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RESUMO

Os insetos sao modelos para estudos sobre a influéncia de fatores bidticos e abioticos em componentes
do valor adaptativo, como os caracteres de historia de vida e do metabolismo. Dentre os insetos da
ordem Diptera, Drosophila melanogaster é uma das espécies mais estudadas. No entanto, as analises
em espécies e populagdes do Neotropico, regido com a maior diversidade de habitats e fontes de
recursos, sao escassas. Drosophila mercatorum é uma espécie Neotropical do grupo repleta que é
coletada em abundéncia em &reas abertas e matas, com e sem associacdo com vegetacdo xerofitica,
de varios biomas brasileiros. Este trabalho teve como objetivo contribuir com o entendimento da
adaptacdo e variacdo populacional de caracteres de historia de vida, como viabilidade (V1), tempo de
desenvolvimento (TD) e peso seco (PS), além do armazenamento de componentes do metabolismo,
triglicerideo (TG), glicogénio (GL) e proteina (PT), em populacGes provenientes da Mata Atlantica,
com e sem associacdo a vegetacdo xerofitica, das regibes Sudeste e Sul do Brasil. No primeiro
capitulo avaliamos e comparamos esses caracteres de populacdes de D. mercatorum recém coletadas
e mantidas em meio de cultura padrdo (banana/agar) com outras espécies Neotropicais, D. willistoni,
do subgénero Sophophora, e D. maculifrons e D. ornatifrons do subgénero Drosophila, assim como
D. mercatorum. As populagcbes de D. mercatorum da regido Sudeste apresentaram valores
significativamente menores que da regido Sul para todos os parametros analisados, com excec¢édo da
viabilidade em que ndo houve diferenca entre as populacfes desta espécie. A comparacao
interespecifica ndo refletiu as relacdes filogenéticas, especialmente para os metabolitos. Os resultados
sugerem que a maior VI (e menor TD) de D. mercatorum e D. willistoni estaria relacionada com a
habilidade destas espécies na exploracao de uma maior variacdo de ambientes, enquanto que a menor
capacidade de armazenamento dos metabolitos de D. mercatorum poderia ser um evento
compensatorio (trade-off) a sua maior habilidade de exploracdo ambiental. No segundo capitulo
avaliamos os efeitos de diferentes tipos de dieta que diferem em quantidade de proteina:carboidrato
(HPS, EPS e LPS) para verificar se as possiveis diferencas entre populacdes geograficamente
distantes sdo modificacdes decorrentes da plasticidade fenotipica em resposta ao estresse nutricional,
ou se essas diferencas sao provenientes da diversificacdo regional. Nossos resultados sugerem estar
ocorrendo, além do efeito dietético, um efeito populacional entre os individuos das regides Sul e
Sudeste, tanto nos caracteres bionémicos, quanto nos contetdos metabdlicos em ambos os tipos de
vegetacdo, e podem ser reflexo dos ambientes aos quais as populagdes estdo adaptadas, em conjunto
dos fatores estressantes das dietas testadas sobre cada populacao.

Palavra-chave: Viabilidade, Tempo de desenvolvimento, Variacdo ambiental, Glicogénio,
Triglicerideos, Proteinas totais.



ABSTRACT

Insects are models for studies on the influence of biotic and abiotic factors on adaptive value
components, such as life history and metabolism characters. Among the insects of the order Diptera,
Drosophila melanogaster is one of the most studied species. However, analyzes of species and
populations in the Neotropics, a region with the greatest diversity of habitats and sources of resources,
are scarce. Drosophila mercatorum is a Neotropical species of the repleta group that is abundantly
collected in open areas and forests, with and without association with xerophytic vegetation, from
several Brazilian biomes. This work aimed to contribute to the understanding of adaptation and
population variation of life history characters, such as viability (V1), development time (DT) and dry
weight (PS), in addition to the storage of metabolic components, triglycerides (TG), glycogen (GL)
and protein (PT), in populations from the Atlantic Forest, with and without association with
xerophytic vegetation, from the Southeast and South regions of Brazil. In the first chapter we
evaluated and compared these characters from populations of D. mercatorum recently collected and
maintained on standard culture medium (banana/agar) with other Neotropical species, D. willistoni,
of the subgenus Sophophora, and D. maculifrons and D. ornatifrons subgenus Drosophila, as well as
D. mercatorum. The populations of D. mercatorum from the Southeast region showed significantly
lower values than those from the South region for all parameters analyzed, with the exception of
viability in which there was no difference between the populations of this species. The interspecific
comparison did not reflect the phylogenetic relationships, especially for the metabolites. The results
suggest that the higher VI (and lower TD) of D. mercatorum and D. willistoni would be related to the
ability of these species to explore a greater range of environments, while the lower storage capacity
of D. mercatorum metabolites could being a trade-off event is your greatest environmental
exploration ability. In the second chapter, we evaluated the effects of different types of diet that differ
in protein:carbohydrate (HPS, EPS and LPS) to verify whether the possible differences between
geographically distant populations are changes due to phenotypic plasticity in response to nutritional
stress, or whether these differences are due to regional diversification. Our results suggest that, in
addition to the dietary effect, a population effect is occurring among individuals in the South and
Southeast regions, both in bionomic characters and in metabolic contents in both types of vegetation,
and may be a reflection of the environments in which the populations are adapted, together with the
stressors of the diets tested on each population.

Keyword: Viability, Development time, Environmental variation, Glycogen, Triglycerides, Total
proteins.
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1 INTRODUCAO

A ordem Diptera é composta por aproximadamente 150.000 espécies descritas, classificadas
em 150 familias e 10.000 géneros, sendo uma das mais ricas da Classe Insecta, com cerca de 15%
das espécies viventes (PAPE et al., 2009). A familia Drosophilidae possui aproximadamente 4.500
espécies distribuidas em duas subfamilias e cerca de 77 géneros (BACHLI, 2021). Os membros dessa
familia ocupam uma grande diversidade de nichos ecoldgicos e tém ampla distribuicdo (MARKOW;
O’GRADY, 2008), sendo capazes de utilizar uma gama diferenciada de substratos como fonte
energética para realizacdo de atividades vitais, como a alimentacdo, coorte, copula, oviposicao, e
desenvolvimento larval (RAMPASSO, 2019). Entre os géneros presentes na familia Drosophilidae,
Drosophila é um dos modelos mais utilizados nas Ciéncias Bioldgicas, sendo a espécie Drosophila
melanogaster a mais estudada. As pesquisas com essa espécie sdo amplamente aplicadas, desde
relacionadas a questdes ambientais, quanto ao estudo de doengas humanas (O’GRADY; DESALLE,
2018).

No género Drosophila, ha uma grande variacdo entre as espécies quanto a capacidade de
exploracdo de recursos, desde aquelas generalistas até outras especialistas. Devido a sua proximidade
ao homem, muitas espécies generalistas desse género se dispersaram pelo mundo, ditas como espécies
cosmopolitas. Outras, as quais possuem capacidade limitada de dispersdo e/ou sdo especialistas com
restricdes quanto aos recursos que podem utilizar para sobrevivéncia na natureza, sdo categorizadas
como espécies endémicas (TIDON-SKLORZ; SENE, 1999).

Em geral, as espécies generalistas apresentam maiores niveis de tolerancia a estresse e
utilizam uma variedade maior de recursos, conseguindo facilmente substituir um recurso escasso por
outro, sendo menos afetadas por fatores ambientais. Por outro lado, espécies especialistas apresentam
tolerancias ambientais mais especificas e limitadas pela distribuicdo de seus recursos, sendo, portanto,
diretamente afetadas em processos de fragmentacdo de habitats, o que pode resultar em populac6es
menores e isoladas, e até mesmo na extin¢do de populacdes locais (KOLASA; LI, 2003; NOSSIL,
2012; CARVALHO, 2019).

As moscas do género Drosophila sdo conhecidas como fitosapréfagas (THROCKMORTON,
1975), pois elas utilizam, para oviposigéo e desenvolvimento larval, principalmente tecidos vegetais
em processos iniciais de decomposicio (MARKOW; O’GRADY, 2008; SOTO et al., 2010). Os
substratos utilizados pelas espécies podem ser: frutos (ATKINSON; SHORROCKS, 1997), flores
(BRNCIC, 1983), cladddios (HEED, 1978), além de outros tecidos vegetais (CARSON, 1971).
Porém, fungos carnosos (JAENIKE et al., 1983) e guano de morcego (TOSI et al., 1990) também



14

podem ser utilizados. Substancias simioquimicas s&o liberadas durante o processo de decomposicéo,
assim, atraem os drosofilideos para o local; posteriormente as larvas e os adultos alimentam-se dos
microrganismos, principalmente leveduras, associados ao processo de decomposicéo (VACEK et al.
1985; JAENIKE, 1983; BARKER et al. 1994; CARSON, 1971; SEVENSTER; VAN ALPHEN,
1996; VILELA, 2001; MARKOW; O’GRADY, 2008; SOTO et al., 2010). As leveduras sdo
consideradas uma importante fonte de alimento para a maioria das espécies de Drosophila (BEGON,
1982; BECHER et al., 2012).

Segundo Starmer et al (1986), algumas espécies de Drosophila exibem uma relacéo especifica
com determinadas espécies ou grupos de leveduras, e a importancia desses microrganismos ndo é
somente de cunho nutritivo, ja que as leveduras auxiliam na preparacao do substrato, metabolizando
nutrientes e possiveis substancias de defesa dos tecidos vegetais, tornando o substrato adequado para
o desenvolvimento larval. Por outro lado, os drosofilideos realizam a dispersdo das leveduras para
outros ambientes (GILBERT, 1980) em um processo mutualistico (STARMER; FOGLEMAN,
1986).

O género Drosophila esta atualmente dividido em dez subgéneros (BAHDER et al., 2016;
POWELL, 1997). Destes, Drosophila e Sophophora sdo os que apresentam maior diversidade de
espécies. O subgénero Drosophila € o mais numeroso em espécies, com cerca de 720 espécies
descritas, subdivididas em 43 grupos (BACHLI, 2021), e é o maior representante da familia
Drosophilidae na regido Neotropical (VAL et al., 1981). O subgénero Sophophora, foi inicialmente
descrito por Sturtevant em 1939, compreende aproximadamente 335 espécies, distribuidas em nove
grupos (BACHLI, 2021). Estima-se que a divergéncia desses subgrupos tenha ocorrido entre 40
(RUSSO; TAKEZAKI; NEI, 1995) e 63 (TAMURA et al., 2004) milhGes de anos atras.

Um dos maiores grupos neotropicais dentro do subgénero Drosophila é o grupo repleta, que
atualmente é constituido por 119 espécies descritas, divididas em cinco subgrupos: repleta,
mercatorum, hydei, mulleri e fasciola (BACHLI, 2021). Esse grupo apresenta um diferencial com
relacdo aos demais grupos de drosofilideos: metade das espécies € cactdfila, isto €, as larvas utilizam
cladodios de cactos em decomposicdo durante o seu desenvolvimento. Porém, somente os adultos
destas espécies cactofilas sdo generalistas. A outra metade do grupo possui larvas e adultos
generalistas (STARMER; GILBERT 1982; PEREIRA et al. 1983; STARMER et al. 1986; MORAIS
et al. 1994; MACHADO et al. 2017).

Drosophila mercatorum (PATTERSON; WHEELER, 1942) é uma espécie ndo cactéfila do

grupo repleta. Ela esta dividida em duas subespécies, D. mercatorurm mercatorum (PATTERSON;
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WHEELER, 1942; WHARTON, 1944) e D. mercatorum pararepleta (DOBZHANSKY; PAVAN
1943; WHARTON 1944). A primeira esta associada aos humanos e é cosmopolita, e a segunda tem
distribuicdo Neotropical (PATTERSON; WHEELER, 1942). Nesta regido, D. mercatorum
pararepleta e frequentemente coletada em ambientes naturais de vegetacao aberta, com a presenca
ou ndo de cactéceas, ocorrendo a leste da Cordilheira dos Andes em areas como chaco, pantanal,
cerrado, e também em vegetacao fechada e, geralmente, ndo € encontrada associada ao homem (SENE
etal., 1981; VILELA, 1983). Segundo Pereira et al. (1983), D. mercatorum pararepleta é uma espécie
generalista e altamente competitiva por recursos alimentares, sendo também considerada uma das
mais abundantes espécies de drosofilideos neotropicais em areas de vegetacao aberta na América do
Sul (VILELA et al., 1983; TIDON, 2006).

Fatores bioticos e abidticos podem influenciar na qualidade das condi¢cGes ambientais. Entre
esses fatores, a temperatura e a nutricdo sdo os principais influenciados (CROSS et al., 2015;
ROSENBLATT; SCHMITZ, 2016), podendo o estresse causado por alteracdes nesses parametros ser
capaz de induzir mudancas comportamentais e fisioldgicas nos individuos em que ali habitam (JOCA,;
PADOVAN; GUIMARAES, 2003; COSTA et al., 2019). Segundo SOTO et al. (2010), a variacio
ambiental, causada pela utilizacdo de diferentes microhabitats, pode apresentar novos desafios para
espécies de Drosophila, pois é necessario ocorrer um ajuste do organismo e do seu desenvolvimento
a cada novo ambiente, que possui caracteristicas diferentes das quais eles estavam habituados. Dessa
maneira, a interacdo do genotipo do individuo com o ambiente pode produzir respostas distintas
(ORMEROD et al., 2017). Diferentes dietas podem influenciar diretamente na expressdo de fendtipos
quantitativos, tais como caracteristicas da fisiologia, da morfologia, do desenvolvimento e
comportamento de animais, resultantes de intrincadas redes de genes. No caso de Drosophila, as
maiores diferencas comportamentais e fisioldgicas resultantes da dieta ocorrem durante os estagios

larvais, mas com efeitos que persistem na idade adulta (ORMEROD et al., 2017).

Os ambientes naturais podem ser suscetiveis a variacdes sazonais na disponibilidade de
recursos, sendo que os substratos utilizados por espécies de Drosophila podem variar amplamente.
Tendo em vista que os drosofilideos utilizam diferentes substratos para desenvolvimento larval e
alimentacdo (POWELL, 1997; MARKOW:; O'GRADY, 2007), a variacdo na utilizacdo desses
substratos sugere que o controle das vias metabolicas nas diferentes espécies provavelmente deva ter
sofrido alteragdes ao longo da histdria evolutiva. Por exemplo, diferencas nos contetdos de nitrogénio
e fosforo no organismo de espécies ecologicamente diferentes de Drosophila indica que elas
apresentam adaptacdes metabolicas de acordo com a composicdo nutricional de seus hospedeiros
(MARKOW et al., 1999; JAENIKE; MARKOW, 2003). Nas Ultimas decadas, diversas pesquisas
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sugerem que o equilibrio entre 0os macronutrientes é o determinante dietético mais importante do
desempenho e do valor adaptativo em diversos organismos (SIMPSON; RAUBENHEIMER, 2012).
O metabolismo de trés classes principais de macronutrientes captados nas dietas, proteinas,
carboidratos e lipidios, € um processo altamente conservado e tem sido apontado como sendo o
principal para a obtengéo de energia e biomassa para sobrevivéncia e reproducéo (GILLETTE et al.
2020).

