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| - Introducéo

As moscas-das-frutas compdem uma familia (Tephritidae) com mais de
4000 espécies descritas e que ocorrem em todos os continentes do planeta, exceto
a Antartica. Como caracteristica comum essas espécies tém o habito de colocar
seus ovos diretamente no interior de tecidos vegetais vivos, sendo que as moscas-
das-frutas utilizam frutos para esse propdésito. Neste caso, suas larvas eclodem no
interior dos frutos e ali se desenvolvem, se alimentando dos tecidos vegetais
vivos. Isso danifica os frutos, causando seu apodrecimento precoce, além de
permitir a entrada de diversos patdgenos através dos orificios por onde os ovos
foram depositados (Machota et al., 2016). Como alguns de seus hospedeiros séo
especies cultivadas, algumas moscas-das-frutas sdo consideradas pragas da
fruticultura mundial. Dentre as espécies de maior importancia econémica na
regido Neotropical destacam-se as espécies do complexo Anastrepha fraterculus.
Trata-se de um conjunto de espécies cripticas (Selivon, 1996; Selivon &
Perondini, 1998; Selivon et al., 1999, 2004, 2005), sendo que no Brasil ocorrem
pelo menos trés espécies distintas: A. sp.1 affinis fraterculus, A. sp.2 aff.
fraterculus e A. sp.3 aff. fraterculus. Analises morfolégicas e moleculares
revelam que existem pelo menos 8 espécies distintas na regido Neotropical
(Hernandez-Ortiz et al., 2004, 2012, 2015; Prezotto, 2008; Sutton et al., 2015).

Como sdo pragas de importéncia econdémica e devido ao postulado de
especiacdo recente desse grupo (Rezende et al., 2016; Diaz et al., 2018), as
espécies de Anastrepha despertam grande interesse na comunidade cientifica
internacional, tanto de uma perspectiva aplicada quanto por diversos aspectos de
sua biologia basica e de sua evolucdo. Muitos dos estudos recentes tém se
concentrado na compreensdo dos mecanismos pelos quais se deu a evolucao deste

género e na caracterizacdo das espécies do complexo fraterculus (Rull et al.,



2012, 2013; Brizovéa et al., 2013; Lopes et al., 2013; Orofio et al., 2013; Abraham
et al., 2014; Devescovi et al., 2014). Dentre os aspectos estudados um que
desperta grande interesse tanto do ponto de vista ontogenético quanto evolutivo
se refere a determinacdo sexual desses insetos (Ruiz et al., 2005, 2007a, 2007b;
Sarno et al., 2010).

O termo determinacdo sexual se refere a regulacdo e a evolucdo do
desenvolvimento de caracteristicas sexuais, que resultam em dimorfismos sexuais
que desempenham importante papel na biologia e na evolugdo dos animais. Os
sistemas de determinacdo sexual usam diferentes genes e mecanismos
reguladores para estabilizar o desenvolvimento dos fenotipos masculinos e
feminino nas diferentes espécies (Gempe & Beye, 2011). Em insetos, essa
determinacéo esta relacionada a expressédo diferencial de uma cascata de genes
que é relativamente conservada, sendo que genes ortélogos podem ser
identificados em diferentes grupos de insetos com fungdes mais ou menos
semelhantes (Verhlust et al., 2010; Gempe & Beye, 2011).

O funcionamento dessa cascata em Anastrepha é conhecido (Fig. 1): o
gene transformer (tra) fornece o dispositivo de memoria da determinacéo sexual
através de sua funcdo auto-regulatoria (Ruiz et al., 2007b). Nas fémeas (XX),
supdem-se que a proteina Tra materna atue nos embrides regulando o splicing
sexo-especifico do gene tra durante os primeiros estagios do desenvolvimento
embrionario, enquanto sua funcdo auto-regulatéria ainda nédo esta estabelecida
(Ruiz et al., 2007b). Dessa forma, as fémeas traduzem uma proteina Tra
funcional. O cromossomo Y do tefritideo Ceratitis capitata carrega um fator
masculinizante (fator M) que determina o desenvolvimento do sexo masculino
por reprimir direta ou indiretamente a funcdo embrionaria do gene tra (Willhofet
& Franz, 1996; Pane et al., 2002). A natureza molecular do fator M de C. capitata
e de quatro espécies de Bactrocera foi identificada e o gene denominado
Maleness-on-the-Y (MoY) (Mecariello et al., 2019). Imagina-se que esse fator

também exista e atue de modo semelhante em outros géneros de tefritideo



frugivoros (Sanchez, 2008). Desse modo, nos machos a proteina Tra materna ndo
atua, o que leva a producéo de um transcrito de RNAm com um cédon de término
da traducéo precoce, resultando na producdo de proteina Tra ndo funcional (Ruiz
et al., 2007b).

