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RESUMO

Definir o tamanho da amostra de individuos de populag¢Ges naturais que possa representar
de maneira fidedigna a variabilidade genética é um importante fator para o estudo da
estrutura genética populacional. O baixo numero de individuos amostrados pode trazer
conclusdes erréneas, enquanto um nimero muito alto, além de ser muito laborioso, pode
ser um desafio a coleta para alguns grupos de animais, e também pode representar
desperdicio de recursos financeiros aplicados na andlise. Desta maneira, torna-se
relevante a determinacdo do tamanho amostral adequado que seja representativo da
variacdo natural, com o menor custo e esforco laboratorial possivel. O objetivo deste
trabalho foi determinar o tamanho amostral que representa a variabilidade genética de
locos de microssatélites para estudos populacionais de espécies de Drosophila da regido
Neotropical, com otimizagdo dos recursos e esforcos de coleta e laboratorial, o N ideal.
Foram utilizados 100 gendtipos de locos de microssatélites de individuos de populacdes
naturais para cada uma de quatro espécies de Drosophila: D. ornatifrons, D. antonietae,
pertencentes ao subgénero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti, do subgénero
Sophophora. Das matrizes originais, foram sorteadas 50 subamostras para 0s seguintes
tamanhos populacionais (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 e 95 individuos. Para
todas as 50 subamostras para cada N, foi avaliada a porcentagem da detec¢édo de todos 0s
alelos representativos (frequéncia > 5%) da amostra original, heterozigosidade média
esperada (He), e o indice de diferenciacdo genética (Fst) com a amostra original. O N
ideal para cada espécie foi estabelecido a partir da analise ndo paramétrica dos valores
n&o significativos de He e Fst pareados entre os diferentes tamanhos populacionais, e para
a deteccdo dos alelos representativos, foi considerada a presenca destes em ao menos 95%
das 50 subamostras para no minimo 70% dos locos de microssatélites. ApoOs a
determinagdo do N ideal, os alelos raros (frequéncia < 5%) da matriz original foram
substituidos por outros genotipos com alelos ndo raros (também provenientes de
populagdes naturais), e desta matriz sem alelos raros foram sorteadas 50 subamostras com
o N ideal. As composicOes genéticas das 50 subamostras do N ideal com os alelos raros
foi comparada com as do N ideal sem alelos raros, por meio do programa STRUCTURE.
De acordo com os parametros estabelecidos, os tamanhos amostrais para D. ornatifrons,
N = 25, para D. antonietae, N = 30, D. prosaltans e D. sturtevanti, N = 35, foram
considerados ideais para a andlise da estrutura genética. Ndo foi observado efeito
acentuado dos alelos raros na distribuicdo das proporcdes dos grupos genéticos dos
individuos, determinados pelo STRUCTURE, dentro das classes de agrupamento
propostas. As espécies do subgénero Drosophila provavelmente apresentaram menor N
ideal devido a menor diversidade genética, resultado da especificidade de suas dietas,
proteica no caso de D. ornatifrons e cactofila para D. antonietae. Por outro lado, o
generalismo das espécies do subgénero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti,
resulta em maior diversidade genética e, consequentemente, maior N ideal para analises
populacionais com locos de microssatélites. Os resultados deste trabalho também
mostraram que o mesmo N ideal pode ser empregado em caso de locos de microssatélites
transferidos entre espécies proximas filogeneticamente, como foi o caso dos locos
descritos para D. sturtevanti e transferidos para D. prosaltans.

Palavras-chave: D. ornatifrons, D. antonietae, D. prosaltans, D. sturtevanti, genética
de populagGes, marcador genético SSR.



ABSTRACT

The definition of the sample size of individuals from natural populations that can reliably
represent genetic variability is an important factor for the study of population genetic
structure. The low number of specimens sampled can lead to inaccurate conclusions,
while a very high number can be a challenge to collect some groups of animals, in addition
of being very laborious and could also represent a waste of financial resources. In this
way, to determine the appropriate sample size that is representative of the natural
variation, with the lowest possible cost and laboratory effort, becomes relevant. The
objective of this work was to determine the sample size that represents the genetic
variability of microsatellite loci for population studies of Drosophila species from the
Neotropical region, with optimization of resources and collection and laboratory efforts.
We used 100 individuals from natural populations genotyped for microsatellite loci for
each of four Drosophila species: D. ornatifrons, D. antonietae, belonging to the
Drosophila subgenus, and D. prosaltans and D. sturtevanti, of the Sophophora subgenus.
From the original matrices, 50 subsamples were randomly obtained for the following
population sizes (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 and 95 individuals. For all
50 replicates of each N, the percentage of detection of all non-rare alleles (frequency >
5%) from the original sample, expected mean heterozygosity (He), and the genetic
differentiation (Fst) to the original 100 individuals matrix were evaluated. original. The
ideal N for each species was established using a non-parametric analysis of the non-
significant values of He and Fst paired between the different population sizes, and for the
detection of the non-rare alleles, the presence of these in at least 95% of the 50 subsamples
in at least 70% of the loci was considered. After determining the ideal N, the rare alleles
(frequency < 5%) of the original matrix were replaced by other genotypes with non-rare
alleles (also from natural populations), and from this matrix without rare alleles, 50
subsamples with the ideal N were randomly selected. The genetic compositions of the 50
replicates of ideal N with rare alleles were compared with those of ideal N without rare
alleles, using the STRUCTURE software. According to the established parameters, the
sample sizes for D. ornatifrons, N = 25, D. antonietae, N = 30, D. prosaltans and D.
sturtevanti, N = 35, were considered ideal for the analysis of the genetic structure. The
presence of rare alleles produced inconspicuous differences in the distribution of the
genetic clusters of individuals, obtained in the STRUCTURE software, within the
grouping classes proposed. Species of the Drosophila subgenus probably presented lower
ideal N due to lower genetic diversity, as a result of the specificity of their diets, more
protein in the case of D. ornatifrons and cactophily for D. antonietae. On the other hand,
the generalism of the Sophophora subgenus species, D. prosaltans and D. sturtevanti,
results in greater genetic diversity and, consequently, greater ideal N for population
analyzes using microsatellite loci. The results of this work also showed that the same ideal
N can be used in case of microsatellite loci transferred between phylogenetically close
species, as was the case of the loci described for D. sturtevanti and transferred to D.
prosaltans.

Keywords: D. ornatifrons, D. antonietae, D. prosaltans, D. sturtevanti, Population
Genetics, SSR genetic marker.
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1. INTRODUCAO

O género Drosophila da familia Drosophilidae (Diptera) é altamente diverso, com
cerca de 2.000 espécies descritas e muitas ainda a serem identificadas, especialmente na
regido Neotropical. Algumas espécies deste género sdo muito utilizadas como modelo
bioldgico para diferentes areas das Ciéncias Bioldgicas hd mais de um século,
principalmente na Genética, por suas caracteristicas favoraveis a experimentagdo, como
répido ciclo de vida, alta fecundidade, facilidade de coleta, manuseio e manutencéo em
laboratdrio, entre outros. No entanto, o potencial destes organismos em estudos da
composicao da fauna, interacdes ecologicas, e da relacao da distribuicao da variabilidade
genética em seus ambientes naturais comecou a ser explorado a partir de meados do
século XX, e ha muito ainda a ser investigado nas espécies da regido Neotropical, onde
existe a maior diversidade de espécies.

Para um entendimento amplo sobre da distribuicdo da variacdo encontrada, é
necessario relacionar os dados genéticos com o contexto ecoldgico de cada espécie, e
compreender os padrdes e mecanismos evolutivos que concatenam a genética do
organismo, a estrutura populacional, e 0 ambiente no qual ele vive, tema da Genética de
Populacdes. Além disso, o conhecimento da variabilidade genética das populacbes
naturais € um importante aspecto para politicas de conservacdo da natureza, visto que a
adaptacdo para diferentes condi¢fes ambientais € possivel somente quando existe
variacdo, desse modo, 0s processos evolutivos dependem da variacdo pré-existente
surgida por mutacdo e mantida ao longo das geracbes pelos cruzamentos entre 0s
individuos de uma populagéo.

A variabilidade genética das populag¢Ges naturais pode ser avaliada por uma gama
de marcadores moleculares. Os marcadores neutros polimarficos sdo mais indicados, pois
se um loco esta ligado a uma regido gendmica a qual € alvo de selecdo natural, ele devera
mostrar um desvio em relacdo a neutralidade esperada. O marcador de DNA
microssatélite é hipervaridvel e, na maioria das vezes, neutro (por ser detectado
preferencialmente nas regides intergénicas), o que o torna adequado para aplicacéo nesses
estudos de Genética de Populacdes.