Vaérios estudos tém sido feitos utilizando a espécie Drosophila melanogaster, para investigar
os efeitos prejudiciais causados pela ingestdo de dietas ricas em gorduras. Esses trabalhos tém
demonstrado que a ingestdo desse tipo de alimentacdo pode resultar em aumento dos niveis de
triglicerideos e glicose, diminuicdo da tolerdncia ao estresse, encurtamento do tempo de vida, alem
de problemas como o acimulo de gordura e disfuncéo cardiaca (BIRSE et al., 2010; HEINRICHSEN;
HADDAD, 2012). Assim, o0 modelo D. melanogaster tem se mostrado eficaz no estudo de doencas
humanas causadas por ingestdo de dietas hipercaloricas, como a obesidade, problemas coronarios e
diabetes, ja que estas possuem sistemas de 6rgaos analogos e que se assemelham aos encontrados em
seres humanos (CANAVOSO et al., 2001; FONTAINE et al., 2003; VAN GAAL et al., 2006;
OGDEN et al., 2007; CHINTAPALLI et al.,, 2007; WOLF; ROCKMAN, 2008; DIANGELO,;
BIRNBAUM, 2009; BODEN; SALEHI, 2013).

Naturalmente, os individuos de uma determinada espécie podem enfrentar diversos periodos
de estresse por restricdo nutricional, e, apesar de utilizarem recursos alimentares pouco nutritivos,
eles continuam se desenvolvendo, crescendo e reproduzindo. Assim, € provavel que a capacidade de
lidar com o estresse nutricional esteja moldada pela selecdo de caracteres adaptativos pré-existentes,
ou podem, até certo ponto, ajustar sua fisiologia e mudar habitos alimentares por meio da plasticidade
fenotipica (HOFFMANN; PARSONS, 1991; DEARING et al. 2005; KOLSS et al., 2009).

Considerando que as moscas sdo insetos holometabolos, ou seja, animais que durante o seu
desenvolvimento apresentam metamorfose completa, o acimulo de nutrientes é essencial para a
sobrevivéncia em fases de inani¢do e metamorfose e, consequentemente, para a manutencao da vida
dessas espécies (KEELEY, 1985). Dessa maneira, a ingestdo de alimentos com diminuicdo ou
excesso de nutrientes pode afetar a viabilidade do organismo (LAGIOU et al., 2007). As moscas Sao
rotineiramente confrontadas com a decisdo metabolica de armazenar ou mobilizar reservas de energia
em face a disponibilidade nutricional variavel, e também armazenam energia na forma de
triglicerideos e glicogénio, que sdo mobilizados em momentos de necessidade (TELEMAN;
RATZENBOCK; OLDHAM, 2012)
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Apesar dos drosofilideos se mostrarem étimos modelos bioldgicos para o estudo dos efeitos
das dietas sobre o seu metabolismo (BHARUCHA, 2009), poucos trabalhos tém sido realizados a
respeito da capacidade de utilizacdo de diferentes dietas com espécies neotropicais, como por
exemplo Drosophila mercatorum pararepleta, espécie generalista pertencente ao grupo repleta.
Tendo em vista que essa espécie pode ser coletada em diversos tipos de ambientes e biomas, desde
fragmentos de mata até areas abertas, com ou sem a presenca de cactaceas, ela se torna um modelo
adequado para o estudo do impacto da ocorréncia em ambientes tdo dispares sobre a sua capacidade

de utilizacdo de diferentes recursos alimentares.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes dietas sobre caracteres de
histéria de vida (biondmicos) e contetdos de metabdlitos energéticos na espécie Neotropical
Drosophila mercatorum pararepleta (designada daqui para frente apenas como Drosophila
mercatorum). Assim, investigando as bases ecoldgicas e genéticas da variabilidade na utilizacéo
diferencial de recursos alimentares por essa espécie, relacionando os resultados obtidos com a sua

biologia e com o processo adaptativo desta espécie para ocorrer em diferentes tipos de ambientes.
2.2 Objetivos Especificos

- Fazer uma anélise comparativa de D. mercatorum com trés espécies neotropicais de
Drosophila, D. willistoni, D. maculifrons e D. ornatifrons, com relacdo ao padréo de variacéo
populacional e interespecifico quanto a caracteres de histdria de vida (viabilidade, tempo de
desenvolvimento e peso seco) e metabolicos (contetdos de triglicerideos, glicogénio e
proteinas totais) (Capitulo 1);

- Examinar os efeitos de trés dietas contendo concentracdes diferentes de proteina e
carboidratos (HPS: maior proporcdo proteina:agicar; EPS: propor¢do intermediaria
proteina:acgucar, e; LPS: menor proporcdo proteina:agucar) sobre os mesmos caracteres de

historia de vida e metabolicos em Drosophila mercatorum (Capitulo 2);
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Areas de estudo e linhagens

O estudo foi realizado utilizando linhagens ja estabelecidas a partir de trabalhos anteriores
(Dissertacoes de Mestrado de Camila H. dos Santos e Maria Carolina Ferreira). Essas linhagens séo
provenientes de coletas em quatro localidades de ocorréncia de populacfes naturais da espécie
Drosophila mercatorum. As coletas foram realizadas em fragmentos de Floresta Estacional
Semidecidual pertencentes ao bioma Mata Atlantica. Duas localidades sdo no estado de S&o Paulo,
uma em Cajuru (CAJ—21°21°35,45” S, 47°17°32,89” O) e outra em Serrana (SER —21°15°15,23” S,
47°34°34,95” 0O), e duas sdao no estado do Rio Grande do Sul, uma em Porto Alegre (POA —
30°04°9,94” S, 51°07°36,34” O) e outra em Santiago (SAN — 20°23°00,54” S, 54°44°41,58” O).
Somente os fragmentos SER e SAN apresentam vegetacdo xerofitica em seu interior, caracterizada
principalmente pela presenca do cacto Cereus hildmaniannus. Todas as linhagens sdo mantidas em
sala climatizada a uma temperatura constante de 25°C + 1°C, no Laboratério de Genética e Evolugédo
— LaGEv, localizado no Campus CEDETEG da Universidade Estadual do Centro-Oeste —
UNICENTRO.

3.2 Desenho experimental

As quatro linhagens, originadas de populacGes naturais da espécie Drosophila mercatorum,
foram submetidas a experimentos para averiguacdo dos efeitos de diferentes dietas sobre caracteres
de histéria de vida e metabolicos. Para isso, foram preparadas quatro diferentes dietas: a dieta padrdo
de banana-agar, utilizada para a manutencao de todas as espécies no LaGEv, e outras trés dietas com
composicao variavel com relacdo a proporcao proteinas:agucares, como descrito por Matzkin et al.
(2011): HPS — maior propor¢do proteinas:acucares; EPS — proporcdo intermediaria

proteinas:agucares; e LPS — menor propor¢do proteinas:acgucares.

Os caracteres de histdria de vida analisados foram a viabilidade (larva-pupa e larva-adulto),
o tempo de desenvolvimento (larva-pupa e larva-adulto), o peso seco e os contetidos metabolicos de

triglicerideos, glicogénio e proteinas totais dos adultos recém emergidos.

Os resultados dessas analises foram descritos nos capitulos que a seguir.
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4 RESULTADOS
4.1 CAPITULO 1

Capitulo elaborado nas normas e submetido a revista Zoological Studies

http://zoolstud.sinica.edu.tw

Life history traits and metabolic pool variation in Neotropical Drosophila species (Diptera,
Drosophilidae)

Karoline Aparecida Vieira dos Santos!, Camila Heloise dos Santos®, Luciana Paes de Barros
Machado?, and Rogério Pincela Mateus®*

l1UNICENTRO, CEDETEG, Universidade Estadual do Centro-Oeste, LaGEv, Laboratério de
Genética e Evolucdo do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Elio Antonio Dalla Vecchia Alley,
838, Vila Carli, Guarapuava-PR 85040-167, Brazil. E-mail: chscamilasantos@yahoo.com,
karolineapvieira@gmail.com, Ipbmachado@gmail.com, rogeriopmateus@gmail.com

(Submitted 17, 12, 2020)

Karoline Aparecida Vieira dos Santos, Camila Heloise dos Santos, Luciana Paes de Barros
Machado, and Rogério Pincela Mateus (2020) The differential exploitation of natural resources by
Drosophila species has effects on fitness, with changes in life history and metabolic traits. The
variation of these characters in different environments is lacking considerable research on Neotropical
species of Drosophila. The purpose of this study was to evaluate the profile of life history traits,
viability (VI1), development time (DT) and dry weight (DW), as well as the metabolic pools of
triglyceride (TG), glycogen (GL) and protein (PR), in populations from the South and Southeastern
regions of Brazil of four Neotropical Drosophila species: D. willistoni, from subgenus Sophophora,
and D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons, belonging to the subgenus Drosophila. For
life history traits, with the exception of VI for D. willistoni, D. mercatorum and D. maculifrons, and
DT for D. willistoni, populational variation was detected for all the other analyzed parameters, and
the data from metabolic pools examination did not have significant results only for TG in the D.
willistoni and D. maculifrons populations. In the cases with significant differences between
populations, D. maculifrons and D. ornatifrons presented the same profile of variation for all the
analyzed characteristics, of which the Southern sort showed the highest values of DT and DW, and
the lowest of GL and PR. The same populational profile for D. maculifrons and D. ornatifrons was
found in D. mercatorum, excluding GL and PR, which had an inverse pattern to the first two species,
and equal to D. willistoni, with the same highest indexes in Southern populations. The interspecific
analysis of the studied traits revealed similarities of VI, DT and TG between D. willlistoni and D.
mercatorum (highest levels of VI and lowest of DT and TG) and between D. maculifrons and D.
ornatifrons; for GL results, similar parameters were observed among D. willistoni, D. maculifrons
and D. ornatifrons (highest values); and for PR, D. willistoni and D. ornatifrons stored more than D.
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mercatorum and D. maculifrons. DW was the only parameter analyzed that showed to be significantly
different among all species. The populational variation indicates the plasticity of the examined traits,
which allows for distinctive response to different environmental conditions. These findings also point
out that, although the species belonging to the same subgenus, D. mercatorum, D. maculifrons and
D. ornatifrons, exhibit similar populational patterns to most of the studied traits, the interspecific
comparison did not reflect the phylogenetic relationships, specially considering the metabolic pools.
Thusly, these results suggest that the higher VI (and lower DT) of D. willistoni and D. mercatorum
directly correlate to the ability of these species to explore a broader variety of environments, whilst
the capability of storage in the metabolic pools would be species specific, determined by adaptive
history to quality and availableness of resources, with D. mercatorum and D. ornatifrons in the
opposite sides regarding the capacity to store metabolites from their diets.

Key words: Drosophila willistoni, Drosophila mercatorum, Drosophila maculifrons, Drosophila
ornatifrons, Bionomic traits, Energy storage molecules.

Correspondence:  Tel: +55 42  3629-8179. Fax: +55 42 3629-8145. Email:
rogeriopmateus@gmail.com

411 BACKGROUND

Life history traits, such as viability, development time and weight, besides the concentration
of metabolites in an organism, are all quantitative characteristics resulting from the interaction
between the genotype and the environment, being influenced by the countless environmental
variables, as well as internal factors, like stress levels, the immunological system activity, the
composition of the intestinal microbiome, the quality and caloric content of the diet, among others
(Rose 1983; Hoffmann and Parsons 1989; Partridge and Sibly 1991; Rose and Bradley 1998;
Matzkin et al. 2009; Jumbo-Lucioni et al. 2010; Matzkin et al. 2011; Jehrke et al. 2018; Flatt 2020).
The result of the conjunct action of all these parameters determines the fitness of individuals, thus
researches about these relationships are essential to the understanding of the adaptive process and
the evolution of life history traits of an organism.

The development time in Drosophila is a plastic characteristic subject to selective pressures,
for example intra and interspecific competition. Species with a longer development time are more
susceptible to competition, while species with shorter development present greater competitive
ability, since, in nature, the larvae explore scarce resources that rapidly deplete (Bakker 1969;
Zwaan et al. 1995; Nunney 1996; Chippindale et al. 1997; Prasad et al. 2000; Wertheim et al. 2000;
Krijger et al. 2001; Ghosh et al. 2019; Shrader et al. 2020). It has already been reported that a
longer larval period has deleterious consequences in other life history traits, suchlike the reduction
of body size, fecundation rates and mating success (Tantawy and Vetukhiv 1960; Bakker 1962;
Tantawy 1961; Bakker 1969; Partridge and Farquhar 1983; Atkinson 1985; Zwaan et al. 1991;
Nunney 1996; Joshi et al. 1998).

A heavier corporeal weight results in an increment of fitness, bigger flies show to be more
resistant to starvation, since they store more energetic metabolites, besides being able to heighten
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their fecundity and longevity in females, and the mating success in males (Zwaan et al. 1991;
Hillesheim and Stearns 1992; Pitnick and Garcia-Gonzélez 2002). Body weight and energetic
metabolic reserves can be affected by temperature, because food ingestion and metabolic rates vary
equally with temperature (Klepsatel et al. 2016; Klepsatel et al.2019).

Drosophila melanogaster is a biological model frequently utilized in the study of the
evolution of life history traits and physiological mechanisms and pathologies associated with
feeding (Merritt et al. 2006; Reed et al. 2010; Matzkin et al. 2011; Na et al. 2013; Jehrke et al.
2018; Flatt 2020). However, there is less available information about the intra and interspecific
variation of these characteristics, especially in Drosophila species in natural areas of the
Neotropical region, where the process of adaptive divergence can be accentuated by the variety of
resources and accessible habitats. The resources used for nourishment and breeding sites for the
Neotropical Drosophila species are varied, ranging from cacti, fruits, flowers, fungi, dung and even
carrion (Powell 1997; Gottschalk et al. 2009; Gofii et al. 2012; da Mata et al. 2015; Valadé&o et al.
2019). The diversity of types of habitats and their associated resources result in different adaptive
responses of metabolism and life history traits from the Neotropical species of Drosophila.

Matzkin et al. (2009) studied the variation in metabolism of 12 Drosophila species
ecologically divergent that had their genomes sequenced. Nine of these species belonged to the
subgenus Sophophora, and three to the subgenus Drosophila, two of which being cactophilic.
Given this, there is a gap for non-cactophilic Neotropical models of the Drosophila subgenus, and
to the interpopulational variation of these characteristics in populations from different types of
habitats for both subgenera of this region. One of the conclusions from the work of Matzkin et al.
(2009) indicates that, albeit the control of the analyzed metabolites can be similar among species, it
appears to be evolutionarily plastic, being able to reflect the response to nutritional necessities of
populations. With the aim to aid the elucidation of this matter and increase sampling for species in
other regions, this study analyzed metabolism variation, as well life history traits in four non-
cactophilic Drosophila species native to South America, recently collected in different natural areas
of the Atlantic Forest in the South and Southeast of Brazil.

