos genéticos realizados por Heed e Krishnamurthy (1959)
oferecem uma excelente oportunidade para estudar efeitos do
isolamento, especialmente quando os estudos podem ser feitos em
laboratorio. Neste mesmo trabalho, fica evidente a existéncia de clinas
na variacdo da pigmentacdo abdominal no subgrupo dunni. A razdo
adaptativa para tal fato é desconhecida, embora estudos realizados com
outras espécies de Drosophila (Paynat, 1986) sugiram que moscas mais
pigmentadas seriam protegidas de dessecacdo em regides de clima mais
frios. A base fisiolégica da vantagem das formas mais escuras de
Drosophila que ocorreriam no frio e das mais claras, no calor,
permanece ndo compreendida.

O grupo de pesquisa liderado pela Prof? Dr2, Valente, da UFRGS,
foi responsével pelos primeiros estudos brasileiros sobre a variabilidade
cromossdmica no grupo cardini, na década de 1990. Desde entdo,
diversas inversdes foram descritas para as espécies do grupo (Rhode e
Valente, 1996; De Toni et al., 2001; Wildemann e De Toni, 2011).

A natureza do polimorfismo cromossémico em dipteros,
especialmente em Drosophila, é claramente adaptativa (Dobzhansky,
1943; 1947a; 1947b; 1948; Dubinin e Tiniakov, 1945; Dobzhansky e
Levene, 1948; 1951; Stalker e Carson, 1948). Sendo estes
polimorfismos cromossémicos adaptativos e balanceados, a quantidade
de polimorfismos presente em uma espécie deve ser em funcédo do maior
nimero e variedade de nichos ecoldgicos que suas populagdes ocupam
(Da Cunha et al., 1950; 1959; Da Cunha e Dobzhansky, 1954). Além
disso, varios estudos sugerem que 0S rearranjos cromossémicos, como
as inversdes, podem facilitar a evolugdo do isolamento reprodutivo
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(Noor et al., 2001; Rieserberg, 2001; Navaroo e Barton, 2003; Sweigart,
2009). No entanto estudos deste tipo ndo existem para o grupo cardini, 0
gue gera uma lacuna no entendimento sobre a relacdo entre a evolugdo
cariotipica do grupo e seu processo de especiagéo.

Estudos de polimorfismos cromossémicos em D. polymorpha e
D. cardinoides mostraram que a primeira € mais polimorfica que do que
a segunda (Da Cunha et al., 1953). Ainda, foi notado que D.
polymorpha é relativamente mais comum no sudeste do Brasil do que D.
cardinoides, isso porque esta Ultima espécie estaria associada a
proximidade de habitagdes humanas, ja que em areas ndo impactadas
sua frequéncia é inferior a 1% (Da Cunha et al., 1953; Gottschalk et al.,
2007).

Os trabalhos que tratam de barreiras reprodutivas no grupo
cardini foram realizados por um grupo americano nas décadas de 1960 e
1970 e sdo quase que restritos ao subgrupo dunni. No entanto, ainda
muito pouco se sabe sobre as barreiras reprodutivas neste subgrupo em
gue ha grandes areas de simpatria entre espécies (Vilela et al., 2002), e
portanto o acasalamento interespecifico é mais provavel.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo documentar os diferentes
comportamentos de corte em Drosophila cardinoides e Drosophila
polymorpha

1.3.2 Objetivos especificos

Descrever o comportamento de corte de D. cardinoides e D.
polymorpha.

Descrever 0s tempos de laténcia, corte e copula nas duas
espécies.

Analisar as diferengcas comportamentais entre espécies do grupo
cardini e o restante do género a partir de dados da literatura.

Avaliar a importancia da barreira reprodutiva comportamental no
isolamento destas espécies.

Analisar a importancia do tamanho do macho para o sucesso da
copula.



21

Analisar se a relacdo entre o tamanho do macho e da fémea de
cada casal é determinante para o sucesso da cépula.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AS LINHAGENS

Foram utilizadas duas linhagens de Drosophila cardinoides
(Figura 3A) e duas de Drosophila polymorpha (Figura 3B) do estoque
do Laboratorio de Drosofilideos da Universidade Federal de Santa
Catarina. As linhagens de D. polymorpha foram coletadas no Parque
Estadual da Serra do Tabuleiro (Figura 4A) e na Reserva Bioldgica
Estadual do Aguai (Figura 4C). Ja ambas as linhagens de D. cardinoides
sdo provenientes da localidade do Ribeirdo da llha, Florianépolis, em
uma regido que faz parte do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro
(Figura 4B).

Figura 3. As duas espécies utilizadas. A. Drosophila cardinoides B. Drosophila
polymorpha.

Amostras das populac¢bes de Drosophila foram obtidas a partir da
captura de individuos adultos com rede entomolégica sobre recipientes
com isca de banana fermentada com Saccharomyces cerevisiae deixadas
por no minimo trés dias na &rea de coleta. Capturas com o0 uso de
armadilhas preparadas com garrafa pet (Tidon e Sene, 1988) também
foram eventualmente realizadas.