Como em outros insetos, o produto do gene tra e o produto do gene
transformer-2 (tra-2) sdo responsaveis por controlar o splicing sexo-especifico
do produto do gene doublesex (dsx) (Hedley & Maniatis, 1991; Hertel et al., 1996;
Ryner & Baker, 1991; Tian & Maniatis, 1993; Ruiz et al., 2007a; Sarno et al.,
2010) que da origem a duas proteinas distintas nos diferentes sexos, DsxM e Dsx*
(Ruiz et al., 2005, 2007a). Essas proteinas séo fatores de transcri¢do que regulam
a expressdo dos genes de citodiferenciacdo sexual (Burtis & Baker, 1989;
Hoshijima et al., 1991). E a express&o desses genes que faz com que um embrido

apresente o desenvolvimento dos fendtipos masculino ou feminino.

Hipotese de determinacdo sexual em Tephritidae*
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Figura 1 - Hipdtese atual do funcionamento da cascata genética de determinagéo sexual em

Tephritidae (Diptera). * modificado de Sarno e col. (2010)



Atraves de estudos recentes que usaram da técnica de RNAI passou-se a
conhecer uma série de efeitos dos genes tra e tra-2 nas moscas-das-frutas em uma
perspectiva experimental. Dentre os efeitos relatados se destaca a transformagao
de fémeas genotipicas em pseudomachos (XX) estéreis a partir da injecdo de
dsRNA de tra e/ou tra-2 em embrides (Sarno et al., 2010; Schetelig et al., 2012)
ou nos parentais de Anastrepha (Vicari et al., 2021) e em Bactrocera dorsalis
(Liu et al., 2015). Nesses casos, na auséncia das proteinas Tra e/ou Tra-2
funcionais nas fémeas, ocorre uma alteracdo do padréo de splicing dos genes tra
e dsx, que passam a ser processados com o padrdo tipico de machos. Por isso,
individuos que sdo fémeas genotipicas (XX) acabam por desenvolver o fenotipo
masculino, os chamados pseudomachos — individuos com fenétipo masculino,
mas que possuem 0Ss cromossomos sexuais femininos (XX). Com isso ocorre 0
desenvolvimento de um maior nimero relativo de machos, que pode chegar a
valores préximos de 100% (Schetelig et al., 2012).

Outras alteracdes em diversas caracteristicas reprodutivas também foram
relatadas nestes estudos. Machos F1 de fémeas tratadas com dsRNA de tra e/ou
tra-2 apresentaram reducédo na fertilidade (Schetelig et al., 2012; Vicari et al.,
2021) e alterag6es no desenvolvimento dos testiculos (Schetelig et al. 2012; Liu
et al., 2015; Vicari et al., 2021). Fémeas adultas do tefritideo Bactrocera dorsalis
tratadas com dsRNA de tra apresentaram reducéo significativa na fecundidade
(Peng et al., 2015). Entretanto, nenhum desses estudos investigou de forma
sistematica e detalhada essas outras alteracfes que vao além da determinacdo
primaria do sexo. A determinacdo do fenotipo sexual ocorre nos primeiros
estagios do desenvolvimento embrionario dos tefritideos (Morrow et al., 2014).
Apesar disso, 0s genes tra, tra-2 e dsx SA0 expressos em outros estagios
ontogeneticos de Anastrepha (Ruiz et al., 2005, 2007a, 2007b; Sarno et al., 2010)
e € possivel que estejam relacionados a estes outros aspectos reprodutivos

relatados nas imagos.



Além disso, sabe-se que a inibicdo da expressdo da proteina Dsx" esta
relacionada ao menor desenvolvimento dos ovarios e na diminuicdo da
fecundidade de fémeas adultas de B. dorsalis (Chen et al., 2008) e do lepiddptero
Corcyra caphalonica (Passra et al., 2014). Também sdo conhecidas alteracGes
relacionadas ao comportamento sexual em outros insetos, como em Drosophila:
fémeas mutantes para o tra ndo sO apresentam os tecidos desenvolvidos com
caracteristicas masculinas como apresentam comportamento tipico de machos; ja
mutantes para dsx ndo apresentam tais alteragdes (McRobert & Tompkins, 1985).
Machos ectopicamente expressando Dsx" sdo cortejados por machos normais, 0
que indica que este pode estar associado a producao de feromonios (Waterburry
et al., 1999). O padrdo de expressdo de dsx no sistema nervoso de adultos é
diferente nos sexos, e essa alteracdo deve se relacionar com as diferencas no
comportamento reprodutivo desses animais (Rideout et al., 2010).