One species from the subgenus Sophophora, D. willistoni (willistoni group), and three from
the subgenus Drosophila, D. mercatorum (repleta group), D. maculifrons (guaramunu group) and
D. ornatifrons (guarani group) were analyzed for this project. The D. maculifrons and D.
ornatifrons species are phylogenetically closest in relation to D. mercatorum. These species were
usually located in the same group, guarani, until more recently Robe et al. (2010), based on
cytogenetic and molecular data (Kastritsis 1969; Kastritsis et al. 1970; Yotoko et al. 2003; Robe et
al. 2005), proposed the subdivision of the guarani group into two species groups, guarani (of D.
ornatifrons) and guaramunu (of D. maculifrons). Among the species for the subgenus Drosophila
examined by Matzkin et al. (2009), none is native to South America, whilst for the species in the
Sophophora, subgenus, only D. willistoni is native to South America. Thus, D. willistoni was also
analyzed in this study as an intraspecific comparison parameter with at least one of the species
examined by Matzkin et al. (2009).

The four species are distributed in the Neotropical, and in Brazil are found in different
biomes and phytophysiognomies of the Atlantic Forest. Drosophila mercatorum, D. maculifrons
and D. ornatifrons are more closely associated with natural areas of the Neotropical region, the
former being found in a broader diversity of environments (open areas and forests, frequently with
xerophytic vegetation), and the last two in forests. Drosophila willistoni has wide distribution,
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much like D. mercatorum, and is the only analyzed species that can be collected in high frequency
in anthropized environments. The selected species for this study belong to groups of the most
generalist Neotropical species and with high ecological versatility for breeding sites (Val et al.
1981; Pereira et al. 1983; Medeiros and Klaczko 2004; Mateus et al. 2006; Gottschalk et al. 2007;
Ddoge et al. 2008; Hochmller et al. 2010; Cavasini et al. 2014; Coutinho-Silva et al. 2017; Mendes
et al. 2017; Mateus et al. 2018; Valadao et al. 2019; TaxoDros 2020). The applied approach allows
inference about what are the factors of adaption and historical evolution that determine the scope of
resource use and occupation of habitats of a species.

Considering the variety of resources, types of available habitats and climate conditions from
the different regions of the Brazilian Atlantic Forest, the main issue this study concerned to
evaluating intra and interspecific differences in classical life history traits (viability, development
time, dry weight) and metabolic response (triglyceride, glycogen and protein contents) in
Neotropical species of Drosophila. All of the analyzed characteristics demonstrated different
populational adaptive responses in at least one species. The species from Drosophila subgenus and
associated with natural environments, D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons, showed
similar populational pattern to most of the studied traits, while the interspecific comparison did not
reflect the same relationship, D. willistoni and D. mercatorum are similar regarding life history
traits, and D. willistoni presented metabolite storage values similar to D. ornatifrons and D.
maculifrons. The possible role of the collection environment in the adaptive response of the
examined characteristics and the capability of resource exploration from the species are discussed.

412 MATERIALS AND METHODS

4.1.2.1 Collection areas

Drosophilids were sampled in five areas of the Atlantic Forest in the South and Southeast
regions of Brazil, with distinctive climatic and phytophysiognomies characteristics. The collections
occurred in two sites of the Southeast, Serrana and Cajuru, in the state of Sdo Paulo, and in three
Southern sites, Guarapuava, in the state of Parand, and Santiago and Porto Alegre in the state of Rio
Grande do Sul. Distance between the closest populations from the Southeastern and Southern
regions (Serrana-SP and Guarapuava-PR) is approximately 600 Km, in a straight line, and this areas
are divided by the Tropic of Capricorn, which determine, besides different vegetation landscape,
also distinct climate conditions: Southeastern populations are in the Tropical zone and South
populations in the Subtropical zone:

1) Serrana-SP (SER), fragment of the Seasonal Semideciduous Forest with xerophytic
vegetation; average temperature (T°) = 22.7° C (minimum — MIN - = 15.6° C; maximum — MAX - =
30.4° C); average relative humidity (RH) = 67%. Summer is warm and humid and winter is
characterized by long periods without precipitation. Altitude 830 m;

2) Fazenda Santa Cecilia, Cajuru-SP (CAJ), 32 Km away in a straight line from SER,
fragment of the Seasonal Semideciduous with no association to xerophytic vegetation; data for T°,
RH, seasonality and altitude traits are the same described for SER;
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3) Parque Municipal das Araucérias, Guarapuava-PR (PMA), fragment of the Mixed
Ombrophilous Forest (Araucaria Forest), with no association to xerophytic vegetation; T° = 17.6° C
(MIN =13.4° C; MAX = 24.1° C); RH = 82.2%. Mild temperatures characterize summer and
frequent and severe frosts in autumn and winter. Altitude: 1,000 m;

4) Santiago-RS (SAN), fragment of the Seasonal Semideciduous Forest with xerophytic
vegetation, inside Pampa biome; T° = 18.9° C (MIN = 14.4° C; MAX = 24.9° C); RH = 74.8%.
Humid Subtropical climate, without a defined dry season. Altitude: 135 m;

5) Morro Santana, Campus of Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS
(POA), 380 Km away in a straight line from SAN, fragment of the Seasonal Semideciduous with no
association to xerophytic vegetation, inside Pampa Biome; T° = 20.1° C (MIN = 16.1° C; MAX =
25.8° C); UR = 77.1%. Humid subtropical climate, without a defined dry season. Altitude: 115 m.

The data for temperature and relative humidity refers to the average taken in the period
between January of 2009 and December 2018 (Instituto Nacional de Meteorologia 2019).

For the development of this study, isofemale lines (referred to populations throughout this
paper) of all collection areas were utilized for D. mercatorum, except PMA, for D. willistoni from
CAJ, PMA, and POA were studied, and for D. maculifrons and D. ornatifrons CAJ and PMA. The
collections were realized between February and April 2018 and the experiments were initiated in
the same year, as soon as isofemale lines were established in laboratory conditions, around three
generation.

4.1.2.2 Experimental design

Between 50 and 80 female and male sexually mature virgins of each population were put in
embryonic chambers containing a Petri dish with agar 0.5% and enriched with Saccharomyces
cerevisiae and sucrose for inducing the larvae hatching. Daily, dishes with agar were replaced and
the removed dishes that contained eggs were stored. After 48h (D. willistoni and D. mercatorum),
and 144h (D. maculifrons and D. ornatifrons) of mating, 2° instar F1 larvae were transferred to vials
with standard banana diet. Ten replicas for each population of the four species were obtained, each
containing 40 (D. willistoni and D. mercatorum) and 30 (D. maculifrons and D. ornatifrons) larvae.
The experiments and the maintaining of the isofemale lines of D. willistoni and D. mercatorum
occurred at 25° C £ 1° C, and at 20° C + 1° C for D. maculifrons and D. ornatifrons, all in natural
photoperiod.

Amongst captured drosophilids with fruit baits, the Drosophila groups of the analyzed
species in this study demonstrate broader amplitude of resource use (Valadéo et al. 2019).
Therefore, the standard banana diet utilized in the experiments should not be a stressful factor for
larval development, and that the differences in the examined traits would reflect the adaption to the
collection environment, rather than a response to a resource much different than those found in
nature.

4.1.2.3 Analysis of life history traits
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From larvae to emerged adults, viability (V1) and development time (DT) were estimated for
each of the four populations of the four species. VI was expressed as the proportion of larvae that
survived until adult stage, and DT was measured as the average period elapsed (in hours) between
the transference of 2° instar larvae to the culture medium and the appearance of adults (males and
females). The observations were realized every four hours after the emergence of the first adults.
All the emerged adults were separated by sex and stored at negative 20° C for posterior analysis of
the metabolic pools.

Dry weight (DW) was determined in 10 groups of incubated flies at 50° C oven for three
days for each population and sex of the four species, each one containing five flies for D.
mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons, and 15 flies for D. willistoni. After dried, samples
were weighted in Shimadzu microbalance, AY 220 model.

4.1.2.4 Analysis of metabolic pools

The metabolic pool analyses of the dried groups of flies previously mentioned were realized
following Matzkin et al. (2009). Each group of flies was homogenized in 1 mL of phosphate buffer
(25 mM KHPO4, pH 7.4) and centrifuged for 2 minutes at 12,000 rpm in order to remove particles
that could interfere with the colorimetric tests. A total of 800 puL of the supernatant from the
homogenized was collected and stored at negative 20° C for later analysis of the metabolic pools.

The colorimetric examinations were performed for the quantification of glycogen (GL),
triglyceride (TG) and total soluble proteins (PR) contents. GL levels were measure using Glucose
Oxidase and Peroxidase enzyme kit (Sigma-Aldrich P7119), adding 0.1 units of Amyloglycosidase
(Sigma-Aldrich) per mL of reaction buffer. The samples (40 uL of the homogenized + 200 uL of
the reaction buffer) were incubated at 37° C for three hours, and the absorbance measured at 445
nm. TG content was determined using the Triglycerides kit (Gold Analisa REF. 459, MS
80022230062). The samples (40 pL of the homogenized + 200 puL of reagent kit) were incubated at
37° C for 30 minutes, and the absorbance measured at 500 nm. Only the triglyceride analysis was
realized, and not the total lipids (which include cuticular lipids), due to the fact that the objective of
this study was evaluating the components involved in storing energy. The PR concentration was
determined by using the Bicinconinic Acid assay, following the instructions of the manufacturer
(Sigma B9643), and the absorbance for quantifying the proteins was measured at 562 nm. These
measurements were made in the Spectramax 190 spectrophotometer from Molecular Devices. Each
metabolic grouping was calculated by the average of triplicates and normalized per DW before the
statistical analyses.

4.1.2.5 Statistical analyses

The data for VI, DT and the metabolic pools were examined by the multifactorial analysis of
variance (ANOVA) method, utilizing population and sex as factors. The comparison between the
species was carried out using nested ANOVA of populations within the species. Pairing
comparisons between fixed factors were done applying Tukey post-hoc analysis. All data were
transformed before analysis: VI — root square arc sine; DT e DW — root square; and metabolic pools
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(TG, GL e PR) —arc sine. All statistical examinations were performed in the Statistica 7 (StatSoft,
Inc.) software, using o = 0.05 (Sokal and Rohlf 1995).

413 RESULTS

4.1.3.1 Viability (V1)

No significant differences were found in VI among the D. willistoni (F = 0.70, p = 0.50), D.
mercatorum (F = 2.824, p = 0.0523) and D. maculifrons (F = 0.50, p = 0.48) populations. For D.
ornatifrons, VI from PMA was significantly smaller than CAJ (F = 147.00, p <0.001). The
interspecific comparison revealed significantly higher viability of D. willistoni and D. mercatorum
when compared to D. maculifrons and D. ornatifrons, and no significant differences in viability
were found between D. willistoni and D. mercatorum, and between D. maculifrons and D.
ornatifrons. There were also significant divergences between nested populations within species
(Figure 1, Table 1).

4.1.3.2 Development time (DT)

There was no significant difference in development time between males and females within
almost all the populations from the four studied species (F=1.8, p=0.23; F=1.584, p=0.21; F =
1.44,p=0.23; F=1.52, p =0.22, for D. willistoni, D. mercatorum, D. maculifrons and D.
ornatifrons, respectively) and the interaction between population and sex (F =1.19, p=0.30; F =
0.10,p=0.93;F=0.12, p=0.72; F =0.22, p = 0.64, for D. willistoni, D. mercatorum, D.
maculifrons and D. ornatifrons, respectively). The only exception was the lack of significance in
DT between the sexes for the PMA population of D. willistoni, in which the females presented
faster DT than the males (Q = 5.454, p = 0.002).

Only D. willistoni populations did not present significant differences in DT (F=1.33,p =
0.26). For D. mercatorum, there was significant variance between all four analyzed populations (F
= 1,641, p = 0), POA with the longest DT, followed by SAN, and SER with the shortest DT (p <
0.001 for all pairing comparisons). In D. maculifrons and D. ornatifrons, PMA showed to have
significantly higher DT than CAJ (F = 292.15, p <0.001; F = 451.53, p < 0.001, respectively)
(Figure 2).

The comparative analysis revealed that DT is different among all species, as well as the
populations nested within species, and between the sexes, and the interaction between sex and
nested populations. The pairing comparison revealed that D. willistoni has significantly faster
development time, followed by D. mercatorum, and similarities of DT only between D. maculifrons
and D. ornatifrons (Figure 2, Table 2).
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4.1.3.3 Dry weight (DW) of adults

Dry weight (DW), in this research, represents the size comparison between species, meaning
the flies with the heaviest weight corresponding to the largest ones. For all species, in at least one
population, the females were largest than males: in three analyzed populations of D. willistoni (F =
62.76, p = 0), SER (Tukey p < 0.001) and CAJ (Tukey p = 0.03) of D. mercatorum, and CAJ
population, for both D. maculifrons (Tukey p = 0.02) and D. ornatifrons (Tukey p = 0.01), and only
for D. mercatorum there was a significant difference in the interaction population/sex (F = 6.36, p <
0.001). All species showed a significant difference in DW among populations (F = 14.58, p < 0.001,;
F=13.64,p=0; F=10.164, p = 0.003; F = 30.256, p < 0.001, for D. willistoni, D. mercatorum, D.
maculifrons, and D. ornatifrons, respectively). No significant difference in DW was detected only
between CAJ and POA (Tukey p = 0.08) for the D. willistoni species, and between SER and CAJ
(Tukey p = 0.5) and SAN and POA (Tukey p = 0.99) for D. mercatorum (Figure 3).

Every species had significant differences in dry weight, including in sex comparison, and
among populations within species, in the pairing comparison between species, and in the interaction
of populations nested in the species with sex (Table 3), D. mercatorum being the largest species,
followed by D. ornatifrons, and D. willistoni being the smallest (Figure 3).

4.1.3.4 Metabolic pools

- Triglyceride (TG):

Only the males in POA population of D. mercatorum presented significantly higher TG
contents than females (Tukey p = 0.04), and for other populations and species there was no
significant TG differences between sexes and in the interaction population/sex. Only D.
mercatorum (F = 166.741, p = 0) and D. ornatifrons (F = 17.6531, p < 0.001) species showed
significant differences in TG measurements among populations, however there was no significant
difference for this metabolite between SER and CAJ populations, along with SAN and POA of D.
mercatorum. For D. mercatorum, the populations in the South of Brazil (SAN and POA) had higher
TG results than the populations in the Southeast region (CAJ and SER), the same occurring with D.
ornatifrons, the southeastern population (CAJ) presenting lower TG when compared to the southern
population (PMA) (Figure 4.A).

There was a significant difference of TG content among species, populations nested in the
species, and in the interaction of populations nested in the species with sex. The pairing comparison
revealed the highest TG measurement in D. maculifrons, followed by D. ornatifrons, and
similarities only between D. willistoni and D. mercatorum (Figure 4.A, Table 4).