Para a identificagdo taxonbmica de D. polymorpha e D.
cardinoides, foram realizadas rapidas anestesias em gas carbonico (CO,)
gue permitiam a observacdo dos individuos sob microscdpio
estereoscopico. Por meio da identificagdo de caracteristicas
morfol6gicas peculiares das espécies (chave classificatéria de Freire-
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Maia e Pavan, 1949) e também através da dissecacdo de genitalia
masculina, quando necessario, seguindo a técnica de Wheeler et al.
(1966) as espécies foram determinadas.

Figura 4. Mapa de Santa Catarina, ressaltando os pontos de coleta. A. Parque
Estadual da Serra do Tabuleiro (27°48°20"S; 48°33°50"W) B. Ribeirdo da llha,
Floriandpolis (27°48'30.46"S; 48°33'27.34"W) C. Reserva Bioldgica Estadual
do Aguai (28°25'33,86"S; 49°32'39,61"W).

As linhagens estudadas foram fundadas utilizando-se uma Unica
fémea fértil coletada na natureza. A prole de cada fémea foi mantida
como um pool & 22 °C em meio de cultura de batata liofilizada (Bizzo et
al., 2012) e alimentadas semanalmente com fermento biolégico.

2.2 ANALISE DO COMPORTAMENTO DE CORTE

Para garantir que ndo houve aprendizado dos comportamentos,
apenas animais virgens foram utilizados para 0s cruzamentos. Para isso,
moscas recém-emergidas foram anestesiadas com CO,, separadas com o
auxilio de microscopio estereoscépico de acordo com 0 Sexo,
acondicionadas em meios de cultura e armazenadas por 6 dias, quando
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atingem o completo amadurecimento sexual e estdo sexualmente aptas
(Vanderlinde et al., 2013).

A avaliacBdo do comportamento de corte era sempre feita no
periodo das 8 e as 11 horas da manhd, que por dados empiricos era o
horario de maior atividade das moscas. Esta avaliacdo consistiu na
observacdo direta de 200 casais de cada espécie. Para isso foi utilizado
um equipamento chamado Copulatron (Figura 5), que consiste em seis
camaras para cOpula divididas ao meio por uma divisoria removivel
(Drapeau e Lomg, 2000).

Figura 5. Copulatron, um aparelho de seis cAmaras utilizado para observacdo
dos casais de Drosophila.

Primeiramente, com o auxilio de um aspirador de boca, as
fémeas de uma linhagem eram colocadas em um lado da cdmara de
copula, e depois 0s machos da outra linhagem eram colocados no outro
lado. Entdo, quando é retirada a divisOria que separa 0s casais, é iniciada
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a contagem do tempo. A observacdo durava o tempo maximo de 50
minutos ou o tempo de copula do casal (Castrezana e Markow, 2008).
Durante este teste eram cronometrados:

- Laténcia da corte: tempo entre a unido do casal até o macho iniciar a
corte.

- Corte: tempo de corte do macho até o inicio da copula.

- Copula: tempo que o macho fica montado sobre a fémea.

Os comportamentos observados foram descritos e alguns
cruzamentos filmados ou fotografados com camera digital acoplada ao
microscopio  estereoscopico, como forma de documentar o0s
comportamentos apresentados por estas moscas.

Ao término do tempo de observacdo os casais foram sacrificados
com CO, e guardados em frascos com alcool 70% para posteriores
analises morfométricas. As camaras foram limpas com éalcool 70% e
secadas com algodao.

A normalidade dos tempos de laténcia, corte e copula foi avaliada
pelo teste de valores extremos no software BioEstat 5.3 (Instituto
Mamiraud, 2014). Através destas analises, foram observados outliers e
estes foram retirados a fim de melhor ajustar os valores a normalidade.
As diferencas entre as proporgdes de casais que apresentaram
comportamento de corte e 0s que ndo apresentaram, bem como entre 0s
que tiveram sucesso de corte e 0s que ndo tiveram foram testadas por
teste binomial, ja as diferencas entre os tempos das espécies foi
calculada através de teste t de Student, ambos no software
STATISTICA 8.0 (Statsoft, 2001).

2.3 ANALISE MORFOMETRICA

Para estimar o tamanho dos individuos analisados, as asas dos
casais que exibiram comportamento de corte foram dissecadas e fixadas
em l&minas histoldgicas com balsamo do Canadd, sob laminulas e
visualizadas em microscopio (Boeco Germany). Ampliadas 10X, foram
fotografadas utilizando o sistema de captura de imagem digital
Scopelmage 9.0. Foram usadas preferencialmente as asas direitas nas
andlises de morfometria geométrica. Somente em casos de danos nesta
asa, a asa esquerda foi utilizada.

Através do programa TPSdig2 (Rohlf, 2013), foram digitalizados
dez pontos de referéncia em casa asa (Figura 6.
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Figura 6. Foto da asa de Drosophila polymorpha, indicando os 10 pontos de
referéncia utilizados para descrever a forma da asa nas anélises morfométricas.

A medida de tamanho utilizado foi o centroide, calculado através
da raiz quadrada da soma da distancia entre cada ponto de referéncia ao
guadrado e o centrdide de casa asa (Dryden e Mardia, 1998).