Delimitar o tamanho da amostra para estudos de Genética de Populac6es, de modo
que seja uma representacdo fiel da populacdo natural, mas ao mesmo tempo seja
exequivel em termos de esforgos laboratoriais e de recursos financeiros, é muito
importante, especialmente para algumas espécies animais que apresentam dificuldades

para coleta de especimes e/ou estdo ameacadas de extin¢do. O objetivo deste trabalho foi



determinar o tamanho amostral ideal para estudos populacionais da variabilidade de locos
de microssatélites de espécies de Drosophila, por meio de genétipos amostrados de
populagdes naturais, para, assim, poder contribuir com a otimizagdo dos recursos
empregados nestas analises para insetos da Ordem Diptera, ou ainda de organismos com
caracteristicas ecoldgicas e demograficas, e de distribuicdo geografica semelhantes a das

espécies utilizadas neste trabalho.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A caracterizacdo da variabilidade genética das populagdes naturais

Darwin ja destacava a importancia da variacdo na modificacdo das popula¢fes ao
longo do tempo, pois seu primeiro postulado para a alteracdo das populagdes por meio da
selecdo natural é a existéncia de variacdo individual, seguida de que essa variacdo seja,
ao menos parcialmente, transmitida para a prole, que alguns individuos apresentem maior
probabilidade de sobrevivéncia que outros, e, finalmente, que essa sobrevivéncia
diferencial ndo seja aleatéria (FREEMAN; HERRON, 2009; DARWIN, 1859, tradugéo
DUARTE; DUARTE, 2014).

Assim, desde a formulacédo da Sintese Moderna da Evolucdo entre os anos 30 e 40
do século XX, o estudo das mudancas genotipicas, constituem a base das teorias
evolutivas e das hipoOteses para a especiagdo, e 0 conhecimento desta variabilidade
genética é fundamental para a compreensdo destas teorias, além de também ser uma
medida das condi¢bes das populagdes naturais em suas respostas a alteracbes no
ambiente, importante para estudos de conservagao.

A variacdo genética das populacdes naturais foi inicialmente avaliada por meio de
caracteres morfologicos discretos, e o termo “polimorfismo genético” foi definido nesta
fase por Ford (1940) como a existéncia concomitante em uma populacéo de duas formas
descontinuas, em proporcao tal que a frequéncia da forma mais rara ndo pode ser
explicada por mutagdes recorrentes. A partir da década de 60 do século passado, a técnica
de eletroforese permitiu avaliar a variabilidade genética por meio da expressdo direta dos
produtos génicos, as proteinas, e foi verificado que a variabilidade genética é muito maior
do que se supunha com a andlise dos caracteres morfoldgicos, e sua manutengdo néao
poderia ser explicada tdo somente por selecdo natural. Destas constatacdes, foi proposta
a Teoria Neutralista para a Evolucdo Molecular que ressalta a importancia da deriva
genética aleatoria na fixacdo das variantes moleculares ao longo do tempo (KIMURA,
1968; KING; JUKES, 1969; KIMURA; OHTA, 1971).



A descoberta da estrutura do DNA possibilitou o desenvolvimento de técnicas de
sequenciamento desta molécula, comegando pelo método de Sanger até as técnicas de
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing) a partir de 2005
(WATSON; CRICK, 1953; SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977; SANTOS et al.,
2013). Estas tecnologias vém demonstrando que a variabilidade nas sequéncias de
nucleotideos do DNA entre individuos de uma populagéo é ainda maior que a verificada
pela eletroforese de proteinas, e diferentes marcadores moleculares foram desenvolvidos
por meio dos dados de sequenciamentos de diferentes “Projetos Genomas”, € podem ser
aplicados sem que haja a necessidade de sequenciamento de todo genoma, contribuindo
para 0s avancos dos estudos de Genética de Populagdes.

Os dados de sequenciamento de DNA aliado a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) (MULLIS et al., 1986) permitiu o
desenvolvimento dos marcadores codominantes microssatélites, inicialmente aplicados
na andlise de paternidade (MOXON; WILLS, 1999), e sua utilizacdo para estudos
genético populacionais (ESTOUP et al, 1995; CHAMBERS; MACAVOY, 2000).
Microssatélites, também conhecidos pelas siglas STR (Short Tandem Repeats), ou SSR
(Simple Sequence Repeats). podem ser definidos como repeticdes em tandem de unidades
curtas (até seis bases), denominadas motes, de sequéncias no DNA (HANCOCK, 1999).
O comprimento minimo de um microssatélite seria de oito nucleotideos, pois sequéncias
de tamanho inferiores ocorrem na mesma frequéncia esperada se elas fossem encontradas
ao acaso no genoma (ROSE; FALUSH, 1998). Ou seja, um microssatélite composto por
unidade de repeticdo com dois nucleotideos, chamada unidade de repeticdo
dinucleotidica, deve estar repetido ao menos quatro vezes em tandem para ser considerada
uma sequéncia microssatélite, uma trinucleotidica no minimo trés, uma tetra, penta ou
hexanucleotidica ao menos duas.

Os microssatélites apresentam distribuicdo ubiqua nos genomas procariotos e
eucariotos, e apesar de algumas vezes estarem localizados em regides codificadoras,
ocorrem preferencialmente nas regides intergénicas (HANCOCK, 1999; SREENU et al.,
2003; LI et al., 2004), sendo, portanto, menos suscetiveis a acdo da selecdo natural e,
assim, considerados seletivamente neutros, caracteristica vantajosa para estudo
populacionais, como pontuado anteriormente. Outra propriedade importante dos locos de
microssatélites com beneficios na aplicacio em Genética de populacdes, € seu
polimorfismo e hipervariabilidade. Os microssatélites sao separados por tamanho em gel

por eletroforese apos amplificagdo dos locos via PCR, e a variacdo no tamanho entre



alelos de um individuo, ou entre individuos de uma populacéo €, em geral, devido ao
namero de repeticdes dos motes. A alta variacdo no nimero de repeti¢es dos locos de
microssatélites se deve a dois mecanismos principais: crossing-over desigual, que é o
resultado da recombinacao entre homologos ndo alinhados corretamente em regides de
DNA repetitivo; e, 0 evento mais provavel, DNA slippage durante a replicacdo, em que
alcas podem ser formadas na fita molde ou na fita que estd sendo sintetizada como
resultado da perda do pareamento nas sequéncias curtas repetidas em tandem. Quando
essas alcas ndo sdo corrigidas pelo mecanismo de reparo especifico (reparo mismatch), a
duplicacdo do DNA nesta condi¢édo pode resultar em uma unidade de repeti¢do a mais, se
a alca ocorre na fita recém-sintetizada, ou uma repeticdo a menos, caso a formacao da
alca tenha ocorrido na fita molde (LEVINSON; GUTMAN, 1987a; WRIGHT, 1994;
GRAUR; L1, 2000).

A aplicacdo de locos microssatélites em estudos populacionais requer uma
amostra de individuos que represente a variacdo natural, sem acarretar em um esfor¢o
muito grande de coleta, o que pode ser problemético para espécies em risco ou de dificil
captura, especialmente no caso de animais; e em desperdicio de recursos financeiros
destinados a material laboratorial de consumo. E fundamental encontrar o equilibrio entre
0 custo e a representatividade da amostra, pois o tamanho da amostra afeta a preciséo das
estimativas das frequéncias alélicas e diversidade genética, parametros utilizadas nas
diferentes medidas da estrutura e diferenciacdo populacional (LUNA; DEXING, 2004;
KALINOWSKI, 2005; MIYAMOTO et al., 2008; PRUETT; WINKER, 2008; HALE;
BURG; STEEVES, 2012; DUBOIS et al., 2018; ZCHONSKI, 2021).

Os estudos que delimitam o tamanho da amostral ideal, aqui também denominado
N ideal, no sentido menor custo (coleta e material laboratorial) e maior beneficio
(precisdo na representacdo da variabilidade), para locos de microssatélites sdo realizados
por meio da comparacgdo de dados empiricos (“populagao real””) com simulacdes, e por
analises de rarefacdo e regressaio (KALINOWSKI, 2005; BASHALKHANOV;
PANDEY; RAJORA, 2009; HALE; BURG; STEEVES, 2012). Diferentes fatores
demograficos e ecoldgicos das populagdes naturais podem afetar o tamanho efetivo de
uma populagdo, sua dispersdo na &rea amostrada, 0s quais tém consequéncias na
distribuicdo da variabilidade genética intra e interpopulacional e podem, portanto, afetar
as estimativas do tamanho amostral ideal (KALINOWSKI, 2005; PRUETT; WINKER,
2008; DUBOIS et al., 2018). Além disso, o nivel de polimorfismo e o nimero de locos

de microssatélites aplicados nos estudos populacionais também influenciam na
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determinacdo do tamanho amostral ideal (KALINOWSKI, 2005; HALE; BURG;
STEEVES, 2012; ARTHOFER et al., 2018; WANG et al., 2021).