- Glycogen (GL):

Solely in PMA population of D. maculifrons females presented significantly higher
concentrations of GL than males, in all other populations and species there was no significant
difference in this metabolite contents between sexes and in the interaction population/sex. There
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was significant difference in GL among the populations of the four species (F = 35.636, p=0; F =
27.6538, p=0; F =18.9932, p < 0.001; F = 6.3057, p = 0.02, for D. willistoni, D. mercatorum, D.
maculifrons, and D. ornatifrons, respectively). Drosophila willistoni and D. mercatorum presented
the same populational pattern, with the populations from the South region (POA higher, followed
by PMA for D. willistoni, and SAN and POA, with no difference between them, for D.
mercatorum) with GL contents superior to the populations from the Southeast region (CAJ for D.
willistoni, and CAJ and SER, with no difference between them, for D. mercatorum). Drosophila
maculifrons and D. ornatifrons revealed opposite patterns to the other two species, the Southeastern
population (CAJ) having higher GL measurements than the Southern population (PMA) (Figure
4.B).

There were significant differences in GL content among species; the pairing comparison
revealing that D. mercatorum has a significantly inferior concentration of this metabolite in relation
to the other species. There was also significance in the comparison of populations nested in the
species, between sexes, and in the interactions of populations nested in the species with sex (Figure
4.B, Table 4).

- Total proteins (PR):

Only females of PMA population of D. ornatifrons presented PR concentrations superior to
males (Tukey p = 0.03), while there was no significant differences between the sexes and in the
interaction of population/sex in the others populations and species. The species followed the same
populational pattern of GL for PR. Higher PR concentration in the Southern populations when
compared to the Southeast in D. willistoni (F = 55.0274, p = 0) and D. mercatorum (F = 8.3545, p <
0.001), and higher PR content in the Southeaster population (CAJ) in relation to the South (PMA)
for D. maculifrons (F = 11.0034, p = 0.002) and D. ornatifrons (F = 58.7521, p = 0). For D.
willistoni the decreasing order of PR contents for the analyzed populations was PMA, POA, South
region, and CAJ, Southeast region. For D. mercatorum this metabolic content was not different
between Southern populations, SAN and POA, and between Southeastern populations, CAJ and
SER, although the southern populations have PR concentrations significantly higher than the
Southeastern ones.

There was a significant difference in PR contents among the species, the pairing comparison
revealed D. ornatifrons having higher concentrations of this metabolite, followed by D. willistoni,
whilst D. mercatorum and D. maculifrons showed similar PT contents. There was also significance
in the comparison of populations nested in the species and between sexes (Figure 4.C, Table 4).

4.1.4 DISCUSSION

The D. willistoni, D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons species belong to the
willistoni, repleta and guarani (currently guaramunu — D. maculifrons - and guarani — D.
ornatifrons, Robe et al. 2010) groups of Drosophila that occurred in at least 30% of fruitful
resources sampled for drosophilids species captured by fruit bait (\Valad&o et al. 2019). The
generalist nature of these species, reflected in their ability to explore resources, it is even more
pronounced when considering that the majority of them were also found in substrates of different
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vegetable tissues, like fungi (D. willistoni and D. maculifrons, Gottschalk et al. 2009) and even
dung and carrion (D. ornatifrons, Gofii et al. 2012).

The collections sites of the populations from the Southeast and South region present
distinctive Atlantic Forest phytophysiognomies and climate conditions, since Southeast population
are in Tropical zone and South population in Subtropical zone. PMA, South region, sympatric area
for D. willistoni, D. maculifrons and D. ornatifrons, in Guarapuava-PR presents Atlantic Forest
with a predominance of Araucaria pine (Mixed Ombrophilous Forest), it is an area known for high
altitude, rigorous winters, with frequent frost, and high rainfall and relative humidity rates. CAJ,
Southeast region, sympatric area for all species, in Cajuru-SP, shows Seasonal Semideciduous
Forest phytophysiognomy of Atlantic Forest, and is characterized by higher temperatures most of
the year and two annual distinctive seasons: wet and dry. The other sympatric site between D.
willistoni and D. mercatorum species in the Southern region, POA, is an area of Seasonal
Semideciduous Forest of the Atlantic Forest within the Pampa Biome, which has intermediate
climate conditions to PMA and CAJ (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica 1992; Backes
1999; Oliveira-Filho et al. 2015; Instituto Nacional de Meteorologia 2019).

The ample geographic distribution of the analyzed species in this paper in different types of
habitats in natural areas of the Neotropical can be related to the versatility of food exploitation and
breeding resources (Val et al. 1981; Gottschalk et al. 2007, Gottschalk et al. 2008; TaxoDros 2020).
However, D. maculifrons and D. ornatifrons distribution is more restricted than the others two.
While D. willistoni and D. mercatorum are found in abundance in different Brazilian biomes, and
D. willistoni can also be caught abundantly in anthropized environments, D. maculifrons and D.
ornatifrons occur predominantly in forests, and present abundance influenced by more mild
temperatures and high humidity, like the Southern Atlantic Forest and some areas of the Southeast
region of Brazil. Thus, D. maculifrons and D. ornatifrons can be rare or absent in some
phytophysiognomies of this forest, such as Semideciduous, Dense Ombrophylous of the coast, in
addition to gallery forests of the cerrado and caatinga, mangroves and dunes, in the Pampa biome,
in the Amazon and Northeastern Brazil (Dobzhansky and Pavan 1950; Salzano 1955; Martins 1987,
Saavedra et al. 1995; Medeiros and Klaczko 2004; Mateus et al. 2006; Tidon 2006; Gottschalk et al.
2007; Schmitz et al. 2007; Chaves and Tidon 2008; Doge et al. 2008; Acurio and Rafael 2009;
Bizzo et al. 2010; dos Santos et al. 2010; Hochmiller et al. 2010; Poppe et al. 2012; Cavasini et al.
2014; Gustani et al. 2015; Coutinho-Silva et al. 2017).

Even though the analyzed species share the generalism, characteristics of the habitat, like
abiotic factors and food and breeding sources, associated to vegetation type, also influence the
success of the amplitude of geographic distribution. Dry weight was the only characteristic with a
significant difference between all species, while the broader variation of environmental exploration
of D. willistoni and D. mercatorum in relation to D. maculifrons and D. ornatifrons was reflected in
the significant differences of D. willistoni and D. mercatorum when compared to the others species
considering half of the analyzed traits, viability, development time, and triglyceride. Nonetheless,
others parameters were significantly different between D. willistoni and D. mercatorum, glycogen
and protein contents, besides dry weight mentioned above. The only exception to the similarity
between D. maculifrons and D. ornatifrons occurred for triglyceride and protein contents.

The populational pattern of the analyzed traits was also practically the same between D.
maculifrons and D. ornatifrons, with the exception of viability and triglyceride, which did not
present any significant differences between D. maculifrons populations. D. mercatorum also
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presented populational variation similar to D. maculifrons and D. ornatifrons, the exceptions were
related to glycogen and protein measurements, higher in the populations of the South region for D.
mercatorum, and D. willistoni, and lower in PMA (South) for D. maculifrons and D. ornatifrons.

The populational differences in all the characteristics in D. mercatorum and almost all for
D. maculifrons (except triglyceride) did not cause differential viability within these species, but did
for D. ornatifrons. In relation to this trait, viability, D. mercatorum had similar values to D.
willistoni, suggesting more stable adaptive pathways for D. willistoni and D. mercatorum when
compared to D. maculifrons and D. ornatifrons. The lower viability for D. maculifrons and D.
ornatifrons can be a result of more rare and/or non usual preferential/ideal dietary necessity in
nature, with nutritional contents specificity distinct of D. willistoni and D. mercatorum. This fact is
particularly more evident for D. ornatifrons, which was the only analyzed species with populational
variation in viability (lower in the South region, PMA), and, as mentioned before, was also the only
analyzed species that have been captured in dung and carrion (Gofii et al. 2012).

According to the highlighted points above, D. wilistoni showed populational variation only
in dry weight (as the others three species), glycogen and protein contents. For dry weight data, the
populational pattern of D. willistoni was opposed to the species of Drosophila subgenus that
presented larger flies in the South region, while no geographical pattern was observed in D.
willistoni (largest flies were observed in CAJ, Southeast, and POA, South, and smallest in PMA,
South). The glycogen and protein contents in D. willistoni, however, followed the populational
pattern of D. mercatorum (higher values in the South), and opposite to D. maculifrons and D.
ornatifrons (higher values in the Southeast population).

The different populational responses in areas where the species are sympatric, like pointed
above for the variation between D. willistoni populations, but also between D. mercatorum when
compared to D. maculifrons and D. ornatifrons for glycogen and protein contents, can be explained
by the preference in resources to be utilized by them in these sites. Matzkin et al. (2009) argued that
the difference in metabolic pools between species of the Sophophora and Drosophila subgenera
would be a result of a tendency of the Sophophora subgenus species in consuming decomposing
fruits, whiles species of the Drosophila subgenus feed from yeast that developed not only in fruits,
but also in other parts of the decomposing plants. However, Neotropical D. willistoni was also
found in fungi, therefore, the species and the amount of yeast biomass that occurred in these
substrates are probably different, and may be related to the variety to the hosts to be exploited,
besides to the different populational response of life history traits and metabolic pools discussed
ahead (Gottschalk et al. 2009; Anagnostou et al. 2010; Valaddo et al. 2019; Koerte et al. 2020).

The development time is a plastic characteristic sensitive to selective pressures like biotic
factors, intra and interspecific competition, density and desiccation, and also abiotic, such as
temperature and humidity, even being able to present transgenerational effect (Bakker 1962; Bakker
1969; Zwaan et al. 1995; Nunney 1996; Chippindale et al. 1997; Prasad et al. 2000; Valtonen et al.
2012; Ghosh et al. 2019; Shrader et al. 2020). Drosophila willistoni and D. mercatorum showed
faster development time than D. maculifrons and D. ornatifrons. This shorter larvae development
allows for greater ability in response to desiccation and starvation, since the larvae explore
relatively small fragments of resources that rapidly deploy, specially when densities are high, a
decrease in time for emergency of images would bring advantages to individuals that passed faster
through this unfavorable condition (Joshi and Mueller 1988; Joshi and Mueller 1996; Chippindale
et al. 1998; Hoffmann and Harshman 1999; Krijger et al. 2001; Wertheim et al. 2000). A greater
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competitive ability, due to the reduction in development time, would also favors the amplitude of
habitats occupied by D. willistoni and D. mercatorum, although it may have reduced body size in
PMA population of D. willistoni.

Nevertheless, besides shorter development time favors species in competition, adaptation to
cold should lead the opposite trait. Longer development time in low temperatures could be
advantageous because allows more time for increasing body size and for accumulation of energy
reserve molecules, which enables individuals to survive to starvation periods and, for some
Drosophila species, to pass through diapause during winter. In addition, the increase of body size
propitiated to longer development time, frequently results in higher fecundity and longevity in
females, and more successful mating for males (Tantawy and Vetukhiv 1960; Tantawy 1961,
Zwaan et al. 1991; Hillesheim and Stearns 1992; Ohtsu et al. 1992; Partridge and Fowler 1993;
Chippindale et al. 1996; Betran et al. 1998; Ohtsu et al. 1998; Harshman et al. 1999; Prasad et al.
2000; Michaud and Denlinger 2007; Angilletta 2009; Nelson e Cox 2014; Zonato et al. 2017;
Kauranen et al. 2019; Flatt 2020). In this way, lower temperatures, such as from the Southern
region, must be the reason for the longer development time in POA and SAN for D. mercatorum,
and in PMA for D. maculifrons and D. ornatifrons, with significant consequences in increase body
size in these three species, and more contents of all metabolic for D. mercatorum and of triglyceride
for D. ornatifrons in these populations. However, D. ornatifrons adaptation to cold produced a
trade-off with viability in PMA.

Glycogen is the primary energetic source of carbohydrates in animal cells, and excess of
this metabolite could rapid be converted into triglyceride. In insects, this metabolite has an
important role in metamorphosis and in desiccation, since it not only represents an energy source of
quick availableness, as it is a reserve of metabolic water, stored in its bonds (Graves et al. 1992;
Djawdan et al. 1998; Roach et al. 2012; Gélikova et al. 2015; Fernandez-Elias et al. 2015; Matsuda
et al. 2015; Yamada et al. 2018, Yamada et al. 2019). Drosophila maculifrons and D. ornatifrons
showed higher concentration not only of glycogen, as also protein, in CAJ, which could provide
resistance to desiccation in this hostile dryer environment for species whose abundance is positively
related to high relative humidity (dos Santos et al. 2010; Cavasini et al. 2014; Gustani et al. 2015).

In the D. melanogaster species, larger accumulation of energetic molecules occurs in favorable
temperature conditions, rather disadvantageous as described above, to the adaptive history of this
species, increasing its storage in mild temperatures and lowering fat and glycogen reserves when
exposed to temperatures lower than 15° C or higher than 27° C (Klepsatel et al. 2019). For D.
willistoni and D. mercatorum, Southeast populations presented the lowest concentrations of
glycogen and protein, and also of triglyceride in the case of D. mercatorum. Considering
temperature and humidity are some of the most important environmental factors for adaptive
evolution of insects (Nevo et al. 1998), the case of these species suggests similarities to what was
described for D. melanogaster: highest concentration of energetic molecules in populations with
more satisfactory conditions for the species survival, as Southern populations, where annual
temperatures are lower and relative humidity are higher than those of Southeast populations
(Instituto Nacional de Meteorologia 2019).

Matzkin et al. (2009) suggested that the triglyceride contents would distinguish species of the
Sophophora and Drosophila subgenera, and that the metabolite levels would be similar among
species belonging to the same subgenus rather than a different one. The results of this study do not
confirm these relations, since none of the metabolites showed significant differences between D.
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willistoni and the other species, with triglyceride values no significant different to D. maculifrons
and D. ornatifrons, and protein contents no different of D. ornatifrons. Moreover, triglyceride
measurements for recently emerged adults in this study were similar to the zero day adults of
Sophophora subgenus species, and glycogen and protein values were superior of species of the both
subgenera analyzed by Matzkin et al. (2009).

The differences in the results found here and by Matzkin et al. (2009) can have different causes,
not excluding: 1) the found responses for the lineages used by Matzkin et al. (2009) could be a
consequence of adaption after many generations in laboratory conditions (Tucson Drosophila
Species Stock), while the achievements in this study may reflect natural conditions more
appropriately, since they were done with recently collected lineages (about only three generations in
laboratory); 2) differences in the nutritional components in the culture mediums used by Matzkin et
al. (2009) (banana/Opuntia) and this research (banana) could influence in some level the metabolic
response, as considered by Ormerod et al. (2017); 3) the results in this paper demonstrate that the
capacity of storage energetic molecules is determined by adaption to the environment, before
phylogenetic relationships, and that the Neotropical populations and species can present distinctive
responses of species belonging to other regions, probably due to its higher diversity in habitats. This
aspect highlights the importance of this study in filling the knowledge gaps of the Drosophila
species native to the Neotropical, which could aid in better understanding the adaptive divergence
in this region, and so, become a model for others species of insects, and others animals.