A correlacdo do tamanho de machos e de fémeas em casais que
apresentaram sucesso de cépula e nos que ndo tiveram sucesso de
copula bem como a comparacéo entre o tamanho das asas dos machos
gue tiveram sucesso de corte com 0s que ndo obtiveram sucesso foram
feitas por teste t de Student no STATISTICA 8.0 (Statsoft, 2001),
utilizando 37 casais de D. cardinoides e 100 de D. polymorpha (Tabela
2).

Tabela 2. NUmero de casais utilizados para analise morfométrica com e sem
sucesso de corte.

D. cardinoides D. polymorpha

Casais sem sucesso de copula 23 69
Casais com sucesso de copula 14 31

Total 37 100
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3 RESULTADOS

3.1 O COMPORTAMENTO DE CORTE DE Drosophila cardinoides E
Drosophila polymorpha

Foi observado um total de 400 casais, metade de D. cardinoides e
a outra metade de D. polymorpha (Tabela 3). O nimero de casais de D.
cardinoides em que o macho ndo iniciou corte foi maior que em D.
polymorpha. Dos que iniciaram corte, a taxa de sucesso na cépula foi
similar entre as espécies.

Tabela 3. NUmero de casais observados.

D. cardinoides D. polymorpha
Machos que ndo apresentaram 116 (58%) 20 (10%) *
corte
Machos que cortejaram e nao 43 (21,5%) 98 (49%) ns
tiveram sucesso de cépula
Machos que cortejaram e tiveram 41 (20,5%) 82 (41%) ns
sucesso de copula
Total 200 200

*P<0,0001

Quanto aos ajustamentos dos tempos de laténcia, corte e cépula a
normalidade, nas duas espécies os tempos de corte e cdpula se ajustaram
a normalidade (p<0,05). J4 os tempos de laténcia se ajustaram a
normalidade apos a retirada dos outliers, sendo os quatro casais com
tempos acima de 1000 segundos em D. cardinoides (Figura 7), e seis
casais acima de 1500 segundos em D. polymorpha (Figura 8).
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Figura 7. Box-plots dos tempos de laténcia, corte e cépula de D. cardinoides.
Linhas centrais representam a média, as caixas 1 desvio padrdo e 0s bigodes 2
desvios-padréo.
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Figura 8. Box-plots dos tempos laténcia, corte e copula de D. polymorpha.
Linhas centrais representam a média, as caixas 1 desvio padrdo e os bigodes 2
desvios-padréo.
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Nas duas espécies, os machos que conseguiram copular
iniciaram a corte em tempos similares, ou seja, ndo ha diferenca nos
tempos de laténcia (Tabela 4). Ja os tempos de corte e copula foram
respectivamente 41% e 45% maiores em D. polymorpha (p<0,05), o que
resultou em um tempo médio de acasalamento 34% maior que em D.
cardinoides.

Entre os machos que ndo conseguiram copular, apds a retirada
dos valores com base nos mesmos critérios aplicados anteriormente,
também ndo houve diferenca no tempo de laténcia entre as duas
espécies. Do mesmo modo, quando comparados os tempos de laténcia
entre 0s machos que conseguiram e 0s que ndo conseguiram copular,
ndo ha diferenca nos tempos.

Tabela 4. Médias dos tempos (em segundos) de laténcia, corte e copula obtidos
para casais que tiveram sucesso no acasalamento, com seus respectivos desvios
padrdes entre parénteses.

D. cardinoides D. polymorpha

Laténcia 279.35(156.46) 212.46 (243.20)
Corte 719.19 (538.20) 1018 (953.74)

Copula 1084.89(158.57) 1580.16(383.46)

Total 2083.43 (589.10) 2810.62(972.83)

As observagBes realizadas permitiram a caracterizacdo do
comportamento de corte das espécies estudadas e estdo detalhadas a
baixo.

A quebra da laténcia ocorreu por toques das pernas anteriores do
macho nas pernas da fémea ou em seu abddmen. Em seguida, quando a
fémea permanecia parada, era observado o posicionamento do macho a
frente da fémea e posteriormente os tradicionais movimentos em circulo
ao redor da fémea. Esta movimentacdo sempre apresentou breves
paradas para movimentos com as asas, eversdo da proboscide e fric¢do
das pernas e asas. Por sua vez, a fémea passava parte deste tempo
alisando suas asas e pernas anteriores e posteriores.

AplOs passar varias vezes na frente da fémea, o macho
posicionava-se atrds da fémea, onde comegava a lamber o seu
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ovipositor. Os movimentos das asas eram frequentes mesmo quando o
macho estava fora do campo de visdo da fémea. A aproximacdo do
macho para lamber o ovipositor da fémea foi considerado um momento
critico para a aceitacdo do macho, pois muitas vezes as fémeas
friccionavam as pernas posteriores, dando “pontapés” e acabavam por
afasta-los. Quando isso acontecia, eles voltavam para frente da fémea e
repetiam os primeiros movimentos de corte, até 0 momento em que
tentavam novamente se aproximar da fémea. O contato com o ovipositor
muitas vezes durava bastante tempo e este era 0 momento que precedia
a subida do macho na fémea.