As taxas de evolucdo das sequéncias microssatélites sdo significativamente mais
altas que das substituicdes de bases, acarretando no alto polimorfismo destes locos e
originando alelos raros (com frequéncia inferior a 5%) por mutacdo recorrente em
diferentes populacdes (EANES; KOEHN, 1977; LEVINSON; GUTMAN, 1987b;
DALLAS, 1992; STRAND et al.,, 1993; WEBER; WONG, 1993; HALE; BURG;
STEEVES, 2012). As estimativas do N ideal para a deteccdo desses alelos sdo de centenas
de individuos (KALINOWSKI, 2005; MIYAMOTO et al., 2008; ARTHOFER et al.,
2018), contudo, apesar desses alelos serem importantes para medidas de conservagdo ou
inferéncias de fluxo génico, as frequéncias dos alelos ndo raros, das quais séo baseados
os parametros de diversidade genética, distancia genética e indices de diferenciacdo, sdo
mais representativas e importantes para a determinacdo da estrutura das populacbes
(SLATKIN, 1985; HALE; BURG; STEEVES, 2012).

Em animais, a determinacdo do tamanho ideal para locos de microssatélites foi
realizada para espécies de aves, pardal (PRUETT; WINKER, 2008), albatroz e kaki
(HALE; BURG; STEEVES, 2012); mamifero, esquilo (HALE; BURG; STEEVES,
2012); e insetos, gafanhoto (LUNA; DEXING, 2004), formiga (HALE; BURG;
STEEVES, 2012), e borboleta (DUBOIS et al., 2018). Arthofer e colaboradores (2018)
determinaram o nimero de locos de microssatélites adequados para analises da estrutura
de populagbes de Drosophila nigrosparsa, mas ndo o N ideal. Desta maneira, existe uma
lacuna deste tipo de dado para espécies do género Drosophila da familia Drosophilidae
(Diptera, Insecta), um grupo muito diverso que compreende dois tercos, do total de
espéecies presente nesta familia (TIDON, 2006; GOTTSCHALK; HOFMANN;
VALENTE, 2008; BACHLI, 2022).

As espécies endémicas de Drosophila da regido Neotropical apresentam
sensibilidade as alteracbes ambientais, diferentes sistemas de acasalamento, podem ser
generalistas ou apresentarem especificidade de substrato para alimentacdo e reproducéo,
e ocupam uma variedade de habitats distribuidos em biomas distintos, sendo, portanto um
organismo modelo muito importante para a avaliagcdo da qualidade das &reas naturais e
das mudancas climéticas em relacdo tanto a composi¢édo da fauna quanto a distribuicéo
da variabilidade genética, assim como para determinar os padrdes biogeograficos e
eventos evolutivos responsaveis pela dispersdo e especiacdo nesta regido (PEREIRA;
VILELA; SENE, 1983; MARKOW, 1996; MATEUS; SENE, 2003, KLACZKO, 2006;
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MANFRIN; SENE, 2006; TIDON, 2006; da MATA; MCGEOCH; TIDON, 2008, 2010;
GOTTSCHALK et al., 2009; BATISTA; ANANINA; KLACZKO, 2012; GONI et al.,
2012; CENZI DE RE et al., 2014; GUSTANI et al., 2015; SANTA-BRIGIDA et al., 2019;
VALADAO et al., 2019). As populacdes de algumas espécies de Drosophila da regifo
Neotropical foram avaliadas quanto a variabilidade de locos de microssatélites, e os
genotipos provenientes destes estudos foram utilizados neste trabalho para determinar o
tamanho amostral ideal (MACHADO et al., 2010.; ZORZATO, 2015; PAIXAO, 2020;
TRAVA et al., 2021).

2.2 Especies de Drosophila utilizadas como modelos na determinacéo do tamanho
amostral ideal para estudos populacionais com locos de microssatélites

O género Drosophila é constituido por mais de 1.100 espécies organizadas em 14
subgéneros, entre estes, 0s subgéneros Sophophora e Drosophila se destacam pela alta
diversidade, com cerca de 336 e 734 espécies, respectivamente (GOTTSCHALK;
HOFMANN; VALENTE, 2008; O’GRADY; DESALLE, 2018; BACHLI, 2022), e ainda
existem muitas espécies a serem descritas na regido Neotropical (MEDEIROS;
KLACZKO, 2004). Estes subgéneros divergiram ha aproximadamente 63 milhdes de
anos, e a alta diversidade deles deve-se a eventos de especiagéo resultantes de isolamento
provocado pelos periodos de resfriamento do planeta, que foram também, em parte,
responsaveis pela distribuicdo de espécies endémicas e cosmopolitas (POWELL, 1997;
TIDON-SKLORZ; SENE, 1999; TAMURA; NEI; KUMAR, 2004).

A anélise da distribuicdo da variabilidade genética de espécies de Drosophila
endémicas da regido Neotropical tem revelado o efeito de alteracfes ambientais historicas
e em decorréncia da fragmentacdo por acdo antrdpica na expansao/retracdo de suas
populacbes e no processo de especiacdo nesta regido com alta diversidade de espécies,
que podem ser coincidentes para outros grupos animais que ocupam 0s mesmos habitats
(KLACZKO, 2006; MANFRIN; SENE, 2006; MATEUS; SENE, 2007; MATEUS et al.,
2010; CENZI DE RE et al., 2014; GUSTANI et al., 2015; SILVA; MACHADO;
MATEUS, 2015; BARRIOS-LEAL et al., 2021; TRAVA et al., 2021; ZORZATO;
YASSIN; MADI-RAVAZZI, 2022). Estes estudos envolvem tanto espécies que ocupam
as matas, como especies associadas a vegetacdo xerofitica, com populacgdes do litoral ao

interior do continente, da regido tropical e subtropical, caracterizando o padrdo de
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distribuicdo da variacdo em uma amplitude de biomas e condi¢des abidticas da regido
Neotropical.

Duas das espécies utilizadas neste trabalho pertencem ao grupo saltans do
subgénero Sophophora, D. prosaltans (subgrupo saltans); e D. sturtevanti (subgrupo
sturtevanti); e duas ao subgénero Drosophila, D. antonietae, do grupo repleta, e D.
ornatifrons, do grupo guarani. Além das relacdes filogenéticas, essas espécies também
divergem com relacdo a especificidade por substratos para alimentacdo e reproducéo, D.
antonietae é cactdfila, enquanto as outras trés sao generalistas; e ao tipo de habitat, areas
de mata para D. prosaltans, D. sturtevanti e D. ornatifrons, clima ameno e alta umidade
para D. ornatifrons, e areas abertas com vegetacao xerofitica para D. antonietae. Ainda,
os locos utilizados nas analises de D. ornatifrons foram transferidos de D. mediopunctata
(grupo tripunctata) (LABORDA; KLACZKO; SOUZA, 2009; TRACTZ et al., 2012) e
das demais espécies, os primers utilizados para a amplificacdo dos locos sdo espécie
especificos (MACHADO et al., 2003; PAIXAO, 2020; ROMAN; TRAVA; MADI-
RAVAZZI, 2020). Essas divergéncias podem ter consequéncias na deteccao da estrutura
das populacdes que afetam a distribuicdo da variabilidade genética e, por conseguinte,
podem ter influéncia na determinacdo do N ideal para estudos genéticos evolutivos com
locos de microssatélites

As espécies do subgénero Sophophora amostradas neste trabalho, Drosophila
prosaltans e D. sturtevanti, apresentam ampla distribuicdo geogréafica desde o México e
Caribe, para D. sturtevanti, e desde a Costa Rica, para D. prosaltans, até o Sul do Brasil
(principalmente na Mata Atlantica, mas também no Cerrado) e Paraguai (MAGALHAES,
1962). Paixdo (2020) e Trava e colaboradores (2021) analisaram mais de 10 locos
polimorficos de microssatélites em oito populacbes de D. prosaltans e nove de D.
sturtevanti, de individuos coletados do Sul ao Nordeste do Brasil, e encontraram
resultados semelhantes: diferenciacdo moderada, e distribuicdo das frequéncias génicas
sem correlacdo com a localizagcdo geogréfica. Drosophila ornatifrons, do subgénero
Drosophila, também tem ampla distribuicdo na América do Sul, porém, apesar de ter sido
capturada no cerrado, é encontrada em maior frequéncias nas areas de mata do Sul do
Brasil, as quais apresentam temperatura amena e alta umidade relativa (ver GUSTANI et
al., 2015 para uma revisdo das areas em que esta espécie ja foi coletada). Zorzato (2015),
analisando 10 locos polimorficos de microssatélites em cinco populacdes da regido Sul
do Brasil, observaram o mesmo padrdo das espécies do grupo saltans do subgénero