415 CONCLUSIONS

As observed in the illustration bellow, there was populational variation for most of the analyzed
parameters, indicating the plasticity in the studied characteristics, essential for adaption to different
environments. Drosophila willistoni (subgenus Sophophora) showed distinctive populational
patterns than the other three species (subgenus Drosophila) for most of the analyzed traits.
Drosophila mercatorum populations of the Southeast region presented significantly lower values
than the South region for all analyzed parameters, with the exception of viability that had no
difference among the populations of this species. Drosophila maculifrons and D. ornatifrons
essentially followed the same basic populational profile of D. mercatorum for the life history traits
and for the triglyceride contents, however the population responses from D. maculifrons and D.
ornatifrons were opposite to D. mercatorum for the glycogen and protein metabolites, with the
highest indexes in the Southeast region.

The interspecific comparison (E, in the illustration bellow) of the characteristics suggests the
adaptive history plays a major role than phylogenetic relationships: dry weight was significantly
different between the four species; D. willistoni and D. mercatorum presented highest values of
viability, and the lowest of development time and triglyceride in relation to D. maculifrons and D.
ornatifrons. Higher viability in D. willistoni and D. mercatorum can be a result of the greater ability
of these species for resources and habitats exploitation when compared to the other two, frequently
occupying anthropized environments, such is the case of D. willistoni. The metabolic values of
glycogen revealed to be significantly higher in D. willistoni, D. maculifrons and D. ornatifrons, and
the protein sort in D. ornatifrons and D. willistoni. That is, D. mercatorum indicated a significantly



lower capacity of storing energetic molecules when compared to the other three species. The
adaptive history of this species that allowed for the exploitation of a variety of environments could
lead to a trade-off of lower energy storage capacity. The same did not occur for D. willistoni, which
broader geographic distribution must be the consequence or the cause of its ability to store energetic
molecules, specially glycogen and protein.

Populational differences in dry weight and storage of some metabolic factors did not influence
viability of D. willistoni, D. mercatorum and D. maculifrons, revealing an adaptive history distinct
for D. ornatifrons. This aspect deserves better clarification, and a study is under development by us
that analyzes the same characters under different conditions of energy resources, with the aim of
verifying the amplitude of the adaptive capacity of these species.

Summary illustration of the conclusions, comparing viability (VI), development time (DT) and
dry weight (DW) traits, and triglyceride (TG), glycogen (GL) and protein (PR) contents among
populations (names of population in bold - CAJ, SER - are from the Southeast region of Brazil; the
others - PMA, POA and SAN - are from the South region of Brazil) and species (E) for Drosophila
willistoni, D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons: highest value, second highest value,

third highest value, ; white = no significant difference.
D. willistoni D. mercatorum D. maculifrons D. ornatifrons
CAJ PMA POA CAJ SER POA SAN CAJ PMA E CAJ PMA E

VI‘

DT‘

o

TG‘

GL

~
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Table 1 Nested ANOVA (1) e post-hoc Tukey test (2) of viability for Drosophila willistoni, D.
mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons. SS = sum of squares; MS = mean squares; DF
= degrees of freedom. *p < 0.05; ***p <0.01; ***p < 0.001.

1 SS MS DF F
Species 1.8209 0. 6070 3 10.298***
Population (Species) 1.1503 0.1643 7 2.788**
Error 5.8349 0.0589 99

2 D. willistoni  D. mercatorum  D. maculifrons

D. mercatorum 0.6733

D. maculifrons 4.653** 5.499***

D. ornatifrons 4.866** 5.723*** 0.1943

Table 2 Nested ANOVA (1) e post-hoc Tukey test (2) of development time for Drosophila
willistoni,D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons. SS = sum of squares; MS = mean
squares; DF = degrees of freedom. *p <0.05; ***p < 0.01; ***p < 0.001.

1 SS MS DF F
Species 4963.1 1654.4 3 2061.6***
Population (Species) 3433.1 490.4 7 611.2*%**
Sex 14.4 14.4 1 18.0***
Population (Species) x Sex 15.3 1.5 10 1.9*
Error 2290.2 0.8 2854

2 D. willistoni D. mercatorum  D. maculifrons

D. mercatorum 34.5%**

D. maculifrons 54.14*** 31.84***

D. ornatifrons 51.63*** 29.39*** 1.719




40

Table 3 Nested ANOVA (1) e post-hoc Tukey test (2) of dry weight for Drosophila willistoni, D.
mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons. SS = sum of squares; MS = mean squares; DF =
degrees of freedom. *p < 0.05; ***p <0.01; ***p <0.001.

1 SS MS DF F
Species 3.50758 1.16919 3 646.15***
Population (Species) 0.18371 0.02624 7 14.50%**
Sex 0.15639 0.15639 1 86.43***
Population (Species) x Sex 0.06070 0.00607 10 3.35%**
Error 0.35828 0.00181 198

2 D. willistoni  D. mercatorum  D. maculifrons

D. mercatorum 43.68***

D. maculifrons 12.67*** 25.17%**

D. ornatifrons 19.53*** 17.94%** 6.267***
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Table 4 Nested ANOVA (1) e post-hoc Tukey test (2) of Triglycerides, Glycogen e Total Protein
contents per mg of dry weight for Drosophila willistoni, D. mercatorum, D. maculifrons and D.
ornatifrons. SS = sum of squares; MS = mean squares; DF = degrees of freedom. *p < 0.05; ***p <
0.01; ***p <0.001.

1 SS MS DF F
Species 1.854886 0.618295 3 99.9380**
Population (Species) 0.383478 0.054783 7 8.8601***

Triglyceride gy 0.018527 0.018527 1 2.9964
Population (Species) x Sex 0.128304 0.012830 10 2.0751*
Error 1.193334 0.006183 193
Species 0.007034 0.002345 3 52.199***
Population (Species) 0.007149 0.001021 7 22.737***

Glycogen Sex 0.000481 0.000481 1 10.699**

Population (Species) x Sex ~ 0.001025 0.000103 10 2.283*
Error 0.008714 0.000045 194
Species 0.442345 0.147448 3 23.254***
Population (Species) 0.788636 0.112662 7 17.768%**

Total Protein  gex 0.028351 0.028351 1 4.471*
Population (Species) x Sex ~ 0.059537 0.005954 10 0.939
Error 1.230123 0.006341 194

2 D. willistoni ~ D. mercatorum  D. maculifrons
D. mercatorum 1.319

Triglyceride D. maculifrons 17.84%** 20.01%**
D. ornatifrons 6.295*** 1.779*** 10.29***
D. mercatorum 11.42%**

Glycogen D. maculifrons 0.0285 10.04***

D. ornatifrons 1.87 7.753*** 1.691
D. mercatorum 5.504***

Total Protein D. maculifrons 4.215%** 0.4611
D. ornatifrons 3.162* 8.17*** 6.734***
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Figure 1 Viability of second instar larva to adult for populations of Drosophila willistoni (CAJ,
PMA and POA), D. mercatorum (SER, CAJ, SAN and POA), D. maculifrons (CAJ and PMA) and
D. ornatifrons (CAJ and PMA). Viability was calculated as the ratio emerged adults/total larvae.

Figure 2 Development time from second instar larva to emerged adults for populations of
Drosophila willistoni (CAJ, PMA and POA), D. mercatorum (SER, CAJ, SAN and POA), D.
maculifrons (CAJ and PMA) and D. ornatifrons (CAJ and PMA). The development times were
measured in hours.

Figure 3 dry weights in milligrams of adult female and male from populations of Drosophila
willistoni (CAJ, PMA and POA), D. mercatorum (SER, CAJ, SAN and POA), D. maculifrons (CAJ
and PMA) and D. ornatifrons (CAJ and PMA). Individual dry weights were calculated from
samples of 15 recently emerged flies of D. willistoni, and 5 recently emerged flies of D.
mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons.

Figure 4 Triglycerides (A), Glycogen (B), and Total Protein (C) concentrations per mg of dry
weight of adult female and male from populations of Drosophila willistoni (CAJ, PMA and POA),
D. mercatorum (SER, CAJ, SAN and POA), D. maculifrons (CAJ and PMA) and D. ornatifrons
(CAJ and PMA). Values are means and SE for homogenates of 15 flies for D. willistoni and 5 flies
for D. mercatorum, D. maculifrons and D. ornatifrons.
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4.2 CAPITULO 2

A plasticidade fenotipica afeta a historia de vida de Drosophila mercatorum em resposta a
sazonalidade ambiental.

4.2.1 RESUMO:

A variacdo ambiental exerce papel fundamental na resposta fenotipica. Consequentemente, a
sazonalidade ambiental pode ser considerada como uma forga evolutiva potente, capaz de manter o
polimorfismo e a capacidade do organismo em apresentar diferentes caracteristicas em funcédo das
condi¢Bes ambientais. Drosophila mercatorum, é uma espécie ndo cactofila do grupo repleta, tem
distribuicdo Neotropical e é frequentemente encontrada em ambientes naturais de vegetacdo aberta
ou fechada, com e sem associacao com vegetacdo xerofitica. Nos avaliamos os efeitos de diferentes
tipos de dieta que diferem em quantidade de proteina:carboidrato sobre as caracteristicas de historia
de vida (viabilidade, tempo de desenvolvimento e peso seco) e metabdlicas (contetdos de
triglicerideos, glicogénio e proteina) nessa espécie, em quatro populacfes coletadas em dois
ambientes com ou sem a associacdo a vegetacdo xerofitica em duas regiGes geograficas, para avaliar
se as possiveis diferencas sdo modificacGes decorrentes da plasticidade fenotipica em resposta ao
estresse nutricional, ou se essas diferencas sdo provenientes da diversificagdo regional entre as
populagGes. Nossos resultados sugerem estar ocorrendo, além do efeito dietético, um efeito
populacional entre os individuos das regides Sul e Sudeste, tanto nos caracteres biondmicos, quanto
nos conteudos metabdlicos em ambos os tipos de vegetacao, e podem ser reflexo dos ambientes aos
quais as populacgdes estdo adaptadas, em conjunto dos fatores estressantes das dietas testadas sobre
cada populacdo. Dentre esses fatores a variagdo climética € o que melhor explica o fator estressante

que resultou na diferenca entre as populacgdes.

Palavras-chave: Viabilidade, Tempo de Desenvolvimento, Floresta Estacional Semidecidual,

Contetdos metabolicos, Efeito populacional.
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4.2.2 ABSTRACT

Environmental variation plays a fundamental role in the phenotypic response. Consequently,
environmental seasonality can be considered as a powerful evolutionary force, capable of maintaining
polymorphism and the organism's capacity to present different characteristics depending on
environmental conditions. Drosophila mercatorum is a non-cactophile species of the repleta group,
has a Neotropical distribution and is frequently found in natural environments with open or closed
vegetation, with and without association with xerophytic vegetation. We evaluated the effects of
different types of diets that differ in protein:carbohydrate amounts on life history (viability,
development time and dry weight) and metabolic (triglyceride, glycogen and protein contents)
characteristics in this species, in four populations collected in two environments with or without
association with xerophytic vegetation in two geographic regions, to assess whether the possible
differences are changes due to phenotypic plasticity in response to nutritional stress, or whether these
differences are due to regional diversification between populations. Our results suggest that, in
addition to the dietary effect, a population effect is occurring among individuals from the South and
Southeast regions, both in bionomic characters and in metabolic contents in both types of vegetation,
and may be a reflection of the environments in which the populations are adapted, together with the
stressors of the diets tested on each population. Among these factors, climate variation is the one that
best explains the stressful factor that resulted in the difference between populations.

Keywords: Viability, Development Time, Seasonal Semidecidual Forest, Metabolic Content,
Population Effect.



49

4.2.3 INTRODUCAO

A variacdo ambiental consiste em um conjunto de mudancas em diversos fatores, tais como
temperatura, umidade, fotoperiodo, e disponibilidade de alimento (REGAN, 2020). Segundo
Hutchinson (1957, apud SILVA-SOARES et al., 2017), os recursos nutricionais e substratos
alimentares utilizados por diferentes organismos sdo importantes para definir o seu nicho ecoldgico,
distribuicéo geogréfica e abundancia em diferentes ambientes. AlteracBes nos contextos ambientais,
consequentemente, repercutem em mudancas em caracteristicas de historia de vida, morfoldgicas e
adaptativas em populacdes naturais (FANARA; WERENKRAUT 2016).

A exploracdo de novos substratos alimentares proporciona as espécies a oportunidade de
expandir sua distribuicdo geografica, podendo contribuir para a diversificacdo de espécies (SILVA-
SOARES et al., 2017) ou influenciar diretamente na expressao de fendtipos quantitativos resultantes
de redes de interacdo entre genes (ORMEROD et al., 2017).

Segundo Aggarwal e colaboradores (2021) a sazonalidade ambiental é uma forca evolutiva
potente, capaz de manter o polimorfismo e a capacidade do organismo em apresentar diferentes
caracteristicas em funcdo das condi¢cdes ambientais. Portanto, é provavel que a capacidade das
espécies em responderem ao estresse nutricional seja um resultado da selecdo sob caracteres
adaptativos preexistentes, ou seja, resultado de plasticidade fenotipica (HOFFMANN; PARSONS,
1991; DEARING et al. 2005; KOLSS et al., 2009).

Atualmente, o género Drosophila é composto por mais de 2.000 espécies descritas (BACHLI,
2021), sendo que a regido Neotropical abriga em torno de 442 espécies (BRAKE; BACHLI, 2008).
Este género apresenta grande diversidade ecoldgica, com extensa interacdo com varias familias de
plantas (BOUZAS et al., 2021) e ampla variabilidade de exploragdo de recursos nutricionais
(CARSON, 1971; PEREIRA; VILELA; SENE, 1983). Além disso, algumas espécies sdo generalistas

e outras s30 mais restritas, sendo consideradas especialistas (VALADAO et al., 2019).

As espécies deste género sdo caracterizadas como fitosaprofagas (THROCKMORTON,
1975), pois utilizam tecidos vegetais em processo de decomposi¢do como local para oviposicao e
desenvolvimento larval (MARKOW; O’GRADY, 2008; SOTO et al., 2010). Dentre os principais
recursos alimentares utilizados pelas moscas deste género estdo frutos (ATKINSON; SHORROCKS,
1997), flores (BRNCIC, 1983), cladddios (HEED, 1978), além de outros tecidos vegetais (CARSON,
1971), assim como fungos carnosos (JAENIKE et al.,1983) e guano de morcego (TOSI et al., 1990)

também podem ser utilizados.
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Durante o processo de decomposi¢éo dos tecidos vegetais ocorre a liberacdo de substancias
volateis, que atraem os drosofilideos para o substrato, onde os individuos se alimentam dos
microrganismos associados ao processo de decomposicdo (VACEK et al. 1985; JAENIKE, 1983;
BARKER et al. 1994; CARSON, 1971; SEVENSTER; VAN ALPHEN, 1996; VILELA, 2001;
MARKOW; O’GRADY, 2008; SOTO et al., 2010). Dentre os microrganismos presentes neste
processo estdo as leveduras, que facilitam a decomposi¢do do substrato vegetal e servem como a
principal fonte de proteina para as larvas e adultos de Drosophila (BEGON, 1982; BECHER et al.,
2012). O processo realizado pelas leveduras nos tecidos vegetais causa mudangas na composicao
nutricional dos substratos e também em outras propriedades, e 0s organismos que 0s utilizam, em
diferentes estagios de decomposicdo, podem apresentar adaptacbes comportamentais e nutricionais
especificas (SILVA-SOARES et al., 2017).