Por outro lado, muitas vezes as fémeas ndo ficavam paradas e
faziam caminhadas pela camara. A reacdo dos machos era segui-las até
gue as fémeas exibissem 0s mesmos comportamentos descritos
anteriormente.

Foi relativamente simples perceber quando o macho tentava a
copula, pois estes curvavam seus abdomens enquanto tentavam
posicionar o térax sobre o abdémen da fémea. Este momento em que 0
macho tentava iniciar efetivamente a cdpula era o segundo ponto critico
observado. Devido a instabilidade mecanica, foi observado que, os
casais eventualmente, caiam para o lado e consequentemente a cépula
ndo era efetivada. Nestes casos, 0 macho comecava a corte desde 0s
primeiros movimentos.

Apo6s montar na fémea e estabilizar a cépula, ndo foram mais
observados movimentos do macho. As fémeas, normalmente, ficavam
paradas, mas eventualmente andavam pela camara. Ao final do tempo
de copula, as fémeas comegavam a friccionar as pernas posteriores, o
gue tirava a estabilidade dos machos e propiciava o término do
acasalamento.

Um grande numero de cortes sem sucesso de copula também
foram observados. Assim foi possivel observar padrdo no
comportamento de rejeicdo das fémeas aos machos. Além da friccdo das
pernas posteriores, ao tentar se aproximar das fémeas, elas esticavam as
pernas traseiras de maneira a elevar o abdémen. Dessa forma os machos
ndo conseguiam alcanca-lo.

Ao terminar a cépula, alguns casais se separavam e ndo
mostravam qualquer tipo de interacdo. No entanto, por vezes, alguns
machos imediatamente voltavam a cortejar as fémeas, que sempre 0s
rejeitavam imediatamente.
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3.2 ANALISE MORFOMETRICA DAS ASAS DOS CASAIS DE
Drosophila cardinoides E Drosophila polymorpha

Dos 400 casais observados, 37 de D. cardinoides e 100 de D.
polymorpha foram utilizados nas analises morfométricas. Foram usados
23 casais sem sucesso na cdpula e 14 casais com sucesso de cdpula de
D. cardinoides e para D. polymorpha foram utilizados 69 casais que ndo
tiveram sucesso na copula e 31 casais que tiveram sucesso na copula

Em geral, o tamanho médio dos machos que conseguiram
copular foi similar ao dos que ndo conseguiram. Do mesmo modo, as
correlagBes entre os tamanhos dos machos e das fémeas em que existiu
ou nao a cOpula foram ndo significativas nas duas espécies. Estes dados
sugerem que ndo ha influéncia do tamanho corporal do macho no
sucesso reprodutivo.

Figura 9. Tamanho entre machos de D. cardinoides que copularam e ndo
copularam. Pontos centrais indicam a média, caixas indicam +/- 1 desvio
padréo, e bigodes indicam 1,96 desvio padréo.
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Figura 10. Correlacdo de tamanho entre machos de D. polymorpha que
copularam e ndo copularam. Pontos centrais indicam a média, caixas indicam
+/- 1 desvio padrdo, e bigodes indicam 1,96 desvio padrao.
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Figura 11. Correlacdo de tamanho entre os casais de D. cardinoides que ndo
tiveram sucesso na copula. A linha cheia indica a correlacdo e a tracejada
representa o intervalo de confianca de 95%.
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Figura 12. Correlagdo de tamanho entre os casais de D. cardinoides que
tiveram sucesso na cépula. A linha cheia indica a correlagcdo e a tracejada
representa o intervalo de confianca de 95%.
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Figura 13. Correla¢do de tamanho entre os casais de D. polymorpha que ndo
tiveram sucesso na copula. A linha cheia indica a correlacdo e a tracejada
representa o intervalo de confianca de 95%.
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Figura 14. Correlagdo de tamanho entre os casais de D. polymorpha que
tiveram sucesso na cépula. A linha cheia indica a correlagcdo e a tracejada
representa o intervalo de confianca de 95%.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Na analise dos resultados aqui apresentados, € necessario se
considerar que todos os testes foram realizados em laboratério sem
chance de escolha, tanto masculina quanto feminina. Na natureza,
muitos individuos de ambos o0s sexos podem estar presentes, o que
poderia gerar resultados diferentes. Além disso, no ambiente natural, os
individuos tém a capacidade de sair da arena de acasalamento, uma
opcao ndo oferecida aqui.