Sophophora.
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A outra espécie do subgénero Drosophila analisada aqui, D. antonietae, apresenta
distribuicdo mais restrita em relacdo as demais, pois ocorre nas areas abertas com
vegetacdo xerofitica das regides Sul e Sudeste do Brasil, até a costa leste do Chaco
argentino (TIDON-SKLORZ; SENE, 2001; MANFRIN, 2006). Enquanto a diferenciagdo
genética das populac@es de D. ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti € moderada, D.
antonietae mostrou baixa diferenciagdo genética entre populagdes geograficamente
isoladas (MACHADO et al., 2010). Outra diferenca de D. antonietae em relacéo as outras
espeécies estd na sua especificidade de alimentacdo e oviposicdo em tecidos de cactos em
decomposicdo, sendo, portanto, uma espécie cactofila, enquanto as outras trés sdo
consideradas generalistas (TIDON-SKLORZ; SENE, 1995; TIDON, 2006; VALADAO
etal., 2019). Contudo, apesar de D. ornatifrons ser considerada generalista, ela parece ter
preferéncia por fontes de recursos mais ricas em proteinas, pois além de poder ser coletada
em carcacas animais (GONI et al., 2012), apresenta baixa viabilidade em meio de cultura
padrdo de banana (SANTOS et al. submetido), e em meio de cultura com menor
concentracdo de proteina em relagdo a aciucar (MATZKIN et al., 2011) é totalmente
inviavel (SANTOS, 2020).

Considerando a eficiéncia dos marcadores microssatélites para a Genética de
Populagdes, os varios fatores que influenciam a determinacdo do tamanho ideal para
analises genéticas com esses marcadores, e a importancia da qualidade e do desenho
amostral para as inferéncias estatisticas das analises populacionais, torna-se importante
definir o N ideal para o maior nimero de taxons e diferentes espécies de um mesmo taxon,
que apresentem distintas especificidades ecoldgicas, sistemas de reproducdo e habitats,
para que possam ser confiavelmente generalizadas para grupos com configuracfes

bioldgicas e espaciais semelhantes.

3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Determinar o tamanho amostral ideal, definido pelo menor tamanho amostral
representativo da variagdo natural, para anélise de locos de microssatélites em espécies

de Drosophila do Neotropico.
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3.2 Objetivos especificos

e Verificar a porcentagem das subamostras de cada N com todos alelos
representativos (frequéncia acima de 5%) da matriz original para no minimo 70
% dos locos de microssatélite analisados;

e Auvaliar as diferencas estatisticas na heterozigosidade media esperada (He) das
subamostras entre os diferentes N simulados;

e Auvaliar as diferencas estatisticas da média do indice de diferenciacdo genética
(Fst) das subamostras de cada N com a matriz original;

e Determinar o tamanho amostral ideal com base nos parametros acima para as
quatro espécies;

e Comparar a distribuicdo da composicdo genética das subamostras do N ideal com
e sem alelos raros;

e Comparar as estimativas do N ideal entre as espécies e inferir hipoteses para as

semelhancas e/ou diferencas entre elas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Determinagao do tamanho amostral ideal

Uma matriz com 100 gendtipos aleatérios de locos autossémicos e polimarficos
de microssatélites provenientes de populacGes naturais de Drosophila antonietae, D.
ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti foi gerada para cada uma das espécies. Os
locos aplicados e as populacfes analisadas para cada espécie, a metodologia para extracao
de DNA e as condicdes de amplificacdo estdo descritas em Machado e colaboradores
(2010) para D. antonietae, Zorzato (2015) para D. ornatifrons, Paixdo (2020) para D.
prosaltans e em Trava e colaboradores (2021) para D. sturtevanti. A metodologia para
determinacéo e separacdo dos alelos em gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de
prata 15%, seguiu o protocolo descrito em Machado e colaboradores (2003) para todas as
espécies. Apenas os locos com amplificacdes positivas para mais de 100 individuos foram
utilizados na matriz original, desta maneira, foram amostrados nove locos para D.
ornatifrons, e sete locos para D. prosaltans, D. sturtevanti e D. antonietae (Tabela 1). Os
locos aplicados em D. ornatifrons e D. prosaltans foram transferidos de D.
mediopunctata (LABORDA; KLACZKO; SOUZA, 2009; LABORDA; MORI; SOUZA,
2009; TRACTZ et al., 2012) e D. sturtevanti (ROMAN; TRAVA; MADI-RVAZZI,

2020), respectivamente. Os locos aplicados em D. antonietae e D. sturtevanti foram
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descritos para estas especies (MACHADO et al. 2003 e ROMAN; TRAVA; MADI-
RVAZZI, 2020, respectivamente).

Os critérios para determinacdo do tamanho amostral ideal (N ideal) adotados neste
trabalho seguiram os parametros discutidos no artigo de Hale, Burg e Steeves (2012) de
determinar o namero amostral minimo capaz de fornecer estimativas precisas das
frequéncias alélicas representativas (frequéncia > 5%) por loco e, como consequéncia, da
heterozigosidade esperada (He), de uma populagdo. Segundo as autoras, no geral, a
deteccdo da frequéncia de alelos raros (< 5%) ndo aumenta substancialmente com o
incremento do tamanho amostral, alem das frequéncias alélicas serem superestimadas
quando os alelos raros sdo amostrados. Assim, neste trabalho, o N ideal foi selecionado
entre trés parametros: o tamanho amostral a partir do qual ao menos 95% de 50 sorteios
de N (variando entre 5 e 95) detecte todos os alelos ndo raros em ao menos 70% dos locos;
0 menor tamanho amostral que nédo revele diferencas significativas nas analises par-a-par
da variancia de He com o tamanho amostral superior subsequente; o menor tamanho
amostral que nao revele diferencas significativas nas estimativas médias de Fst em relacéo
a matriz original. A seguir, a descricdo das analises que permitiram avaliar esses trés
critérios.

A partir da matriz original, foi realizado o sorteio, por meio do comando aleatério
do Excel (Microsoft®), para 50 simula¢Ges (chamadas daqui em diante de subamostras),
de diferentes tamanhos amostrais: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 e 95. A
frequéncia dos alelos por loco foi determinada na matriz original, utilizando o programa
GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012), para a deteccao dos alelos raros. A partir desse
resultado, foram construidos gréficos relacionando a frequéncia da presenca de todos 0s
alelos representativos nas subamostras dos diferentes N.

As heterozigosidades médias esperadas e o indice de diferenciacdo genética Fst
das subamostras com a matriz original foram estimados com o auxilio do programa
GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A significancia da variancia entre as medias de
He e Fst das subamostras foi avaliada pela comparagdo par-a-par entre os diferentes

tamanhos amostrais.

Tabela 1. Locos de microssatélites e os respectivos nimero de alelos (Na) provenientes de dados
empiricos de espécies de Drosophila. D. ornatifrons — Zorzato (2015); D. prosaltans — Paixao (2020); D.
sturtevanti — Trava et al. (2021); D. antonietae — Machado et al. (2010).
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Espécies Locos Na Espécies Locos Na
Drosophila ornatifrons 34 12 Drosophila sturtevanti e 10
53 2 g 12
57 5 j 11
79 2 k 8
87 8 I 12
96 6 m 9
107 7 0 13
118 6 Drosophila antonietae 1 6
126 5 2 4
Drosophila prosaltans A 16 3 6
B 15 4 4
L 14 5 4
D 14 6 6
F 15 7 6
G 13
J 13

4.2. Influéncia dos alelos raros na distribuicdo da composicdo genética das
subamostras do N ideal

A influéncia dos alelos raros na distribuicdo da composi¢cdo genética do N ideal
foi avaliada com a geracdo de uma nova matriz com 100 genoétipos, na qual houve
substituicdo dos genotipos com alelos raros por genotipos de dados empiricos sem estes
alelos. A partir desta matriz sem alelos raros, foram sorteadas 50 subamostras do N ideal
para cada espécie de Drosophila. A distribuicdo da composi¢do genética das subamostras
com alelos raros foi comparada com as das subamostras sem alelos raros pela andlise
Bayesiana com base no nimero de clusters, agrupamentos genéticos (K), utilizando o
programa Structure (PRITCHARD; WEN; FALUSH, 2010).