A glicose é a molécula principal utilizada para o crescimento das larvas. No estagio larval
ocorre a acumulacdo de biomassa, producdo de ATP e sintese de biomoléculas (proteinas e lipidios
de armazenamento). No estagio de pupa ocorre a reorganizacdo dos tecidos larvais que leva a
formacdo dos 6rgdos adultos, hd também um declinio da biomassa, e os lipidios armazenados sédo
metabolizados suprindo as necessidades energéticas da divisao celular, diferenciacdo, e posterior
eclosdo (JACOBS et al., 2020).

Muitos estudos sobre os efeitos da dieta em caracteristicas de histdria de vida e metabdlicas
tém sido feitos utilizando as espécies do género Drosophila. Elas sdo altamente sensiveis a pequenas
modificacbes ambientais, as quais podem refletir no tamanho das popula¢des naturais (TORRES;
MADI-RAVAZZI, 2006). Os estudos realizados sobre a estrutura populacional e ecoldgica das
espécies de Drosophila tém fornecido informaces importantes sobre o seu processo evolutivo
(BIZZO; SENE, 1982; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006).

O grupo repleta (subgénero Drosophila) é um dos maiores grupos neotropicais. Atualmente é
constituido por aproximadamente 119 espécies descritas e divididas em cinco subgrupos: repleta,
mercatorum, hydei, mulleri e fasciola (BACHLI, 2021). Esse grupo apresenta um diferencial com
relacdo aos demais grupos de drosofilideos, ja que metade das espécies é cactdfila, isto €, as larvas
especialistas utilizam cladddios de cactos em decomposi¢do durante o seu desenvolvimento. Porém
os adultos destas espécies sdo generalistas. J4 a outra metade tem tanto larvas como adultos
generalistas (STARMER; GILBERT 1982; PEREIRA et al. 1983; STARMER et al. 1986; MORAIS
et al. 1994; MACHADO et al. 2017).
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A especializacdo ao hospedeiro é uma caracteristica dinamica no grupo repleta e um fator
importante sobre a diversificagdo em sua historia evolutiva (BOUZAS et al., 2021). A mudanga de
hospedeiro por espécies do grupo repleta envolveu rearranjos cromossémico em todo o grupo, e é
possivel realizar a separacdo das diferentes espécies por meio de inversdes cromossémicas
(WASSEMAN, 1992; MARKOW, 2019)

Drosophila mercatorum (PATTERSON; WHEELER, 1942) é uma espécie ndo cactdfila do
grupo repleta que pode ser encontrada na regido Neotropical. Na América do Sul, ela é
frequentemente coletada em ambientes naturais de vegetacdo aberta, com e sem associacdo com
vegetacdo xerofitica, geralmente ndo associada com o homem, desde o leste da Cordilheira dos
Andes, e em &reas como chaco, pantanal, cerrado, e também em vegetacdo fechada (SENE et al.,
1981; VILELA et al., 1983). E uma espécie generalista e altamente competitiva para recursos
alimentares (PEREIRA et al., 1983), também é considerada uma das mais abundantes espécies de
drosofilideos em areas de vegetacdo aberta na América do Sul (VILELA et al., 1983; TIDON, 2006).

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos dos diferentes tipos de dieta sobre as
caracteristicas de historia de vida e metabolicas na espécie Drosophila mercatorum, a partir de
populacdes coletadas em dois ambientes com ou sem a associacdo a vegetacdo xerofitica em duas
regides geograficas, Sul e Sudeste do Brasil, para avaliar se as possiveis diferencas obtidas sdo
modificacOes decorrentes da plasticidade fenotipica em resposta ao estresse nutricional, ou se essas

diferencas sdo provenientes da diversificacdo regional entre as populaces.

424 METODOLOGIA

4.2.4.1 Linhagens, dietas e desenho experimental

As linhagens de Drosophila mercatorum foram coletadas em fragmentos de floresta estacional

semidecidual pertencente ao bioma Mata Atlantica de quatro localidades:

1) Serrana-SP (SER- 21°15°15,23” S, 47°34°34,95” O): fragmento de Floresta Estacional
Semidecidual com presenca de vegetacdo xerofitica; temperatura média (T°) = 22,7° C (minima —
MIN - = 15,6° C; maxima — MAX - = 30,4° C); umidade relativa média (UR) = 67%. Nesta area o



52

verdo é quente e umido e o inverno caracterizado por longos periodos com pouca ou nenhuma

precipitacao;

2) Fazenda Santa Cecilia, Cajuru-SP (CAJ- 21°21°35,45” S, 47°17°32,89” O): distante 32 Km
em linha reta de SER, fragmento de Floresta Estacional Semidecidual sem associacdo a vegetacao

xerofitica; os dados de T°, UR e caracteristicas sazonais sdo 0s mesmos descritos para SER;

3) Santiago-RS (SAN- 20°23°00,54” S, 54°44°41,58” O): fragmento de Floresta Estacional
Semidecidual associado a vegetacao xerofitica, dentro do bioma Pampa; T° = 18,9° C (MIN = 14,4°
C; MAX = 24,9° C); UR = 74,8%. Clima subtropical umido, sem estaco seca definida;

4) Morro Santana, Campus da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS
(POA-30°04’9,94” S, 51°07°36,34” O): distante 380 Km em linha reta de SAN, fragmento de Floresta
Estacional Semidecidual sem associacdo a vegetacdo xerofitica, dentro do bioma Pampa; T° = 20,1°
C (MIN = 16,1° C; MAX = 25,8° C); UR = 77,1%. Clima subtropical imido, sem estacio seca
definida.

Apos a coleta os individuos foram transferidos para o laboratorio, onde as fémeas foram
identificadas com o auxilio da chave de identificacdo de FREIRE-MAIA; PAVAN (1949) e colocadas
individualmente em frascos de vidro contendo meio de cultura padrdo de banana-agar para a obtencédo
de linhagens isofémeas (isolinhagens). Todas as linhagens foram mantidas a 25°C + 1°C, em um
fotoperiodo de 12h:12h (claro: escuro).

Os experimentos foram realizados com a preparacdo de trés diferentes dietas de acordo com
o0 descrito por Matzkin et al. (2011): 1) maior concentracdo de proteina em relacdo a actcar (HPS —
high protein:sugar ratio); 2) concentracdes intermediarias de proteina e acucar (EPS — equal
protein:sugar ratio), e; 3) menor concentracdo de proteina em relacdo a acucar (LPS — low
protein:sugar ratio). Ainda segundo Matzkin et al. (2011), as dietas preparadas sdo isocaldricas,
contendo as seguintes quantidades caldricas (por 100 g): 452 kJ para HPS; 456 kJ para EPS; e 469 kJ
para LPS. HPS apresenta a maior quantidade de proteina das trés dietas (7,1%) e a menor quantidade
de carboidratos (17,9%), EPS apresenta 4,3% de proteinas e 21,2% de carboidratos, e LPS é composta
por apenas 2,5% de proteinas e 24,6% de carboidratos. Todas as trés dietas contém 73% de umidade
e menos de 1% de lipidios. O contetdo de vitaminas e minerais ndo foi avaliado nas trés dietas e sua
influéncia potencial nos resultados experimentais, se existir diferencas entre elas, é desconhecida.
Depois de preparadas, as aliquotas de 10 mL das dietas foram pipetadas para tubos, deixando esfriar

até ficarem solidas.
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A obtencdo das larvas a se desenvolverem nos trés tipos de dietas foi realizada
separadamente para cada populagédo (SER, CAJ, POA e SAN). Inicialmente, foram executados
cruzamentos utilizando 50 casais adultos virgens, que foram colocados, por um periodo de 24 horas,
em camaras embriondrias contendo placa de petri com agar a 0,5% enriquecido com sacarose e
levedura (Saccharomyces cerevisiae) para inducdo da oviposicdo. Posteriormente a esse periodo, € a
cada 24 horas, as placas de petri contendo ovos foram substituidas por novas placas. As placas
retiradas foram devidamente identificadas por populacéo e data, e armazenadas por mais 24 horas nas
mesmas condic¢des das camaras embrionarias. Apos o periodo de 42 horas da retirada das placas das
camaras embrionarias, as larvas no segundo estadio de desenvolvimento (2° instar) foram retiradas
com o auxilio de pingas histoldgicas e transferidas para tubos contendo uma das trés dietas, num total
de 40 larvas por tubo. O processo de retirada das larvas foi repetido por alguns dias, até todos os 10

tubos (réplicas) de cada dieta das quatro populagdes terem sido completados.
4.2.4.2 Anélises de caracteres bionbmicos

A viabilidade foi medida das seguintes maneiras: 1) Viabilidade larva-pupa (VLP) — medida
pela proporcao de larvas transferidas que atingiram o estagio de pupa; e, 2) Viabilidade larva-adulto
(VLA) — medida como a proporcdo de larvas transferidas que atingiram o estagio adulto. Estas
medidas foram realizadas para cada tubo, e o valor para cada populacdo, em cada dieta, foi obtido a
partir da média entre as replicas.

O tempo de desenvolvimento foi medido das seguintes formas: 1) Tempo de desenvolvimento
larva-pupa (TLP), calculado pelo tempo médio decorrido (em horas) entre a transferéncia das larvas
de 2° instar para os tubos e 0 aparecimento de cada pupa; e 2) — Tempo de desenvolvimento larva-
adulto (TLA), calculado pelo tempo médio decorrido (em horas) entre a transferéncia das larvas de
2° instar para os tubos e a emergéncia de cada mosca adulta. As observacGes foram realizadas trés
vezes ao dia, a cada 4/5 horas, ap6s a emergéncia das primeiras pupas e dos primeiros adultos,

respectivamente.

Todas as moscas adultas que emergiram foram identificadas com relacdo ao sexo, horéario de
retirada, réplica, dieta e populacdo, e foram congeladas a -20°C para a realizacdo das posteriores

anélises metabdlicas.
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4.2.4.3 Andlises metabdlicas

As anélises metabdlicas foram realizadas de acordo com o descrito por Matzkin et al. (2011).
Dez grupos de cinco moscas com zero dia apos a emergéncia, foram colocados em uma estufa a 50
°C durante 72 horas para secagem. Os grupos foram formados para cada combinagdo entre sexo,
réplica, populacdo e dieta. Ap6s o periodo de secagem, o peso seco foi determinado utilizando um
micro balanga Shimadzu, modelo AY 220, e esses dados também foram analisados como um carater
de histéria de vida (peso seco - PS), obtendo o valor do peso de cada mosca como sendo a média do
valor do peso obtido pelo grupo de moscas para o numero de moscas em cada grupo (neste caso, 5
moscas). Apds a pesagem, cada grupo de moscas secas foi homogeneizado em 1 mL de tampdo
fosfato (25 mM KHPO4, pH 7,4), macerado e centrifugado por 2 minutos a 12.000 rpm. Um total de
800 pL do sobrenadante do homogeneizado foi coletado e congelado para posterior andlise

colorimétrica dos contetidos metabdlicos.

As andlises colorimétricas foram realizadas para a quantificacdo dos conteldos de
triglicerideos (TG), glicogénio (GL) e proteinas sollveis totais (PT), da seguinte maneira:

1) TG: O contetdo de triglicerideos em cada amostra foi determinado utilizando o Kit
Triglicérides (Gold Analisa REF. 459, MS 80022230062). As amostras (40 uLL do homogeneizado +
200 pL do reagente do kit) foram incubadas a 37°C durante 30 minutos. A absorbancia foi medida a

500 nm.

2) GL: O conteudo de glicogénio foi medido utilizando o kit de enzimas Glicose Oxidase e
Peroxidase (Sigma-Aldrich P7119), adicionando 0,1 unidade de Amiloglicosidase (Sigma-Aldrich)
por mL de tampao de reacdo. As amostras (40 pL do homogeneizado + 200 puL de tampao de reagdo)

foram incubadas a 37°C durante 3 horas. A absorbéancia foi medida a 445 nm.

3) PT: A concentracdo de proteinas sollveis totais foi determinada utilizando o ensaio do
Acido Bicinconinico (Sigma B9643), seguindo as instrucdes do fabricante. A absorbancia para

quantificacdo de proteinas foi medida a 562 nm.

Todas as absorbancias foram medidas no espectrofotdmetro Spectramax 190 da Molecular
Devices. Cada conjunto metabolico de cada amostra foi mensurado em duplicata e as médias foram

normalizadas utilizando o peso seco.
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4.2.4.4 Andlises estatisticas

Todas as analises foram realizadas no ambiente R (CORE TEAM, 2021). Os efeitos sobre 0s
caracteres de historia de vida e metabolitcos foram inferidas através de modelos lineares mistos
univariado e multivariado, com sexo, populacéo e dieta considerados como efeitos fixo, e também foi
testada a interag&o entre populagéo e dieta. A MANOVA foi aplicada para inferir os multiplos efeitos
sob os caracteres, o Traco de Pillai foi o escolhido para validagdo em duas rodadas de comparagéo
entre populacdes xerofiticas e nao xerofiticas de diferentes regides. A visualizacdo do teste da
MANOVA foi realizada utilizando o pacote ggboxplot e os heatmaps foram construidos com o auxilio
do pacote pheatmap (KOLDE, 2013).

425 RESULTADOS

4.2.5.1 Populagdes ndo associadas a vegetacdo xerofitica

A andlise exploratoria, utilizando o heatmap, da variacao dos caracteres biondmicos e dos conteidos
metabolicos ap6s desenvolvimento das larvas em trés dietas com diferentes composi¢des, HPS, EPS
e LPS, resultou na separagdo em dois agrupamentos para as populagdes coletadas em matas sem a
presenca de vegetacdo xerofitica, um contendo as amostras do Sul (POA), outro para as do Sudeste
(CAJ) do Brasil (Figura 1). Posteriormente, os modelos apresentaram um aumento na viabilidade em
POA (p = 0,0173; R2 = 0,106; F = 3,212; GL = 106; Tabela 3 - Material Complementar), sem
diferenca para outros preditores. O tempo de desenvolvimento aumentou com a menor concentragao
de proteinas na dieta (p = 0,000292; R, = 0,7163; F = 48,12; GL = 106; Tabela 4 - Material
Complementar), tanto para a populacdo de POA, quanto considerando a interacdo entre estes dois
fatores (LPS e POA, p = 0,037723). Com relacdo aos conjuntos metabdlicos, POA apresentou
aumento significativo do contetdo de triglicerideos (p = 2,47°%°; R, = 0,7348; F = 52,71; GL = 106;
Tabela 5 - Material Complementar), com interacdo positiva entre HPS e POA, e entre LPS e POA
(proporcionalmente maior) indicando um aumento deste metabolito. Para o contetdo de glicogénio,
LPS produziu uma reducdo em comparacgéo a EPS (p = 0,00583; R> = 0,1822; F = 5,158; GL = 106;
Tabela 6 - Material Complementar), enquanto que HPS diminuiu significativamente o contetdo deste
metabolito na interacdo entre HPS e POA (p = 0,00538). Contetdo de proteinas foi aumentado na
presenca da dieta LPS (p = 3,12'?; R, = 0,4233; F = 14,7; GL = 106; Tabela 7 - Material



56

Complementar) e em POA (p = 0,00104), tendo EPS como referéncia, e por outro lado, um
decréscimo na interagdo entre LPS e POA. Assim, estes resultados evidenciaram os efeitos tanto das
dietas quanto das populacdes sobre os caracteres analisados, mas principalmente das populaces, o
que foi também observado na analise multivariada (Pillay traces 102 = 0,83, p = < 2,2°%6; veja Tabela
1, Figura 2).
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Figura 1 Heatmaps da variacdo dos caracteres biondémicos e dos contetdos metabolicos das
populagbes coletadas em matas sem a presenca de vegetacdo xerofitica do Sul (POA) e do Sudeste
(CAJ) do Brasil, submetidas a trés dietas HPS, EPS e LPS.
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Tabela 1 Analise multivariada (MANOVA) Traco de Pillai. Comparagéo entre as duas populacdes
de D. mercatorum ndo associadas a vegetacao xerofitica, CAJ e POA. POP = popula¢édo; GL = graus
de liberdade; F = estatistica de teste; Num GL = graus de liberdade para o numerador; Dem GL =
graus de liberdade para o denominador comum; Pr (>F) = valor de p. *** = p<0,001.