Através de dados empiricos vindos do manuseio do estoque do
laboratério e do contato com estas moscas durante estes experimentos,
se esperaria que D. cardinoides apresentasse tempos de corte e copula
menores do que D. polymorpha. Esta primeira espécie apresenta
comportamento corajoso e explorador, se movimenta mais e tem prole
mais numerosa, enquanto D. polymorpha parece ter o comportamento e
estratégias exatamente opostas. Os dados deste trabalho vieram a
confirmar esta expectativa. Em D. melanogaster, trabalhos antigos
relatam médias de tempos de corte entre 2 e 3 minutos (Gromko, 1987)
e 10 minutos (Cobb et al., 1987), enquanto nossos resultados foram de
12 minutos para D. cardinoides e 17 minutos para D. polymorpha.
Gromko e Markow (1993) comparam resultados de tempos de corte de
D. melanogaster em populacfes naturais e em laboratério e observaram
que, na primeira situacdo, os tempos s&o menores e apresentam mediana
de 20 segundos de duracdo de corte. Cabe ressaltar que estes tempos ndo
exprimem toda a variabilidade intraespecifica, principalmente em D.
polymorpha que apresenta desvios padrdes muito altos, o que indica a
alta variabilidade da espécie possui, também neste carater fenotipico.

Lasbleiz et al. (2006) mostram dados que indicam que o
comportamento de corte e copula dependem de uma interacdo complexa
gue implica na troca mutua de maltiplos sinais. Em especial, mostra que
a fémea desempenha papel crucial no que diz respeito ao sucesso da
coépula, provavelmente emitindo estimulos que, tanto podem inibir,
guanto estimular a corte masculina. As observacgdes feitas no presente
trabalho descrevem muitas destas interacdes e suportam a ideia da
complexidade do comportamento.

Outro aspecto observado é que a diminuicdo da atividade de
movimentacdo na arena antes da cépula raramente é relatada, na
bibliografia, para as espécies de Drosophila ja estudadas (Bastock,
1956; Manning, 1961; 1963; Cook, 1973; Markow e Hanson, 1981;
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Tompkins et al., 1982; Cobb et al., 1985; Gailey et al., 1986; Markow,
1987). Ja para Lasbleiz et al. (2006) isto é dbvio, pois a diminuigcdo
dréstica desta atividade ocorre pouco antes da cOpula, e foi postulada
como indicativo da receptividade da fémea (Cook 1973;. Tompkins et
al., 1982), o que demonstra o papel de escolha da fémea, fundamental
no sucesso da copula. Os cruzamentos aqui realizados mostram que este
€ um comportamento comum para ambas as espécies estudadas.

Em linhagens de laboratério, o reconhecimento do companheiro
envolve, pelo menos, a troca de estimulo visual, acustico, olfativo, além
dos sinais tateis e gustativos (Schilcher, 1976; Antony e Jallon, 1982;
Ewing, 1983; Robertson, 1983; Jallon, 1984; Tompkins, 1984; Ferveur,
1997; Tauber e Eberl, 2003; revisado em Greenspan e Ferveur, 2000).
Estes sinais informam mutuamente sobre a identidade e a receptividade
de um parceiro sexual potencial. Alguns desses estimulos atuam de
forma a modular os comportamentos e sua importancia pode variar entre
espécies, subespécies ou populacdes (Cobb e Ferveur, 1996; Marcillac e
Ferveur, 2004; Ferveur, 2005). Droséfilas podem simultaneamente usar
estimulos visuais, auditivos e quimicos para corte, portanto bloqueando
apenas uma dessas modalidades sensoriais ndo ha impedimento da corte
e copula (Markow, 1987).

O uso de multiplos sinais sensoriais também pode ser relacionado
a mudanca temporal durante a corte. Observa-se que 0s estimulos
visuais sdo utilizados nas fases de detec¢do e reconhecimento do
companheiro, enquanto que os estimulos quimicos e acusticos parecem
mais potentes durante as fases posteriores da corte (Lasbleiz et al.,
2006).

Variabilidade intraespecifica tem sido encontrada, em varias
espécies de Drosophila, para varios caracteres relacionados com a
capacidade de acasalamento. A relacdo entre o comportamento de
acasalamento bem sucedido e a percepcdo de estimulos visuais pode ser
variavel dentro, bem como entre, as espécies de Drosophila. Por
exemplo, duas linhagens de D. subpalustris apresentaram niveis
semelhantes de inseminagdo quando expostas a luz, contudo, no escuro,
mostram diferentes respostas de acasalamento (Grossfield, 1971). A
presenca ou auséncia de luz pode agir em sinergia com os fatores
ambientais, como a alimentacdo, para revelar interagdes complexas entre
0 processamento da informacdo sensorial sexual e ndo sexual (Cobb e
Ferveur, 1996).
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Grossfield (1971) classificou as espécies de Drosophila como luz
independente (Classe I: acasalamento ocorre igualmente bem no escuro
e na luz), luz facilitado (Classe II: reducdo significativa nos cruzamentos
no escuro, mas ainda ocorrem acasalamentos) ou dependentes de luz
(Classe I11: ndo acasalam no escuro).

N&ao ha registros desse tipo de experimento para as espécies
estudadas neste trabalho. No trabalho de Grossfield (1971), a Unica
espécie do grupo cardini estudada foi D. acutilabella, que foi
classificada na classe Ill. Isso nos leva a crer que D. polymorpha e D.
cardinoides também deveriam estar nessa classe e, por tanto, serem
dependentes de luz para seus acasalamentos. Um efeito da luz sobre o
comportamento de acasalamento foi observado entre, e algumas vezes
dentro, de quatro espécies do grupo melanogaster. A perda de fatores
visuais parece, principalmente, diminuir o sucesso de acasalamento a
curto prazo, mas nao diminui o nivel de inseminacdo (Cobb e Ferveur,
1996). Inicialmente pensamos que a dependéncia da luz para o
acasalamento era uma evidéncia de que as fémeas precisavam observar
0 tamanho dos machos, portanto o tamanho deles seria determinante
para o sucesso da corte.