Estes outros efeitos relacionados ao silenciamento dos genes de
determinacdo sexual podem ser considerados efeitos pleiotrépicos. Todos o0s
genes apresentam certo grau de pleiotropia, geralmente relacionados a uma
organizacdo modular, mas a maioria dos genes apresenta efeitos fenotipicos
limitados (Stearns, 2010). O estudo dos efeitos pleiotropicos dos genes pode
prover importantes evidéncias sobre como se deu a evolugéo destes. Isso porque,
de acordo com os modelos propostos, quanto maior o grau de pleiotropia mais
estaveis sdo 0s genes ao longo do tempo, devido ao maior grau de selecdo
purificadora atuando sobre eles; genes com uma Unica funcdo teriam maior
propensdo a acumular mutacdes que genes com varias funcbes (Marin & Baker,
1998). Isso porque uma mutacdo deletéria em um gene com alto grau de
pleiotropia afetaria varias caracteristicas, 0 que imporia um maior custo
adaptativo. Desse modo, a pleiotropia exerceria resisténcia a mudanca evolutiva
(Marin & Baker, 1998; Stearns, 2010). Por serem genes reguladores que atuam
sobre uma série de caracteristicas relacionadas ao fendtipo sexual, seria esperado

que os genes de determinacdo sexual de insetos fossem bastante conservados.



Porém estudos apontam que, ao menos em Diptera, as cascatas de determinacgéo
sexual evoluem muito rapidamente, em compara¢cdo com outras vias regulatorias
(Schitt & Nothiger, 2000).

A evolucdo da cascata de determinacdo sexual em insetos envolveu a
aquisicdo de genes reguladores que foram sendo adicionados ao topo da cascata,
que tem seus elementos da base como os mais antigos, traduzida como hipotese
base-topo (Wilkins, 1995; Pomiankoswki et al., 2004; Verhulst et al., 2010; Eirin-
Lopez & Sanchez, 2015; Meisel, 2020; Adolfi et al., 2021). Um exemplo disso é
0 caso do gene Sex-lethal (SxI). Esse gene foi cooptado através de selecdo positiva
para a funcdo de determinacdo sexual em Drosophilidae, sendo que em outros
insetos desempenha outras funcdes (Verhulst et al. 2010; Eirin-Lopez & Sanchez,
2015). O Sxl passou a ser o regulador do topo da cascata, regulando o padrédo de
splicing do tra (Eirin-Lopez & Sanchez, 2015). Sob esse modelo, é esperado que
genes do topo da cascata apresentem maior variagdo entre os grupos de insetos,
pois a manutencdo de novas mutacdes seria favorecida por selecédo positiva. Por
outro lado, os genes da base se manteriam conservados ao longo do tempo, devido
a selecdo purificadora que atua mantendo a determinacéo dos fendtipos sexuais
(Verhulst et al., 2010).

Assim, na cascata de determinacédo sexual de insetos, 0s genes do topo
seriam mais passiveis de mudancas ao longo do tempo, por terem uma unica
funcdo (regular o gene logo abaixo deles), do que os genes da base, que controlam
diretamente a expressdo de outros genes, pois estes ultimos teriam mdaltiplos
efeitos (Marin & Baker, 1998). Entretanto, uma outra interpretacdo € possivel, a
chamada hipotese de restricbes no desenvolvimento. Segundo essa hipdtese,
mutacdes nos genes envolvidos em aspectos mais iniciais do desenvolvimento
(isto é, os do topo da cascata) teriam um custo adaptativo maior, pois mutacoes
que ocorram neles afetariam a expressao dos genes que eles regulam. Nesse caso

0s genes do topo estariam sujeitos a niveis maiores de selecdo purificadora,



enguanto os genes da base acomodariam melhor essas mudancas e, portanto,
mudariam mais ao longo do tempo (Artieri et al., 2009).