GL PILLAI F APROX Num GL Den GL Pr (>F)

SEXO 1 0,07222 1.588 5 106 0,1701
DIETA 2 0,73706 12.022 10 206 2,780716 **=
POP 1 0,83545 103.574 5 102 <2,2°16 ok
DIETA:POP 2 0,67730 10.548 10 206 2,342714 wxx

Figura 2 Analise multivariada (MANOVA) Traco de Pillai. Comparacdo entre as duas populacdes
de D. mercatorum ndo associadas a vegetacao xerofitica, CAJ e POA. VLA= Viabilidade larva-adulto;
TLA = Tempo de desenvolvimento larva adulto; Trig = Triglicerideos; Glico= Glicogénio; Prot= Proteina.

VLA TLA B3 Trig E3 Glico Prot
504
261e-14
2.5- S
@
=
[
=
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CAJ POA
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pwc: Games Howell: p.adjust: Tukey
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4.2.5.2 Populagdes associadas a vegetacdo xerofitica

A comparacdo entre as populacdes SAN (sul) e SER (sudeste), utilizando heatmap, realizada com
base na variacdo dos caracteres biondmicos e metabolicos, mostrou a presenca de dois agrupamentos
(Figura 3). Para os caracteres de historico de vida, foi observado um decréscimo na viabilidade (VLA;
Tabela 8 - Material Complementar) para os machos, sem diferengas com relacéo aos efeitos das dietas
e populacdes. J& o tempo de desenvolvimento (TLA) mostrou diferengas significativas entre as dietas
e entre as populagdes. LPS aumentou o tempo de desenvolvimento em relagdo a EPS (p = 7,711, R,
=0,7858; F =71,93; GL = 110; Tabela 9 - Material Complementar), enquanto que a populacdo SER
apresentou uma diminuic&o neste tempo (p = 4,92°23). Inclusive, a interagdo entre LPS e SER mostrou
um decréscimo em comparagdo com SAN (p = 0,0004). Com relagdo aos conteddos metabdlicos, um
padrdo similar ao das populacGes sem vegetacdo Xxerofitica foi observado, com o conteldo de
triglicerideos sendo aumentado com a dieta LPS (p = 0,00355; Rz = 0,7522; F = 59,69; GL = 110;
Tabela 10 - Material Complementar), e tanto a populacéo SER (p = 1,51°%°) quanto a interacéo entre
LPS e SER (p = 0,0186) apresentaram decréscimo significativo para este metabolito. Para glicogénio,
tanto HPS (p = 0,0003; R2> = 0,4843; F = 19,15; GL = 110; Tabela 11 - Material Complementar)
quanto LPS (p = 2,6°°) produziram aumento no conteido deste metabdlito, tendo sido
proporcionalmente maior 0 aumento para a segunda dieta. Quando consideradas as populagfes como
efeitos, foi identificada uma diminuicdo para SER (p = 0,003) e também na interacdo entre HPS e
SER (p = 0,002). Por outro lado, para o contetdo de proteinas, as dietas tiveram um efeito
significativo, sendo que a dieta com maior proporcao de proteina (HPS) produziu uma diminui¢éo no
seu conteldo, e a de menor proporg¢do (LPS) aumentou o contetdo deste metabdlito. A populacéo de
SER apresentou um conteddo maior comparado ao de SAN, em ambos os testes, HPS e LPS
mostraram interacdo com SER, aumentando e diminuindo os conteudos, respectivamente (Tabela 12
- Material Complementar). Assim, novamente estes resultados indicam que as dietas e as populac6es
apresentam efeitos sobre os caracteres avaliados, com as populacBes sendo o principal fator das
diferencas observadas, corroborado pela analise multivariada (Pillai traces s = 0,88, p = 2,2°%; veja
Tabela 2, Figura 4).
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Figura 3 Heatmaps da variacdo dos caracteres bionémicos e dos contetdos metabolicos das

populagBes coletadas em matas com a presenca de vegetacdo xerofitica do Sul (SAN) e do Sudeste

(SER) do Brasil, submetidas a trés dietas HPS, EPS e LPS.
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Tabela 2 Analise multivariada (MANOVA) Traco de Pillai. Comparagdo entre as duas populacdes
de D. mercatorum associadas a vegetacao xerofitica, SER e SAN. POP = populacdo; GL = graus de
liberdade; F = estatistica de teste; Num GL = graus de liberdade para o numerador; Dem GL = graus
de liberdade para o denominador comum; Pr (>F) = valor de p. ***p<0,001.

GL PILLAI  FAPROX NUMGL DEM Pr (>F)
GL
SEXO 1 0,09187 2,145 5 106 0,06571
DIETA 2 0,76969 13,388 10 214 <2,016 %k
POP 1 0,88573 164,322 5 106 <2016 %wx
DIETA:POP 2 0,61690 9,545 10 214 4284713 *xx

Figura 4 Anéalise multivariada (MANOVA) Traco de Pillai. Comparacéo entre as duas populacoes
de D. mercatorum associadas a vegetacdo xerofitica, SAN e SER. VLA= Viabilidade larva-adulto; TLA
= Tempo de desenvolvimento larva adulto; Trig = Triglicerideos; Glico= Glicogénio; Prot= Proteina.

VLA TLA B3 Trig E3 Glico Prot

0 000001
T 31e-10
41 .
o 21 '
E :
0 . # l
21
SER SAN
Lineage

pwc: Games Howell; p.adjust: Tukey
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426 DISCUSSAO

Drosophila mercatorum é encontrada tanto em ambientes naturais com vegetacdes abertas
quanto fechadas, com ou sem associacdo a vegetacao xerofitica (SENE et al., 1981; VILELA et al.,
1983), Ruiz e colaboradores (2000), ao realizarem um estudo com a espécie Drosophila serido,
utilizaram diferentes meios para coleta, entre eles os caules em decomposicéo de algumas espécies
de cactos, e observaram a presenca de 35 individuos da espécie Drosophila mercatorum, dos quais
34 foram coletados na espécie Opuntia monocantha, e 1 na espécie Cereus hildmannianus na
localidade de Guaritas-RS. Outros autores registraram a presenca de D. mercatorum em abundancia
em regides de vegetacao xerofitica (MATEUS et al., 2006; 2018; De TONI et al., 2007).

A avaliacdo dos caracteres biondmicos e dos contetidos metabolicos dos individuos de D.
mercatorum mostrou existir, além do efeito dietético, um efeito populacional entre os individuos
provenientes de areas sem a presenca de vegetacdo Xerofitica das regides Sul e Sudeste. Essas
diferencas podem ser reflexo dos ambientes aos quais as populacdes estdo adaptadas, em conjunto
com os fatores estressantes das dietas testadas sobre cada populagdo. A temperatura pode ser um fator
estressante para 0s organismos, e muitos estudos tém demonstrado que a temperatura pode apresentar
um efeito direto sobre as caracteristicas morfoldgicas dos organismos, alterando a maneira com que
os individuos respondem aos recursos alimentares naturais (LEE; ROH 2010; LEE et al., 2015;
LEMOINE; SHANTZ 2016; MALZAHN et al., 2016; BOERSMA et al., 2016; KUTZ et al., 2019;
KIM et al., 2020; CHAKRABORTY et al., 2020).

Kutz e colaboradores (2019) realizaram um estudo sobre como a temperatura afeta a maneira
da espécie D. melanogaster responder a dietas. Eles utilizaram uma matriz de 36 dietas, que variaram
nas concentracbes de proteinas e carboidratos, em duas temperaturas diferentes: 25°C (temperatura
média da populacéo) e 28°C (temperatura mais alta projetada sob as mudancas climaticas na regiao).
Foram avaliados o tempo de desenvolvimento, a viabilidade e duas estimativas do tamanho do corpo
- tamanho da asa e do fémur. Eles observaram que 0 aumento da temperatura acelerou o
desenvolvimento em dietas de com baixa proteina e carboidrato, e que a temperatura modificou a
resposta a nutricdo para todas as caracteristicas examinadas. Em nossos resultados observamos um
aumento na viabilidade de POA em relagdo a CAJ, em todos os preditores testados, o que pode indicar
ser o efeito da temperatura sobre a viabilidade, visto que a regido Sul apresenta temperatura média
mais baixa. Também, foi notado que o tempo de desenvolvimento aumentou em relacdo a dieta de
LPS em POA. A dieta de LPS possui uma maior concentragdo de carboidratos, indicando que o

aumento de carboidratos pode ser um fator estressante para o desenvolvimento larval em POA. Logo,
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podemos dizer que nossos resultados se assemelham aos encontrados por Kutz e colaboradores
(2019), uma vez que a temperatura e a dieta podem estar diferenciando os caracteres de histéria de
vida das duas populacdes, o que poderia explicar a diminuicdo na viabilidade de CAJ e 0 aumento do
tempo de desenvolvimento em POA em LPS. Resultado semelhante de aumento do tempo de
desenvolvimento foi encontrado para a espécie D. melanogaster em outros estudos (MATZKIN et
al., 2011; NAZARIO-YEPIZ; LACLETTE; MARKOW, 2017).

Para os contetidos metabolicos, observamos, em comparacdo com a populacdo de CAJ, um
aumento significativo de triglicerideos em POA nas dietas de HPS e LPS, apresentando maiores
valores em LPS. Segundo Matzkin et al., (2011), dietas com maiores quantidades de proteina e
menores quantidade de agUcares estdo associadas a reducdo dos niveis de triglicerideos. Entretanto,
nossos resultados mostram que a populacdo de POA também apresentou aumento de triglicerideos
em dietas com relacdo proteina:agicar maior (HPS). Assim, podemos também fazer referéncia a
quantidade desse metabdlito com a temperatura no qual a populacdo estd adaptada, visto que 0s
triglicerideos estdo envolvidos no armazenamento de energia a longo prazo, dessa maneira, 0 aumento
desse metabdlito capacita as espécies de Drosophila a suportarem o jejum, temperaturas baixas e o
processo de diapausa (OHTSU et al. 1992; CHIPPINDALE et al. 1996; OHTSU et al. 1998;
HARSHMAN et al. 1999; MICHAUD; DENLINGER 2007; NELSON; COX 2014).

A quantidade de Glicogénio diminui na dieta de LPS quando comparada a dieta de EPS em
ambas as populacdes. Ja em HPS, o nivel foi menor em POA ao compararmos as populagdes. Segundo
Tomalsky et al., (2001) o glicogénio serve como reserva de glicose, a qual é utilizada em diferentes
pontos do ciclo de vida de em insetos holometabolos. Desse modo, o glicogénio apresenta papel
importante na metamorfose em Drosophila, assim como na resisténcia a dessecagdo, pois também é
reserva de agua em suas ligacGes (GRAVES et al., 1992; DJAWDAN et al., 1998; ROACH et al.,
2012; GALIKOVA et al., 2015; FERNANDEZ-ELIAS et al., 2015; MATSUDA et al., 2015;
YAMADA et al.,2018, 2019). Quando em excesso, esse metabdlito pode ser convertido em
triglicerideo, o que poderia explicar o baixo valor encontrado na dieta de LPS nas duas populacdes,
e em HPS na populacdo de POA. Aqui, podemos inferir que o aumento de glicogénio em CAJ pode

estar ligado com as condi¢Ges ambientais caracteristicas dessa populagao.

Dietas ricas em proteinas podem elevar ao maximo a fecundidade em insetos (LIHOREAU et
al., 2016; MALOD et al., 2017) e apressar o desenvolvimento (DUSSUTOUR; SIMPSON 2012;
REIS et al. 2016). Segundo Yurkevych et al., (2020) as dietas com altas proporc¢des de proteinas

encurtam a vida da espécie Drosophila melanogaster, e esses individuos apresentam adaptagdo
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fisiologica a dieta com maior concentragdo de proteinas, com a diminui¢do no consumo de alimentos,
e uma conversao dos aminoacidos para compensar a falta de carboidratos e 0 acimulo de metabdlitos.
Em relacdo as proteinas sollveis totais em nossos resultados, foi possivel verificar um aumento da
quantidade do metabdlito na dieta de LPS, ao compararmos as dietas. Entretanto, verificamos que a
populacéo de POA apresentou diminuig&o, e por sua vez, ocorreu um aumento em CAJ, indicando
que a populacdo do Sudeste pode estar mais adaptada a recursos alimentares naturais mais proteicos.

Com relacao as populacdes associadas a vegetacdo xerofitica, os machos de ambas (SER e
SAN) apresentaram menor viabilidade, para todas as dietas analisadas. Matzkin et al. (2011),
observaram que a espécie D. melanogaster apresentou maior viabilidade de fémeas, com uma taxa
de sobrevivéncia entre 80 a 96%, sem relacdo com as dietas testadas. Aqui, também observamos que
a diminuicdo na viabilidade dos machos néo parece ser um efeito dietético ou populacional (Figura 5

- Material Complementar).

Segundo Reis (2016), em dietas ricas em proteina e ricas em carboidratos, o tempo de
desenvolvimento mais rapido indica que a dieta possui grande quantidade de recursos disponiveis
para o crescimento dos individuos. Por outro lado, desenvolvimento mais lento seria um reflexo da
escassez desses recursos. Para D. mercatorum, o tempo de desenvolvimento dos individuos
apresentou aumento na dieta de EPS em relacdo as outras dietas. A dieta de EPS apresenta
quantidades intermediarias de proteinas e carboidratos em sua composicdo entre as trés dietas
analisadas. Matzkin et al., (2011) relataram que a espécie Drosophila mojavensis, espécie cactolila
do grupo repleta, foi extremamente afetada por dietas que apresentaram maior quantidade de agucar,
como a dieta de LPS e EPS, resultando em nenhuma emergéncia de adultos em LPS, e pouquissima
em EPS, o que indicou que altas quantidade de acUcar sdo toxicas para essa espécie. Parece haver
uma relacédo entre os resultados para a dieta de EPS, entretanto observamos que em SER a interacédo
com a dieta de LPS diminuiu o tempo de desenvolvimento, o que ndo corrobora com o que foi visto
por Matzkin et al., 2011.