Outros estimulos visuais tais como exibicdo de asa ou o angulo
com que a asa é estendida podem ser cruciais para O SUCESSO
reprodutivo, pois esses sinais sdo altamente especificos (Cobb et al.,
1985). O isolamento entre duas espécies de grupo auraria. (D. Auraria e
D. triauraria) parece ser completo na escuriddo, enquanto apenas
parcial na luz (Oguma et al., 1996). Assim, o isolamento pode estar
relacionado com os diferentes sinais visuais usados por ambas as
espécies.

Ao comparar 0s resultados de D. willistoni com as de D.
nebulosa, é evidente que hé evolucdo na importancia dos varios sinais
de corte nas diferentes espécies de Drosophila. A importancia relativa
dos sinais durante a corte difere entre estas espécies estreitamente
relacionadas, o que sugere que a taxa de divergéncia é rapida. Portanto a
corte pode contribuir para o isolamento reprodutivo e essa réapida
divergéncia pode contribuir para o processo de especiacdo (Gleason et
al., 2012).

O isolamento parecer ser quase completo entre as duas espécies
estudadas no presente trabalho (Streinsinger, 1946). Apesar dos
registros de copula e formacdo de hibridos entre D. cardinoides e D.
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polymorpha (Figura 15), ndo h& relatos de formacao de hibridos viaveis
(Stalker, 1953).

Figura 15. Diagrama de cruzamentos para o grupo cardini (Adaptado de
Stalker, 1953).

D. acutilabella

7~ . 5
D. polymorpha ~"  D. cardinoides

D. neocardini

- = = — Sem inseminagdo . B
% Hibridos estéreis
Inseminadas, mas sem hidridos Wi,

: EmbriGes ou larvas mortos - Hibridos férteis

Deve se destacar que todas as descri¢des de hibridizacdo no
grupo cardini, apesar de numerosas (Tabela 5), vém de resultados de
cruzamentos de isolinhagens em laboratérios (Stalker, 1953; Funtch,
1962; Takada, 1963). N&do ha esse tipo de registro vindo de populacdes
naturais, o que torna a validade destes resultados questionavel (Markow,
2000) e ressalta a importancia de estudos como este, que utilizam
linhagens recém vindas da natureza. As condicfes de confinamento das
moscas podem propiciar cruzamentos que ndo aconteceriam
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naturalmente. Assim, reforca-se a hipGtese de que o isolamento
reprodutivo seja muito préximo do completo dentro do grupo cardini,

Tabela 5. Sumério de cruzamentos intraespecificos no grupo cardini (Adaptado
de Stalker, 1953).

I |
‘ .\'umber’ Insem. :
Fenales Males of Pairs| Females |Sperm| Hybrids
D. cardinoides
Brazil....., D. cardimi, Florida......... 24 0/23 | ....| none
Guatemala...| D. cardini, Florida....... ., 24 0/22 ‘ none
Brazil. ..| D. acutilabella, Florida.. . .. 12 0/11 .-...| none
Brazil.. D. parthenogenetica. . ... ... 6 0/6 ...| none
Guatemala D. parthenogenetica.. . ... .. |l 12 5/12 | *, s | none
l___Sl\mkmln__Jz.,mnzdmi._Bmzil 18 D.’.m_r___._
Guatemala .. .| D. polymorpha, Brazil. . 18 15/17 | *,s |d.e. |
D, cardini
Florida....... | D. cardinoides, Guatemala.. 6 0/6 none
Florida-Cuba.! D. cardinoides, Brazil. 283 | 027 none
Florida-Cuba.! D. acutilabella, Florida.. 97 | 78/88 s,v|i1Q
Florida-Cuba.| D. neocardini, Brazil....... 36 32/33 s |de
Mexico.......| D. neocardini, Brazil. . 36 23/34 |.... d. e,
Florida-Cuba., D. polymorpha, Brazil, 72 61/64 | *. s | 550
Florida-Cuba.| D. parthenogenetica. . . .. 24 19/21 s d.e.y.
Mexico. . ... D. parthenogenetica. .. 12 8/11 s, v [d.e y.
D. acutilabella | |
Florida. . D. cardinoides, Guatemala.. M MW s, v l ?z; e9Q,
d'd
Florida....... D. cardinoides, Brazil. .. | 6 1/5 s, v |19
Florida....... D. cardini, Florida. .. ‘ 90 36/50 | *.s [ 4 A
Florida. ... .. D. parthenogenetica. 30 24/27 s 1999
Florida.... ..| D. polymorpha, Brazil. 72 50/62 | s, v mlo 9,
| d
Florida.......| D. neocardini, Brazil. .. 24 | 20/21 | s d. e.
|
D. neocardini
Brazil...... D. cardinotdes, Guatemala.. 12 0/12 none
Brazil. ... D. cardini, Florida, ... . 54 0/48 | . none
Brazil D. acutilabella, Florida ., | 18 0/17 .| none
Brazil. . D. parthenogenetica. 18 0/18 none
Rrazil....... | D. polymorpha, Brazil. 24 | oz none
D. polymor pha |
razil D. cardinoides, Guatemala..| 36 20/32 | *.s | d.e.
razil..... D. cardins, Florida-Cuba. | 66 49/55 s |[doe L
Brazil, | D. acutilabella, Florida.. .. | 30 25/27 5 d. e,
Brazil D. parthenogenetica.. : 42 32/39 s d.oe L
Brazil | D. neocardini, Brazil. .. | 48 1/44 ‘ < | none