Como forma de elucidar quais destas interpretacGes estaria correta foi
feita uma andlise in silico a partir das sequéncias dos RNAmM desses genes
disponiveis em bancos de dados (Eirin-Lopez & Sanchez, 2015). Nesta analise,
foram consideradas 144 sequéncias de proteinas produzidas a partir dos genes Sxl,
tra, tra-2 e dsx, de 59 espécies diferentes, pertencentes a 6 ordens de insetos,
incluindo 10 espécies de Anastrepha. Neste estudo verificou-se que, de forma
geral, os genes da determinacdo do sexo evoluiram a taxas constantes, que sao
maiores que de outros genes analisados. 1sso esta de acordo com a ideia prévia de
que os genes de determinacdo sexual evoluem de forma rapida nesses animais
(Schitt & No6thiger, 2000). Nesta analise (Eirin-Lopez & Sanchez, 2015) conclui-
se gque 0s genes da base dessa cascata sdo mais diversos gque 0s topo. 1sso estaria
de acordo com a segunda interpretacao da evolucgéo desta via, na qual os genes da
base apresentariam maior variacdo (Artieri et al., 2009; Morrow et al., 2014).
Entretanto, ainda segundo a analise, 0 gene tra, que corresponde ao topo da
cascata na grande maioria das espécies analisadas, foi 0 que evoluiu mais rapido
(Eirin-Lopex & Séanchez, 2015). E possivel que o gene tra tenha suas regies
reguladoras, os dominios SR (ricos em serina-arginina, relacionados a interacoes
proteina-proteina) conservadas, enquanto outras regides evoluem de forma rapida
(Eirin-Lopez & Sanchez, 2015) ou que eles apresentem maior varia¢do ao longo
da evolucéo por serem menos pleiotropicos (Marin & Baker, 1998).

Ou seja, esses resultados contraditérios da analise in silico (Eirin-Lopez
& Sanchez, 2015) representam uma inconsisténcia quanto a interpretacdo da
evolucdo dessa via, pois ndo é possivel determinar qual dos aspectos €
preponderante na evolucgéo desta cascata: a selecdo conservando os genes base —
no caso o dsx, por atuar na regulacdo direta de varios outros genes-, a selecao
conservando 0s genes do topo — no caso o tra, pois mudancas neste afetariam toda

a cascata- ou ambos, uma vez que a ocorréncia destes fendmenos ndo seria
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excludente. Entretanto, ndo ha trabalhos que fomentem nenhuma dessas
interpretacdes de uma perspectiva experimental, sendo que uma estimativa dos
efeitos pleiotrépicos dos genes que constituem essa cascata poderia contribuir
para testar se de fato esses fen6menos atuaram ao longo da evolucao desses genes
(Lucas Sanchez e Mattew Rockman, comunicacdo pessoal).

Nessa perspectiva, as moscas do género Anastrepha sdo um promissor
caso a ser investigado, uma vez que Sao um grupo de espécies que constitui grande
parte das andlises in silico feitas até 0 momento (Eirin-Lépez & Sanchez, 2015).
Além disso, séo conhecidas uma série de alteracfes relacionadas a expressdo dos
genes tra, tra-2 e dsx em tefritideos, como alteracbes morfoldgicas (Chen et al.,
2008, Schetelig et al., 2012; Liu et al., 2015), alteragdes na fecundidade e na
fertilidade (Schetelig et al., 2012; Peng et al., 2015; Vicari et al., 2021) além de
possiveis alteracbes comportamentais (Teixeira, 2017). Estas alteracOes
compreendem caracteres que podem ser mensurados e comparados, de forma a
testar se ha variacdo nos graus das alteracdes fenotipicas relacionadas a expresséo
desses genes e, caso existam, se estes podem estar relacionados a evolucéo dessa
cascata (Marin & Baker, 1998; Erin-LOopez & Sanchez, 2015). Assim, o
conhecimento dos efeitos pleiotropicos dos genes da cascata de determinacéo
sexual em insetos poderiam ndo sé contribuir para o conhecimento mais profundo
das funcdes destes, sobretudo as fungbes que desempenham em outros estagios
do ciclo de vida desses insetos, mas também poderiam fornecer importantes
evidéncias sobre como se deu a histdria evolutiva dessa cascata génica.

Nesse estudo, buscou-se fazer uma analise dos efeitos pleiotropicos em
aspectos reprodutivos dos genes de determinacao sexual (tra, tra-2 e dsx) em uma
espéecie de Anastrepha, a fim de determinar qual das hipéteses para evolucédo dos
genes da cascata de determinacdo possui mais evidéncia segundo essa abordagem.
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V1 — Conclusoes

Através deste estudo pode-se concluir que:

0 silenciamento génico de transformer causou reducdo da fecundidade e da
fertilidade de fémeas, reducdo no tamanho dos ovos, reducéo da ocorréncia do
comportamento de oviposicdo, e aumento da ocorréncia de comportamentos ndo
relacionados a reproducéo;

o silenciamento génico de transformer-2 causou reducdo do tamanho dos ovos e
no tamanho dos ovarios;