A quantidade de triglicerideos aumentou na dieta de LPS, porém apresentando diminuicao
deste metabdlito em SER. Esse aumento na quantidade em LPS na populacdo da regido Sul, e
diminuicgdo para a da regido Sudeste, também foi verificado para as popula¢fes que ndo apresentam
associacao a vegetacdo xerofitica. Assim, novamente podemos inferir a ligacdo desse metabdlito com

a temperatura a qual a espécie estava naturalmente adaptada.
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Para o contetdo de glicogénio observamos que as dietas de HPS e LPS apresentaram aumento
desse metabolito, o qual foi maior em LPS. Esse resultado foi o contrério do que analisamos para as
populacdes ndo associadas a vegetacdo xerofitica. Entretanto, a populacao de SER apresentou menor
valor de glicogénio para a dieta de HPS, indicando um efeito dietético, pois a dieta de HPS apresenta

menor concentracdo de carboidrato, resultando na diminuicdo detectada.

Ao compararmos as dietas, observamos que a dieta de LPS resultou em um aumento das
proteinas sollveis totais em comparacdo com EPS e HPS, tendo esta Gltima sido a menor entre as trés
dietas. A maior quantidade de proteina resultante da dieta de LPS pode ter relacdo com o glicogénio
ser a principal fonte de energia utilizada pelas moscas, e em excesso ser transformado em
triglicerideos, como citado anteriormente, ja que observamos que os valores de triglicerideos também
apresentaram aumento na dieta de LPS. A populacéo de SER apresentou maior quantidade de proteina
em comparacdo com a populacdo de SAN e maior quantidade do metabdlito foi registrado para a
dieta mais proteica (HPS), sugerindo que a populagéo de SER esteja mais adaptada a recursos naturais
mais proteicos, diferenciando as duas populacGes e corroborando com os resultados de CAJ, também

da regido sudeste.

Em um estudo feito anteriormente utilizando a dieta banana:agar (Capitulo 1 desta dissertacédo
- artigo submetido e em revisdo por pares) foi observado que as populagdes do sudeste de D.
mercatorum apresentaram valores significativamente menores que as populacgdes da regido sul, para
todos os parametros analisados, com excecdo da viabilidade. Resultados preliminares (Figura 5, 6, 7
e 8 - Material Complementar) indicaram uma possivel ocorréncia de variacdo populacional entre as
regides Sul e Sudeste, que pode ser confirmada ao realizarmos as analises estatisticas no presente

capitulo.

A plasticidade fenotipica pode solucionar desafios causados pela heterogeneidade ambiental
em diferentes cenarios (DEBAT; DAVID, 2001; FUCSO; MINELLI, 2010). Fanara e Werenkraut
(2016), ao analisarem o efeito das condicdes de densidade, tipo de competicao e hospedeiro em duas
espécies cactofilas, D. buzzatii e D. koepferae, sobre caracteristicas do tamanho do corpo dos
individuos, observaram que todas as caracteristicas apresentaram variacao significativa, para cada um
dos fatores em ambas as espécies. Observaram que cada caracteristica foi diferente dentro e entre as
espécies, dependendo do fator ambiental analisado, indicando que as caracteristicas do corpo

respondem a heterogeneidade ambiental, sendo uma resposta a plasticidade.
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A diferenca encontrada por nos parece ser resultado da acdo da plasticidade fenotipica
moldada pela variagdo ambiental e climética vivenciada pelas popula¢es em ambiente natural, uma
vez que aquelas mais proximas geograficamente apresentaram pouca variacdo entre si. A variacdo
ambiental é resultado de mudancas na temperatura, umidade, fotoperiodo, e disponibilidade de
alimento (REGAN; 2020). A temperatura, unida a variacdo ambiental, tornaram-se o fator estressante
que contribuiu para a diferenga encontrada entre essas populacfes, por meio da plasticidade

fenotipica.

4.2.7 CONCLUSAO:

Nossos resultados indicam diferenca entre os caracteres avaliados entre as populacdes da
espécie Neotropical Drosophila mercatorum, que compartilham o mesmo tipo de vegetacéo,
provenientes de regiGes geogréaficas distintas, podem ser reflexo dos ambientes aos quais as
populagdes estdo adaptadas, em conjunto com os fatores estressantes das dietas testadas sobre cada
populacédo, além da diversidade genética intrapopulacional. Nossos resultados estdo em consonancia
com outros trabalhos que sugerem que a influéncia da variacdo da latitude na diversificacao
populacional como fator estressante e ressaltamos a importancia de compreender o efeito das pressdes

climaticas em caracteres metabdlicos e morfoldgicos em populacGes naturais.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Populacdes ndo xerofiticas

Tabela 3 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
Viabilidade Larva-adulto (VLA) nas popula¢des ndo associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (POA)
e Sudeste (CAJ). R, =0,106; F = 3,212; GL = 106 ***p<0,001.

Estimate Std. Error tvalue | Pr(>|t))
(Intercept) -0.359140 0.227718 | -1.577 0.1177
SexM 0.213344 0.174504 | 1.223 0.2242
DietHPS -0.077497 0.308964 | -0.251 0.8024
DietLPS 0.002161 0.296336 | 0.007 0.9942
LineagePOA 0.725654 0.300076 | 2.418 0.0173 *
DietHPS:LineagePOA 0.185626 0.433735 | 0.428 0.6695
DietLPS:LineagePOA -0.614862 0.419033 | -1.467 0.1452

Tabela 4 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de Tempo
de desenvolvimento Larva-adulto (TLA) nas popula¢des ndo associadas a vegetacdo xerofitica do Sul
(POA) e Sudeste (CAJ). R2 =0,7163; F = 48,12; GL = 106. ***p<0,001.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) -0.90511 0.13123 | -6.897 3.99°10 faleie
SexM 0.06988 0.10057 | 0.695 | 0.488627
DietHPS -0.08664 0.17805 | -0.487 | 0.627546
DietLPS 0.63989 0.17078 | 3.747 | 0.000292 falaied
LineagePOA 125.789 0.17293 | 7.274 6.301 faleie
DietHPS:LineagePOA -0.09301 0.24996 | -0.372 | 0.710561
DietLPS:LineagePOA 0.50814 0.24149 | 2.104 | 0.037723 ] *

Tabela 5 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
triglicerideos nas popula¢des ndo associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (POA) e Sudeste (CAJ).
R2=0,7348; F =52,71; GL = 106. ***p<0,001.

Estimate Std. | Error tvalue | Pr(>Jt)
(Intercept) -0.84414 0.12631 | -6.683 1127 *xx
SexM 0.18784 0.09679 1.941 0.0550
DietHPS 0.12314 0.17137 0.719 0.4740
DietLPS -0.23649 0.16437 | -1.439 0.1532
LineagePOA 108.491 0.16644 6.518 2.47 falaied
DietHPS:LineagePOA 0.61285 0.24058 2.547 0.0123 *
DietLPS:LineagePOA 0.95575 0.23242 4.112 7.76°%° falalel
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Tabela 6 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
Glicogénio nas populagdes ndo associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (POA) e Sudeste (CAJ). R
=0,1822; F =5,158; GL = 106. ***p<0,001.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)

(Intercept) 0.25133 0.22265 1.129 0.26153

SexM -0.09126 0.17062 -0.535 0.59387

DietHPS -0.10212 0.30209 -0.338 0.73601
DietLPS -0.81538 0.28975 -2.814 0.00583 *k

LineagePOA 0.51929 0.29340 1.770 0.07962
DietHPS:LineagePOA -120.526 0.42409 -2.842 0.00538 *k

DietLPS:LineagePOA 0.24058 0.40972 0.587 0.55833

Tabela 7 Pardmetros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de Proteina
nas populac6es ndo associadas a vegetacao xerofitica do Sul (POA) e Sudeste (CAJ). R, =0,4233; F
=14,7; GL = 106. ***p<0,001.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)

(Intercept) -0.59081 0.18578 | -3.180 | 0.00193 *x
SexM -0.14739 0.14236 | -1.035 | 0.30288
DietHPS 0.18236 0.25206 0.723 0.47098

DietLPS 190.400 0.24176 7.876 3.12°12 falaied

LineagePOA 0.82578 0.24481 3.373 0.00104 *x

DietHPS:LineagePOA 0.01467 0.35385 0.041 0.96700
DietLPS:LineagePOA -252.467 0.34185 -7.385 3.63H falekal
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Populacdes associadas a vegetacdo xerofitica

Tabela 8 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
Viabilidade Larva-adulto (VLA) nas populacdes associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (SAN) e
Sudeste (SER). R2 =0.04733; F = 1,96; GL = 110. ***p<0,001

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) -0.07532 0.23541 -0.320 0.7496
SexM -0.40703 0.17992 -2.262 0.0256

DietHPS 0.15992 0.30765 0.520 0.6042
DietLPS 0.05403 0.31170 0.173 0.8627
LineageSER 0.44286 0.30765 1.440 0.1528
DietHPS:LineageSER 0.06151 0.43508 0.141 0.8878
DietLPS:LineageSER -0.15518 0.44392 -0.350 0.7273

Tabela 9 Parametros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de Tempo
de desenvolvimento Larva-adulto (TLA) nas populagdes associadas a vegetacdo xerofitica do Sul
(SAN) e Sudeste (SER). R2 = 0,7858; F = 71,93; GL = 110. ***p<0,001

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) 0.26801 0.11161 2.401 0.018013 *
SexM 0.02446 0.08531 0.287 | 0.774832
DietHPS 0.07951 0.14586 0.545 | 0.586778
DietLPS 132.969 0.14779 8.997 7710 falaiel
LineageSER -119.596 0.14586 -8.199 4.92°1 ol
DietHPS:LineageSER -0.15214 0.20628 -0.738 | 0.462366
DietLPS:LineageSER -0.75852 0.21047 -3.604 0.000472 | ***

Tabela 10 Pardmetros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
triglicerideos nas populacGes associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (SAN) e Sudeste (SER). Rz =
0,7522; F =59,69; GL = 110. ***p<0,001

Estimate Std. Error t value Pr(>|t))
(Intercept) 0.59971 0.12099 4.957 2.62e-06 falaied
SexM 0.14362 0.09247 1.553 0.1233
DietHPS 0.25699 0.15811 1.625 0.1069
DietLPS 0.34107 0.16020 2.129 0.0355 *
LineageSER -147.175 0.15811 -9.308 1.51e-15 kel
DietHPS:LineageSER -0.24385 0.22361 -1.091 0.2779
DietLPS:LineageSER -0.54512 0.22815 -2.389 0.0186 *
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Tabela 11 Pardmetros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
Glicogénio nas populacfes associadas a vegetacao xerofitica do Sul (SAN) e Sudeste (SER). Rz =
0,4843; F =19,15; GL = 110. ***p<0,001

Estimate Std. Error t value Preclt) |
(Intercept) -0.03279 0.17474 -0.188 | 0.851477
SexM -0.15496 0.13355 -1.160 | 0.248453
DietHPS 0.84033 0.22836 3.680 0.000363 falolel
DietLPS 127.047 0.23137 5.491 2.6e-07 el
LineageSER -0.67418 0.22836 -2.952 0.003856 **
DietHPS:LineageSER -0.75921 0.32295 -2.351 0.020510 *
DietLPS:LineageSER -0.63586 0.32951 -1.930 0.056217

Tabela 12 Pardmetros e valores estimados utilizando o Modelo Linear Misto para os dados de
Proteina nas populacdes associadas a vegetacdo xerofitica do Sul (SAN) e Sudeste (SER). Rz =
0.6896; F = 43.95; GL = 110. ***p<0,001

Estimate Std. Error t value Pr(>t|)
(Intercept) -0.28489 0.13516 -2.108 0.0373 *
SexM -0.08712 0.10330 -0.843 0.4009
DietHPS -0.88738 0.17664 -5.024 1.97e-06 el
DietLPS 0.17042 0.17897 0.952 0.3431
LineageSER 152.027 0.17664 8.607 5.95e-14 el
DietHPS:LineageSER 0.63729 0.24980 2.551 0.0121 *
DietLPS:LineageSER -181.761 0.25488 -7.131 1.11e-10 folaied




77

Figura 5 Boxplot (medianas, quartis e valores minimos e méaximos) das viabilidades (%) larva-pupa
(VLP) e larva-adulto (VLA) das populac6es de Porto Alegre/RS (POA), Santiago/RS (SAN),
Cajuru/SP (CAJ) e Serrana/SP (SER) de Drosophila mercatorum, submetidas as trés dietas HPS,
EPS e LPS.
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Figura 6 Boxplot (medianas, quartis e valores minimos e maximos) dos tempos de desenvolvimento
(em horas) larva-pupa (TLP) e larva-adulto (TLA) das populac@es de Porto Alegre/RS (POA),

Santiago/RS (SAN), Cajuru/SP (CAJ) e Serrana/SP (SER) de Drosophila mercatorum., submetidas

as dietas HPS, EPS e LPS.
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Figura 7 Boxplot (medianas, quartis e valores minimos ¢ maximos) do peso seco (ug) de machos e
fémeas das populacGes Porto Alegre/RS (POA), Santiago/RS (SAN), Cajuru/SP (CAJ) e Serrana/SP

(SER) de Drosophila mercatorum nas trés dietas, HPS, EPS e LPS.
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Figura 8 Boxplot (medianas, quartis e valores minimos e méximos) das concentragbes de

triglicerideos, glicogénio e proteinas totais, por peso seco (ug/pg), de machos e fémeas de populacdes
(POA, SAN, CAJ e SER) de Drosophila mercatorum.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram avaliados os caracteres de historia de vida e metabolicos na espécie
Drosophila mercatourm, submetida a quatro diferentes tipos de dieta, para investigar as bases
ecoldgicas e genéticas da variabilidade na utilizacao de diferentes recursos alimentares. Foi observada
a ocorréncia de uma diversificagdo entre as linhagens coletadas na regido Sul comparadas com as da
regido Sudeste, tanto na dieta padrdo de banana (banana:agar), quanto nas dietas que diferiram na
concentracdo Proteina:Carboidrato.

Desta forma, pretendeu-se entender e responder quais fatores poderiam ser 0s responsaveis
por essas diferencas, e foi concluido que as diferencas podem estar relacionadas com o ambiente
natural que esses individuos estdo adaptados, por meio da plasticidade fenotipica. As localidades da
regido Sul tendem a apresentar menor temperatura e menores periodos de seca em relacédo as da regido
Sudeste. Para a dieta padrdo de banana, observamos que as populacdes do Sudeste de Drosophila
mercatorum apresentaram valores significativamente menores que as populagdes da regido Sul para
todos os parametros analisados, com excecdo da viabilidade. O mesmo padréo regional foi observado
para dietas de diferentes quantidades de proteina:carboidrato, o que sugere a influéncia da variacao
da latitude na diversificacdo populacional como fator estressante nesta espécie.

Assim, este trabalho foi importante e colaborou com o estudo da biologia das espécies do
género Drosophila na regido Neotropical, e ressaltou a importancia de compreender o efeito das
pressOes climaticas em caracteres metabolicos e morfoldgicos em populagfes naturais.
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