| |

*—Sperm grossly abnormal; s, sperm found in spermathecaé; v, <pcr?n found
in ventral receptacles; d.c., death in eggs; d. ¢. 1., death in eggs and larvae; d. e. y.,
death in eggs and young larvae.




42

caso contrario, como muitas destas espécies ocorrem em simpatria
(Vilela et al., 2002) esperar-se-iam capturas de individuos hibridos na
natureza. Porém, também se esperaria que os hibridos, em situacdo
natural tivessem viabilidade reduzida, o que reduziria as chances de sua
coleta.

Outra questdo importante a cerca deste assunto é que Coyne e Orr
(1997) mostram em seu trabalho que o isolamento pré-zigético evolui
com muito mais rapidez em espécies simpétricas do que nas alopétricas.
No caso de D. cardinoides e D. polymorpha, fica dificil defini-las como
simpétricas, pois apesar de terem sobreposi¢do na &rea de ocorréncia,
estas espécies ocupam diferentes nichos ecolégicos, ja que D.
polymorpha ocupa preferencialmente areas Umidas e interior de mata
enquanto D. cardinoides tem preferéncia por areas secas e clareiras, 0
gue indica que deve haver isolamento ecoldgico entre essas espécies (Da
Cunha et al., 1953; Gottschalk et al., 2007). Neste caso, a chance de
encontros estaria restrita a uma &rea de distribuicdo marginal das duas
espécies. Alguns estudos foram feitos sobre este tema e podem ser
controversos, como os trabalhos de Kilias et al. (1980) e Dodd (1989)
que descreveram o desenvolvimento de isolamento pré-zigoético entre
moscas criadas em diferentes ambientes, Mooers et al. (1999) e Rundle
(2003) ndo encontraram nenhuma evidéncia de acasalamento entre as
populacdes de Drosophila que habitam um novo ambiente e seus
antepassados.

Sejam quais forem as barreiras que atuam no isolamento do grupo
cardini, elas permanecem desconhecidas. Os trabalhos feitos com estas
espécies exploraram apenas questdes da morfologia das moscas e
negligenciam outras barreiras reprodutivas como a divergéncia
temporal, ecologia e comportamento (Coyne e Orr, 1997; Mallet, 2006).
No entanto, as observacGes feitas neste trabalho corroboram com a
possibilidade de hibridizagbes, pois, além das j& conhecidas
semelhancas morfoldgicas, (Stalker, 1953), estas espécies apresentam
muitas semelhangas comportamentais na corte.

A multiplicidade de barreiras reprodutivas é certamente uma
regra entre as espécies de Drosophila e os experimentos de cruzamentos
ndo conseguem reproduzir com fidelidade esta diversidade de condic¢des
(Bizzo, 2011). Deste modo, o acumulo de informac@es sobre a biologia
destas espécies permite uma melhor compreensdo sobre seu processo
evolutivo.
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Os comportamentos descritos para D. cardinoides e D.
polymorpha permitem que sejam feitas generaliza¢fes para o subgrupo
cardini, ja as duas espécies pertencem a diferentes clados da arvore do
grupo cardini (figura 16), o que nos indica que apesar da distancia
filogenética (Brisson et al.,, 2006), o padrdo de comportamento
permanece conservado neste subgrupo. Ambas as espécies
demonstraram ser extremamente convergentes e obedeceram aos
comportamentos ja descritos para o género de maneira similar. 1sso ndo
exclui a necessidade de futuros estudos acerca do comportamento de
corte das demais espécies, mas alerta para que caso haja variac@es, estas
devem ser pequenas e terem alguma participacdo no isolamento das
espécies do grupo.

Figura 16. Arvore de consenso Bayesiano do grupo cardini com base em
marcadores moleculares (Adaptado de Brisson et al., 2006).
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Nenhuma vez foi observado re-acasalamento, o0 que ¢
consideravelmente bem estabelecido na literatura para Drosophila
(Manning, 1967; Gromko et al., 1984; Letsinger e Gromko, 1985; Scott,
1987; Chen et al., 1988) ja que alguns componentes quimicos do
esperma causam reducdo da receptividade da fémea apds a copula
(Scott, 1987), dessa forma, as fémeas esperam até que tenham usado
uma quantidade substancial dos espermatozoides da copula anterior,
armazenada na espermateca (Gromko e Markow, 1993). Isso pode ser
evolutivamente importante, ja que essa estratégia representa uma
maneira dos machos evitarem a competicdo de espermatozoides. Este
fato pode ser comprovado se, 0 tamanho, a viabilidade e a quantidade de
espermatozoides ndo for diferente entre as espécies.