0 silenciamento génico de doublesex causou reducdo da fecundidade e da
fertilidade de fémeas, reducédo da proporcao de ecloséo e do tamanho dos ovos,
reducdo no tamanho dos ovarios, diminui¢cdo do comportamento de oviposicédo
com aumento da ocorréncia de descanso em fémeas e diminuicdo de
comportamentos sexuais em machos com aumento da ocorréncia de descanso;
existe relacdo entre o grau de pleiotropia dos genes transformer e doublesex e a
diversidade molecular desses genes (mensurada na literatura);

0 gene da base da cascata de determinacdo geneética (doublesex) apresentou maior
pleiotropia que o gene do topo (transformer), o que esta de acordo com o previsto
pela hipotese base-topo de evolugédo da cascata de determinacédo sexual, proposta
por Wilkins (1995);

O gene transformer-2 apresenta 0 menor grau de pleiotropia apesar de ser 0 gene
mais conservado; essa relacdo ainda precisa ser investigada;

As proteinas Tra e Tra2 materna sdo fundamentais para o desenvolvimento do
fendtipo feminino em etapas iniciais do desenvolvimento embrionario;

Os resultados indicam que alteracOes na expressao desses genes potencialmente

podem ser utilizadas em estratégias de controle populacional.
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Resumo

As moscas-das-frutas (Tephritidae) sdo pragas da fruticultura mundial cuja
biologia é amplamente estudada. Um aspecto fundamental é sua determinacéo
sexual. Esta se da atraves da expressdo sexo-especifica dos genes transformer,
transformer-2 e doublesex, que se organizam na forma de uma cascata de controle
genético. S&o conhecidos uma série de efeitos relacionados ao silenciamento
desses genes, como alteracdes do fendtipo sexual, no desenvolvimento das
gbnadas, reducdo da fecundidade e alteragcbes comportamentais. Entretanto
nenhum trabalho que compare os diferentes niveis dessa cascata de forma
experimental foi feito até 0 momento. Este estudo poderia prover evidéncias
sobre como se deu a diversificacdo dessa cascata ao longo da evolugdo. Existem
duas hipoteses principais: a primeira (a) propde que genes da base seriam mais
pleiotrépicos e por isso mais conservados; enquanto a outra (b) prop6e que os
genes do topo seriam mais conservados, pois mutacfes nesses genes teriam maior
custo adaptativo. Neste estudo pretendeu-se testar essas hipoteses apresentadas
comparando os efeitos do silenciamento dos genes transformer, transformer-2 e
doublesex em caracteristicas reprodutivas de Anastrepha sp.1 aff. fraterculus. Os
individuos foram tratados com dsRNA dos genes de determinacédo sexual e foram
testados quanto a: (a) fertilidade e fecundidade (fémeas), (b) tamanho dos ovos
produzido, (c) morfologia de gonadas (machos e fémeas) e (d) comportamento
reprodutivo (machos e fémeas), além de testar a possibilidade de efeito materno.
Os resultados indicam maior grau de pleiotropia no gene presente na base da
cascata de determinacdo sexual (doublesex), o que estaria de acordo com a
hipdtese base-topo. Além disso, os resultados indicam que alteragdes na
expressdo desses genes tém o potencial de serem utilizadas em estratégias de

controle populacional desse inseto-praga.
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Abstract

Fruit flies (Tephritidae) are worldwide fruticulture pests, and their biology is
widely studied. A key aspect is their sex determination. This occurs through the
sex-specific expression of the transformer, transformer-2 and doublesex genes,
which are organized in a genetic control cascade. Several effects related to the
silencing of these genes are known, such as changes in the sexual phenotype, on
the development of the gonads, reduction in fertility besides behavioral changes.
However, there is no study that compares the different levels of this cascade in an
experimental approach. This study could provide evidence on how this cascade
diversified throughout evolution. There are two main hypotheses: the first (a)
proposes that base genes would be more conserved due to greater level of
pleiotropy; while the other (b) proposes that the genes at the top would be more
conserved, since mutations would have a higher adaptive cost. This study aimed
to test these hypotheses presented by comparing the effects of silencing the
transformer, transformer-2 and doublesex genes on reproductive traits of
Anastrepha sp.1 aff. fraterculus. Individuals were treated with dsRNA from sex
determination genes and were tested for: (a) fertility and fecundity (females), (b)
size of eggs, (c) gonad morphology (males and females) and (d) reproductive
behavior (males and females), as well as testing the possibility of maternal effect.
The results indicate greater levels of pleiotropy in the gene present at the base of
the sex determination cascade (doublesex), which is in line with bottom-up
hypothesis. Furthermore, the results indicate that alterations in the expression of
these genes have the potential to be used in population control strategies for this

insect pest.
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