Para esta analise assumiu-se a hipOtese de mistura, com a existéncia de
frequéncias correlacionadas, nas quais cada amostra é composta parcialmente pelo
genoma de cada populacgdo ancestral. O numero de agrupamentos foi determinado como
sendo entre 1 e 10, utilizando 10.000 burnin, 500.000 repeticdes de cadeias de Markow
Monte Carlo ap6s o burnin, e 25 iteracbes. Por meio do programa STRUCTURE
HARVESTER (EARL; VON HOLDT, 2012), utilizando o teste de Evanno (EVANNO;
REGNAUT; GOUDET, 2005; EARL; VON HOLDT, 2012), foi determinado o melhor
namero de agrupamentos (K). A ferramenta CLUMPAK (KOPELMAN et al., 2015) foi
utilizada para obtencdo dos dados das frequéncias dos grupos genéticos para cada
individuo. Posteriormente, cada grupo genético da analise com e sem alelos raros foi
avaliado separadamente quanto a proporcéo de ocorréncia das frequéncias individuais em

trés categorias: 10% inferior, 80% intermediario e 10% superior. A partir da amplitude
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da distribuicdo das frequéncias individuais dentro de cada grupo genético, foram
estimados os valores limites determinantes das trés categorias. No Excel (Microsoft®)
foram elaborados os graficos da distribuicdo das frequéncias desses agrupamentos

genéticos.

4.3. Analises estatisticas

O teste Shapiro Wilk da homocedasticidade dos dados de He e Fst revelou dados
ndo paramétricos. Assim, as significancias das comparacgdes par-a-par da mediana de He
entre os diferentes N, e da mediana de Fst nos N simulados com a matriz original, com
os dados do arcoseno da raiz quadrada, foram obtidas pela analise de Mann-Whitney e
correcdo de Bonferroni no programa PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

5. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigo redigido
seguindo as normas do periddico “Journal of Zoological Systematics and Evolutionary

Research”.
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Influéncia da Diversidade Genética sobre o Tamanho
Amostral de Espécies Neotropicais de Drosophila

Resumo

O tamanho amostral (N) é um importante aspecto nos estudos da estrutura das
populagdes naturais, pois a0 mesmo tempo que deve ser representativo da variacdo
natural, ndo deve desperdicar recursos com nimero de individuos que ndo promovam
alteracdo na qualidade dos dados populacionais. O objetivo deste trabalho foi
determinar o N que otimiza recursos, mas mantem a representatividade da variacéo de
locos de microssatélites de espécies de Drosophila da regido Neotropical: D.
ornatifrons, D. antonietae, subgénero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti,
subgénero Sophophora. O N ideal foi determinado por meio de 50 simulacgdes
(subamostras) de 12 tamanhos amostrais diferentes (variando de 5 a 95 individuos), com
a analise estatistica de trés parametros: 1) a detec¢do de no minimo 95% dos alelos
representativos (frequéncia > 5%) nas 50 subamostras em ao menos 70% dos locos; 2)
heterozigosidade media esperada (He); e o indice de diferenciacdo genética (Fst). O
efeito de alelos raros na distribuicdo dos individuos nos grupos genéticos foi analisado
pela comparacdo de 50 subamostras do N ideal, a partir de matrizes com e sem estes
alelos. O N ideal determinado foi semelhante para as espécies do subgénero Drosophila,
N = 25 para D, ornatifrons e N = 30 para D. antonietae, e 0 mesmo para as espécies do
subgénero Sophophora, N = 35. N&o foi observado efeito acentuado dos alelos raros na
distribuicdo dos individuos nos grupos genéticos. Neste trabalho é discutida a influéncia
da diversidade genética na determinacdo do N ideal, a qual, por sua vez, pode ter
relacdo com os nichos ecologicos explorados por estas espécies. Os resultados
encontrados aqui podem ser aplicados para outras grupos animais que ocupam 0s
mesmos tipos de habitats, e ainda revelou que o mesmo N pode ser empregado em caso
de locos de microssatélites transferidos entre espécies proximas filogeneticamente.

Keywords

diferenciacdo genética, heterozigosidade, microssatélites, subgénero Drosophila,
subgénero Sophophora, tamanho amostral

Introducéo

O estudo da variabilidade genética das populacdes naturais é fundamental para a
compreensdo dos processos contemporaneos, histéricos e demogréaficos responsaveis
pelo padrdo observado, além de ser uma medida da capacidade de reposta das
populacdes frente a mudanca ambiental, ou ainda, para fins de conservacéao das
espécies. Marcadores moleculares neutros e polimorficos, como os microssatélites, sdo
0s mais adequados para estas analises, visto que a suposta auséncia de sele¢do natural
n&o limitaria a variacdo, ou causaria desvio da neutralidade (Hedrick, 1986; Estoup et
al, 1995; Frankham, 1995; Wan et al., 2004; Machado et al. 2010; Trava et al., 2021).
Como essas analises populacionais por meio de locos de microssatélites envolvem
esforgos e recursos substanciais para a coleta de individuos da natureza, e posterior
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amplificagdo e analise desses marcadores, torna-se importante a otimizagdo de um
tamanho amostral adequado que ainda seja representativo da variacdo natural.

Espécies de Drosophila da regido Neotropical dos subgéneros Drosophila e
Sophophora tiveram a diversidade genética de algumas de suas populacdes amostradas
por meio de locos de microssatélites. As espécies do subgénero Sophophora apresentam
uma tendéncia de se alimentarem de frutos em decomposi¢do, enquanto as espécies do
subgénero Drosophila se alimentam das leveduras que se desenvolvem ndo apenas em
frutos, mas também em outras partes das plantas, de fungos e podem se alimentar até
mesmo de microrganismos presentes em guano e carcagas de outros animais (Heed
&Wheele, 1957; Fellows & Heed, 1972; Ruiz & Heed, 1988; Tosi et al., 1990; Matzkin
et al., 2009; Goiii et al., 2012; Valad&o et al., 2019). O grupo repleta do género
Drosophila possui representantes tanto de uma dieta generalista, como espécimes com
especificidade ecoldgica para alimentacdo e sitio de reproducdo em tecidos em
decomposicdo de cactaceas (Pereira Vilela, & Sene, 1983). Originalmente, os espécimes
cactofilos do grupo repleta usavam principalmente as frutas como hospedeiros para
alimentacdo e reproducdo e depois mudaram para cactaceas (Oliveira et al., 2012).

A utilizacdo de recursos para alimentacdo e reproducdo, entre outros fatores
demogréaficos, podem afetar as estimativas do tamanho otimizado para analises
populacionais, no sentido de que a heterogeneidade de recursos alimentar e de
reproducdo das espécies pode manter o polimorfismo genético, enquanto que a
especificidade de nicho resulta na limitagcdo da disperséo pela restricdo e escassez de
recursos, e, consequentemente, menor diversidade genética (Brown & Kodric-Brown,
1977; Templeton et al. 1990, 2001; Frankham, 1995; Hartl & Clark, 1997; Mateus &
Sene, 2003; Dubois et al., 2018). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar o
menor tamanho amostral representativo da variacdo natural, N ideal, para analise de
locos de microssatélites em espécies de Drosophila do Neotrdpico com diferentes
preferéncias ecoldgicas: D. ornatifrons e D. antonietae, reperesentantes generalista e
cactofila, respectivamente, do subgénero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti,
espécies proximas filogeneticamente e generalistas do subgénero Sophophora.

Material e Métodos
Determinagdo do tamanho amostral ideal

A partir de uma matriz original de 100 geno6tipos de locos de microssatélites
polimorficos, provenientes de populagdes naturais, foram sorteadas 50 subamostras para
cada um de 12 tamanhos populacionais (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,50, 75 e
95, com auxilio do comando aleatdrio do Excel (Microsoft®). Essas simulagGes foram
realizadas para determinar o N ideal, aqui definido como o menor tamanho amostral
sem diferenca estatistica significativa do N superior subsquente em relacdo a pardmetros
da estrutura populacional, das espécies: Drosophila ornatifrons (Zorzato, 2015) e D.
antonietae (Machado et al., 2010), pertencentes ao subgénero Drosophila, e D.
prosaltans (Paixdo, 2020) e D. sturtevanti (Trava et al., 2021), do subgénero
Sophophora. Os locos de microssatélites aplicados nas espécies D. antonietae
(Machado et al., 2003) e D. sturtevanti (Roman, Trava, & Madi-Ravazzi, 2020) sdo
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espécie-especificos, enquanto os locos de D. ornatifrons e D. prosaltans foram
transferidos de D. mediopunctata (Laborda, Klaczko, & Souza, 2009; Laborda, Mori, &
Souza, 2009; Tractz et al., 2012) e D. sturtevanti (Roman, Trava, & Madi-Ravazzi,
2020), respectivamente.