Outro aspecto analisado foi a questdo ligada ao tamanho das
moscas. Ndo encontramos resultados que apontam para uma correlagdo
significativa de tamanho entre as asas de machos e das fémeas, tanto nos
casais que tiveram sucesso de cOpula, quanto nos sem sucesso. Isso leva
a rejeicdo de nossa hipdtese anterior, de que machos maiores teriam
mais vantagens no acasalamento e, portanto estaria havendo uma
selecdo sexual em prol de machos maiores.

Entretanto o tamanho do corpo do macho tem sido correlacionado
€om 0 sucesso no acasalamento em varios taxons de Insecta (Thornhill e
Alcock, 1983). Em Drosophila, embora 0os comprimentos da asa e do
térax sejam considerados bons indices de tamanho corporal, o0s
resultados de varios estudos que examinam a influéncia do tamanho do
corpo sobre o sucesso no acasalamento foram inconclusivos. Usando o
comprimento térax como medida para o tamanho do corpo, alguns
autores encontraram uma correlacdo positiva entre esta caracteristica e
sucesso de acasalamento.

Mais recentemente, Santos et al. (1992) observaram em
Drosophila buzzatii que a escolha das fémeas ndo depende do tamanho
corporal dos machos, apesar das multiplas vantagens conhecidas. Outros
estudos também tém apresentado resultados contrastantes propondo que
a relacdo entre o tamanho do corpo e o sucesso masculino é complexa e
pode ndo ser tdo forte como pensado inicialmente, sugerindo que a
selecdo sexual direcional para aumento do tamanho do corpo masculino
ndo é universal em Drosophila (Steele e Partridge 1988; Zamudio et al.
1995. Nossos resultados somam-se a essa ideia, pois ndo observamos
influéncia consistente do tamanho da asa no sucesso de acasalamento.
Menezes et al. (2013) propGem que a forma da asa masculina é o
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principal fator de influéncia para o sucesso no acasalamento, pois em
seus resultados fémeas, com mais frequéncia, selecionavam machos
com asas mais alongadas e, em algumas casos, este efeito era ainda mais
acentuado para machos menores. Para as espécies estudas do grupo
cardini esta relagdo é exatamente contraria, ou seja machos maiores
tendem a ter asas mais alongadas.

Estudos examinaram a relagdo entre o comprimento da asa e
sucesso acasalamento em D. subobscura e D. malerkotliana e
concluiram que moscas com copula mais rapida, tém asas mais longas
do que moscas mais lentas e sem sucesso na copula (Monclus e Prevosti,
1971; Naseerulla e Hegde, 1992; Hedge e Krishna, 1997). Aspi e
Hoikkala (1995) observaram que machos de D. littoralis e D. montana
com grandes asas produzem sons de corte mais eficazes do que aqueles
com asas menores. No entanto, ndo fica claro se as variagcbes do
comprimento de asa relatadas nestes experimentos estdo relacionadas ao
sucesso de acasalamento, ou simplesmente refletem a variacdo do
tamanho geral do corpo ou da forma da asa.

Uma possivel maneira de que o tamanho da asa possa estar
influenciando o sucesso de acasalamento € através da variacdo na
producdo de vibragdes destas, durante a corte. Este som é um sinal
espécie-especifico e tem forte influéncia sobre o sucesso do
acasalamento (Tauber e Eberl, 2003). Devida a preferéncias das fémeas
para varios tracos do som (Hoikkala et al., 1998; Ritchie et al., 1999).
VariagOes interespecificas nesta caracteristica sdo bem conhecidas
(Hoikkala et al.,1982; Tomaru et al., 1995; Williams et al., 2001), mas
ndo existem dados sobre a relagdo direta entre essas caracteristicas e
forma da asa.

A forma e tamanho de asa podem estar envolvidos no processo de
isolamento reprodutivo como resultado da selecdo sexual. Menezes et
al. (2013) prop6em que a importancia da forma da asa esta
funcionalmente relacionada com o voo e os sons de corte. No entanto, a
falta de estudos sobre o comportamento de corte relacionado com a
forma da asa apenas nos permite varias extrapolagdes diferentes, sendo
nenhuma conclusiva. Estes Gltimos autores destacam a necessidade de
estudos para determinar os principais fatores do sucesso do
acasalamento e, consequentemente, o isolamento sexual nas espécies
estudadas.

Uma hip6tese que ainda estamos testando € a de que 0s machos
mais simétricos de D. cardinoides e D. polymorpha possuirem maior
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sucesso reprodutivo do que os ndo simétricos. Dados sobre a simetria
masculina estdo sendo produzidos e auxiliardo nos estudos para a
compreensdo dos mecanismos de isolamento no grupo cardini, levando
ao melhor entendimento da evolucédo deste grupo.
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