Os critérios para determinacédo do N ideal foram estabelecidos considerando trés
parametros: o tamanho amostral a partir do qual ao menos 95% das 50 subamostras de
cada N detecte todos os alelos representativos (frequéncia > 5%) em ao menos 70% dos
locos; o menor tamanho amostral que nédo revele diferencas significativas nas analises
par-a-par da variancia de He com o tamanho amostral superior subsequente; o menor
tamanho amostral que nao revele diferencas significativas nas estimativas médias de Fst
das subamostras em relacdo a matriz original. As heterozigosidades médias esperadas e
o indice de diferenciacdo genética Fst das subamostras com a matriz original foram
estimados com o auxilio do programa GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012). O teste
Shapiro Wilk da homocedasticidade dos dados de He e Fst revelou dados néo
paramétricos. Assim, as significancias das comparacGes par-a-par da mediana de He
entre os diferentes N, e da mediana de Fst das subamostras nos N simulados com a
matriz original, com os dados do arcoseno da raiz quadrada, foram obtidas pela anélise
de Mann-Whitney e corregédo de Bonferroni no programa PAST (Hammer, Harper, &
Ryan, 2001).

Influéncia dos alelos raros na distribuicdo da composicao genética de subamostras do N
ideal

O numero de agrupamentos genéticos, assumindo hipotese de mistura, foi determinado
como sendo entre 1 e 10, utilizando 10.000 burnin, 500.000 repeticdes de cadeias de
Markow Monte Carlo apds o burnin, e 25 iteracfes. Por meio do programa
STRUCTURE HARVESTER (Earl &Von Holdt, 2012), utilizando o teste de Evanno
(Evanno, Regnaut, & Goudet, 2005; Earl & Von Holdt, 2012), foi determinado o
melhor nimero de agrupamentos (K) em 50 subamostras do N ideal determinado para
cada espécie, a partir de uma matriz de 100 genétipos de microssatélites contendo alelos
raros (frequéncia < 5%) e outra matriz de 100 gendtipos sem alelos raros. A ferramenta
CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) foi utilizada para obtencédo dos dados das
frequéncias dos grupos genéticos para cada individuo. Posteriormente, cada grupo
genético da analise com e sem alelos raros foi avaliado separadamente quanto a
proporcéao de ocorréncia das frequéncias individuais em trés categorias: 10% inferior,
80% intermediario e 10% superior. A partir da amplitude da distribuicdo das
frequéncias individuais dentro de cada grupo genético, foram estimados os valores
limites determinantes das trés categorias. No Excel (Microsoft®) foram elaborados os
gréaficos da distribuicdo das frequéncias desses agrupamentos genéticos.

Resultados
Determinagéo do tamanho amostral ideal

As frequéncias alélicas dos locos de microssatélites da matriz com 100 gendtipos das
quatro espécies de Drosophila, a partir das quais foram geradas as 50 subamostras para
os diferentes N, sdo apresentadas na Tabela 1 MS (Material Suplementar).
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O tamanho amostral para a deteccdo de todos os alelos representativos dos locos
de microssatélites de D. ornatifrons em ao menos 95% das subamostras para no minimo
70% dos locos foi N = 25 (Figura 1A). As médias de He variaram entre 0,5468 para N =
5e0,6345 para N = 95 (Figura 2A). A analise par-a-par da He das subamostras revelou
valores significativos em todas as comparagdes com N =5 (p<0,01); N = 10 com N>20
(p<0,01); N =15 com N>50 (p<0,01); N =25 com N>50 (p<0,05); e N =30 com N =
95 (p<0,01). O tamanho amostral N = 10 foi 0 menor N que n&o apresentou diferencas
significativas nas comparacOes par-a-par para a mediana de He com os tamanhos
amostrais superiores subsequentes. A média do indice de diferenciacdo genética Fst das
subamostras variou de proximo de 0 para N = 95 até 0,035 para N =5 (Figura 3A). A
analise par-a-par das medianas do Fst ndo revelou valores significativos apenas nas
comparagOesentre N=20eN=25,N=30eN=35,N=35eN=40,N=40eN =
45, e N =45 e N =50. Portanto, 0 menor tamanho amostral que ndo apresentou
diferenca estatistica do Fst em relacdo a matriz original nas comparac6es par-a-par foi N
=20 com N = 25. Avaliando os trés parametros, N = 25 pode ser considerado o
tamanho amostral ideal para aplicacdo em estudos genéticos populacionais de D.
ornatifrons.

O tamanho amostral para a deteccao de todos os alelos representativos dos locos
de microssatélites de D. antonietae em ao menos 95% das subamostras para no minimo
70% dos locos foi N = 25 (Figura 1B). As médias de He variaram entre 0,4622 para N =
5e0,5361 para N = 95 (Figura 2B). A andlise par-a-par da mediana da He das
subamostras revelou valores significativos nas comparagdes com N =5 com N>15
(p<0,01); N=10 com N =30 e N>40 (p<0,05); N =15 com N =30 e N>40 (p<0,05); N
=25 com N =95 (p<0,05); N =30 com N>75 (p<0,05); e N =40 com N = 95 (p<0,05).
O tamanho amostral N = 5 foi 0 menor N que ndo apresentou diferencas significativas
nas comparacgdes par-a-par para a mediana de He com os tamanhos amostrais superiores
subsequentes. A média do indice de diferenciacdo genética Fst das subamostras variou
de proximo de 0 para N = 95 até 0,038 para N = 5 (Figura 3B). A andlise par-a-par das
medianas do Fst ndo revelou valores significativos apenas nas comparacdes entre N =
30eN =35 N=35eN=40,eN=45eN =50. Portanto, 0 menor tamanho amostral
que ndo apresentou diferenca estatistica do Fst em relacdo a matriz original nas
comparacg0es par-a-par foi N = 30 com N = 35. Avaliando os trés parametros, N = 30
pode ser considerado o tamanho amostral ideal para aplicacdo em estudos genéticos
populacionais de D. antonietae.

O tamanho amostral para a deteccao de todos os alelos representativos dos locos
de microssatélites de D. prosaltans em ao menos 95% das subamostras para no minimo
70% dos locos foi N = 35 (Figura 1C). As médias de He variaram entre 0,7609 para N =
5e0,8763 para N = 95 (Figura 2C). A analise par-a-par da mediana da He das
subamostras revelou valores significativos nas comparagfes de N =5, N=10e N =15
com todos os demais N (p<0,01); N =20 com N>30 (p<0,001); N =25 com N>40
(p<0,05); N =30, N =35 e N =40 com N>50 (p<0,05); e N =45 ¢ N =50 com N>75
(p<0,001). O tamanho amostral N = 20 foi 0 menor N que ndo apresentou diferencas
significativas nas comparacOes par-a-par para a mediana de He com os tamanhos
amostrais superiores subsequentes. A média do indice de diferenciagdo genética Fst das
subamostras variou de proximo de 0 para N = 95 até 0,035 para N =5 (Figura 3C). A
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andlise par-a-par das medianas do Fst ndo revelou valores significativos apenas na
comparacado entre N = 30 e N = 35, portanto este foi 0 menor tamanho amostral que néo
apresentou diferenca estatistica do Fst em relacdo a matriz original. Avaliando os trés
parametros, N = 35 pode ser considerado o tamanho amostral ideal para aplicagdo em
estudos genéticos populacionais de D. prosaltans.

O tamanho amostral para a deteccao de todos os alelos representativos dos locos
de microssatélites de D. sturtevanti em ao menos 95% das subamostras para no minimo
70% dos locos foi N = 35 (Figura 1D). As médias de He variaram entre 0,7289 para N =
5e 0,8488 para N = 95 (Figura 2D). A andlise par-a-par da mediana da He das
subamostras ndo revelou valores significativos (p>0,05) apenas nas comparacdes de N =
25com N =30; N=30com N =35 N=35comN=40e N =45; N=40com N =45
e; N =45 com N = 50. O tamanho amostral N = 25 foi 0 menor N que ndo apresentou
diferencas significativas nas comparagdes par-a-par para a mediana de He com 0s
tamanhos amostrais superiores subsequentes. A média do indice de diferenciacdo
genética Fst das subamostras variou de préximo de 0 para N = 95 até 0,038 paraN =5
(Figura 3D). A anélise par-a-par das medianas do Fst ndo revelou valores significativos.
Avaliando os trés parametros, N = 35 pode ser considerado o tamanho amostral ideal
para aplicacdo em estudos genéticos populacionais de D. sturtevanti.
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Influéncia dos alelos raros na distribuicdo da composi¢cdo genética de subamostras
do N ideal

A andlise Bayesiana da estruturacdo populacional das subamostras com e sem alelos
raros, realizada no programa STRUCTURE, mostrou a presenca de dois grupos
genéticos (K = 2) para D. ornatifrons e D. prosaltans, trés (K = 3) para D. sturtevanti e
nove (K = 9) para D. antonietae. As porcentagens de individuos que apresentaram
proporcdes dentro de cada classe de agrupamento (10% inferior, 80% intermediario e
10% superior) para cada grupo genético foram semelhantes com e sem a presenca de
alelos raros (Figura 4). Uma analise pormenorizada da distribuicdo das proporcdes de
cada grupo em cada individuo, a partir dos dados com e sem alelos raros, mostrou que
ocorreram diferencgas pequenas e pouco pronunciadas nestas distribuic@es (Figuras 5 a

8). Assim, pode ser concluido que a presenca de alelos raros parece ndo afetar

substancialmente os resultados produzidos pela analise Bayesiana.
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Figura 4. Porcentagens de ocorréncia em cada classe de agrupamento (10% inferior,

80% intermediario e 10% superior - ver Material e Métodos) das proporc¢des de cada
grupo genético (K) nos individuos das subamostras com e sem alelos raros. A - D.

ornatifrons: 1250 individuos (50 subamostras com 25 individuos) em cada simulagao
(com e sem alelos raros); B — D. antonietae: 1500 individuos (50 subamostras com 30

individuos) em cada simulagdo (com e sem alelos raros); C — D. prosaltans e D — D.
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260 sturtevanti: 1750 individuos (50 subamostras com 35 individuos) em cada simulacéo

261 (com e sem alelos raros).
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Figura 5. Distribuicdo das proporcdes dos grupos genéticos (K = 2) entre o total de
individuos de D. ornatifrons amostrados (2500), entre os com alelos raros (1250
individuos) e entre os sem alelos raros (1250 individuos). As linhas pontilhadas

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediario e 10% superior
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ver Material e Métodos).
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Figura 6. Distribuicdo das proporcdes dos grupos genéticos (K = 9) entre o total de
individuos de D. antonietae amostrados (3000), entre os com alelos raros (1500
individuos) e entre os sem alelos raros (1500 individuos). As linhas pontilhadas

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediario e 10% superior

- ver Material e Métodos).
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Figura 7. Distribuicdo das proporcdes dos grupos genéticos (K = 2) entre o total de
individuos de D. prosaltans amostrados (3500), entre os com alelos raros (1750
individuos) e entre os sem alelos raros (1750 individuos). As linhas pontilhadas

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediario e 10% superior

- ver Material e Métodos).
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Figura 8. Distribuicdo das proporcdes dos grupos genéticos (K = 3) entre o total de
individuos de D. sturtevanti amostrados (3500), entre os com alelos raros (1750
individuos) e entre os sem alelos raros (1750 individuos). As linhas pontilhadas

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediario e 10% superior

- ver Material e Métodos).
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Discussao

Um pequeno tamanho amostral (N) para analise da variacdo genética das populacdes
certamente resulta em desvio significativo dos parametros “reais”. No entanto, na
maioria das vezes, a partir de um determinado tamanho, 0 aumento no nimero de
individuos ndo mais representa um incremento significativo na qualidade dos dados
populacionais (Nei & Roychoudhury, 1974; Nei, 1978; Gorman & Jr-Renzi, 1979;
Pruett & Winker, 2008; Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al., 2018; Zchonski,
2021). Considerando que as analises populacionais exigem coleta de material da
natureza, preferencialmente na abrangéncia da distribuicdo da espécie, que essas
analises sdo realizadas empregando diferentes nimeros de locos disponiveis aplicados
separadamente por individuo, torna-se fundamental para a exequibilidade dos estudos, a
determinacéo de um tamanho amostral minimo, tamanho amostral ideal, a partir do qual
a variagao natural seja satisfatoriamente refletida, ao mesmo tempo em que reduza o
tempo, esforco e custo das analises de Genética de PopulacBes. Neste trabalho, os
parametros aplicados para determinar o N ideal para espécies de Drosophila foram a
deteccdo de alelos representativos (> 5%), a heterozigosidade esperada (He), e 0s
indices de diferenciacdo genética (Fst) (Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al.,
2018; Zchonski, 2021). O direcionamento da anélise na deteccéo dos alelos
representativos se justifica pelos fatos da precisao na determinacgéo de alelos raros
pouco se alterar com o0 aumento do tamanho amostral, e da importancia dos alelos
representativos nos indices de He, os quais, apresentam maior relevancia nas analises
populacionais (Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al., 2018).

Apesar das espécies analisadas pertecerem a um mesmo taxon, suas associacdes com
hospedeiros (recursos alimentares) afetam diretamente a dispersdo na area, 0 que,
consequentemente, influencia nas possibilidades de reproducéo, que, por sua vez,
afetam o tamanho efetivo populacional (Ne) e o nivel de variagao das populacoes
(Brown & Kodric-Brown, 1977; Templeton et al. 1990, 2001; Frankham, 1995; Hartl &
Clark, 1997; Mateus & Sene, 2003; Dubois et al., 2018; Valaddo et al., 2019). Esses, e
outros fatores demograficos, afetam a determinacdo do tamanho amostral ideal. Dentre
os diferentes critérios analisados para a determinacdo do N ideal, a diversidade genética,
representada pelo nimero de alelos por locos e He, foi o fator de maior variagdo entre as
espécies, e que mais influenciou nas diferencas observadas entre elas. Estudos da
variabilidade genética utilizando locos de microssatélites em populagdes naturais de
espécies de Drosophila da regido Neotropical, revelaram maior diversidade para
espécies consideradas generalistas, como D. maculifrons (He = 0,745 — Silva, Machado,
& Mateus, 2015), D. mediopunctata (He = 0,864 — Heinz, 2012), do subgénero
Drosophila, e D. sturtevanti (He = 0,624 — Trava et al., 2021), subgénero Sophophora,
do que as especialistas ou de nichos mais restritos do subgénero Drosophila, como as
espécies cactdfilas D. gouveai (He = 0,540 — Moraes & Sene, 2007) e D. antonietae (He
= 0,511 — Machado et al., 2010), e D. ornatifrons (He = 0,573 — Zorzato, 2015).
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Os resultados obtidos neste trabalho para as espécies Neotropicais de Drosophila
indicam que diferentes espécies de um mesmo tdxon mostraram distintos N ideais,
variando de 25 a 35 individuos, com os menores N (25 e 30) para as espécies com
preferéncias de recursos para alimentacédo e reproducao mais restritas, como foi o caso
de D. ornatifrons e a espécie cactofila D. antonietae, e 0 maior, N = 35, para as espécies
mais generalistas do subgénero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti, que se
alimentam preferencialmente de frutos em decomposi¢éo, recurso abundante nas areas
de mata da regido Neotropical (Matzkin et al., 2009; Goiii et al., 2012; Valad&o et al.,
2019).

Nas subamostras deste trabalho, Drosophila antonietae apresentou os menores valores
de He e o0 segundo menor N ideal (N = 30). A menor diversidade genética desta espécie
se deve ao fato desta ser cactdfila, que tende a ndo se dispersar na area, alimentando-se
e reproduzindo-se no mesmo sitio em que se desenvolveu (Moraes & Sene, 2002;
Mateus & Sene, 2003). Drosophila ornatifrons apresentou He maior apenas que D.
antonietae e 0 menor N ideal (N = 25). Apesar desta espécie ser considerada
generalista, por ter sido coletada em diferentes tipos de tecidos vegetais e fungos em
decomposicgéo (Valadao et al., 2019), ela parece ter preferéncia por fontes de recursos
mais ricas em proteinas, visto que foi coletada em carcacas animais (Gofii et al., 2012).
Outras observacgdes que reforcam a dieta com maior concentracdo de proteina desta
espécie é sua baixa viabilidade em meio de cultura padrdo de banana (Santos et al.
submetido), e total inviabilidade em meio de cultura com menor concentracgao de
proteina em relacdo a acucar (Santos, 2020), meio LPS (Low Protein Sugar)
desenvolvido por Matzkin et al. (2011). Além disso, D. ornatifrons é uma espécie pouco
abundante, mesmo em areas com maior umidade e temperatura amena, condigdes
favoraveis a sua ocorréncia (Gustani et al., 2015). A adaptacao de D. ornatifrons a uma
dieta proteica, talvez menos disponivel em relacdo a abundéncia de frutos e outros
tecidos vegetais, poderia resultar em menor Ne e diversidade genética e consequente no
menor N ideal revelado para esta espécie.

As espécies do subgénero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti, por outro
lado, apresentaram os maiores valores de He e coincidente N ideal igual a 35
individuos. Essas espécies, assim como as demais representantes do subgénero
Sophophora, utilizam uma variedade de frutos como hospedeiros, abundante recurso
nas areas de mata da regido Neotropical, conforme mencionado anteriormente (Matzkin
et al., 2009; Goni et al., 2012; Valaddo et al., 2019). Outro achado para estas espécies é
que a transferibilidade dos locos descritos em D. sturtevanti para D. prosaltans (Roman,
Trava, Madi-Ravazzi, 2020) ndo afetou a diversidade alélica dos trés locos de
microssatélites analisados em comum (G, J e L, ver Tabela 1 MS em Material
Suplementar), e ainda resultou no mesmo N ideal, confirmando o sucesso da
amplificagdo cruzada de locos de microssatélites em espécies filogeneticamente
préximas (Laborda, Klaczko, & Souza, 2009; Tractz et al., 2012; Roman, Trava, &
Madi-Ravazzi, 2020).

A determinag&o do tamanho amostral ideal para anélise de Genética de
Populacdes por meio de locos de microssatélites foi realizada para alguns grupos de
insetos, gafanhoto (Locusta migratoria) (Luna & Dexing, 2004), formiga (Formica
lugubris) (Hale, Burg, & Steeves, 2012), e borboleta (Boloria aquilonaris) (Dubois et
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al., 2018). Para a espécie de borboleta, foram determinados tamanhos ideais de N = 30
(simulagdes) e N = 40 (dados empiricos), porém o ganho na precisdo da determinacao
das frequéncias génicas € limitado em amostras acima de 20 individuos neste inseto.
Assim como observado para as espécies de Drosophila analisadas aqui, o trabalho com
borboletas também aponta para um aumento do N ideal quanto maior a diversidade das
populagdes estudadas. Hale, Burg, & Steeves (2012) sugeriram que as espegies de
formiga e de albatroz, Thalassarche melanophris, analisadas seriam modelos para
organismos com grande tamanho populacional. No entanto, ambas sdo espécies que
vivem em colénias, sendo as formigas insetos eussociais sob forte efeito de selecdo de
parentesco (Hamilton, 1972), o que diminuiria a diversidade genética e a estimativa para
o N ideal. Também os albatrozes apresentam caracteristicas de historia de vida
peculiares e extremas, como alta taxa de sobrevivéncia dos adultos, baixa taxa
reprodutiva anual e maturacdo sexual tardia (Prince et al., 1994), que seriam fatores da
estrutura populacional a serem considerados na determinacdo do N ideal, antes que
generalizar a espécie como modelo para grandes populacées.

A influéncia do nimero de locos de microssatélites na detec¢do da riqueza
alélica e de alelos raros em popula¢des de Drosophila nigrosparsa foi avaliada por
Arthofer et al. (2018), mas ndo do tamanho amostral ideal para anélises populacionais.
Além dos fatores demograficos discutidos acima, as mudancas nas frequéncias alélicas,
que influenciam nas estimativas dos parametros populacionais, também dependem do
namero de locos e do nivel de polimorfismo destes, visto que a diversidade de um loco
é proporcional a taxa de mutacao e ao Ne (Eanes & Koehn, 1977; Kalinowski, 2005;
Arthofer et al., 2018; Wang et al., 2021). Wang et al. (2021) concluiram que a
confiabilidade de amostragens populacionais de espécies do género Rhododendron, da
familia Ericaceae das plantas, € afetada com menos de 12 ou 11 locos de microssatélites
avaliados. Para a espécie D. nigrosparsa, a riqueza alélica e os alelos raros de locos de
microssatélites sdo corretamente determinados pela analise de oito locos, no entanto a
estrutura genética pode ser ainda verificada com a utilizacdo de apenas dois locos
altamente polimérficos (Arthofer et al., 2018). Locos com altas taxas de mutacao
também produzem estimativas mais confiaveis de distancia genética, sem a necessidade
de grande tamanho amostral por populacéo, do que locos com taxas baixas de mutacéao
(Kalinowski, 2005).

Estudos que estabeleceram a relacdo dos indices de Fst das popula¢Ges com a
determinacdo do tamanho amostral revelaram que espécies com valores baixos de Fst
(<0,01) requerem tamanhos amostrais de 100 ou mais individuos por populacdo
(Kalinowski, 2005; Pruett & Winker, 2008). Este ndo parece ser 0 caso para as espécies
de Drosophila analisadas neste trabalho, pois, segundo a classificagdo qualitativa para a
estatistica F, proposta por Wright (1978), D. ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti
apresentam diferenciacdo moderada entre suas populagdes (Fst = 0,0796; 0,173; e
0,0674, respectivamente) e D. antonietae apesar da baixa diferenciacdo, esta é maior
que 0,01 (Fst =0,0457) (Machado et al., 2010; Zorzato, 2015; Paixdo, 2020; Trava et
al., 2021). Nas subamostras, a variacdo dos valores de Fst médios foi praticamente a
mesma entre as espécies, de proximo de zero para N =95 a 0,035 (D. ornatifrons e D.
prosaltans) e 0,038 (D. antonietae e D. sturtevanti) para N = 5.
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A deteccdo de alelos raros é relevante para estimativas de fluxo génico,
importantes para estudos de conservagao (Slatkin, 1985; Russello et al., 2007, Coelho et
al., 2018), contudo um tamanho amostral muito grande, da ordem de centenas de
individuos, é necessario para medidas precisas dessa riqueza alélica, enquanto que
estimativas da He, conforme descrito anteriormente, requer menor tamanho amostral (<
30). Além disso, quando alelos raros sdo amostrados, a frequéncia alélica é
superestimada, especialmente em pequeno tamanho amostral (Miyamoto et al., 2008;
Hale, Burg, & Steeves, 2012; Arthofer et al., 2018). Ainda, como esperado, alelos raros
ndo modificariam a determinacdo de grupos genéticos das populac¢@es (Zchonski, 2021),
pois a analise Bayesiana realizada pelo programa Structure é baseada na composicao
genotipica dos individuos e nas frequéncias alélicas das populacdes, ndo sendo afetada,
portanto, por alelos com frequéncias muito baixas. Segundo os resultados deste trabalho
com espécies de Drosophila, os alelos raros também néo interferiram na distribuicéo da
proporcéo dos grupos genéticos dos individuos dentro das classes de agrupamentos
propostas aqui (10% inferior, 80% intermediario e 10% superior, ver Figuras 5 a 8).
Esses dados reforcam a eficacia de estudos de tamanho amostral ideal baseados na
determinacéo das frequéncias alélicas representativas, as quais sao resultado de
diferentes caracteristicas demograficas das populac6es (Dubois et al., 2018).

Conclusdes

O N ideal para anélise de locos de microssatélites determinado para as espécies
Neotropicais de Drosophila avaliadas neste trabalho, variou em decorréncia da
diversidade genética, que é afetada pela preferéncia por hospedeiros para alimentacéo e
reproducdo: espécies generalistas do subgénero Sophophora, D. prosaltans e D.
sturtevanti, apresentaram maior He e maior N ideal, e as espécies com especificidades
ecologicas do subgénero Drosophila, D. ornatifrons com dieta proteica e D. antonietae
cactofila, com menor He e menor N ideal. Estas espécies podem ser modelos para outras
destes subgéneros, que sdo 0s mais diversos em termos de numero de espécies entre 0s
oito subgéneros do género Drosophila, cerca de 300 espécies para Sophophora e o
dobro para Drosophila. Estes subgéneros apresentam longo tempo de divergéncia,
aproximadamente 60 milhGes de anos (Tamura, Nei, & Kumar, 2004), e desde entdo as
espécies pertencentes a eles passaram por diferentes histdrias adaptativas que podem ter
afetado a capacidade de ocupacéo de nichos. Neste sentido, os N ideais obtidos para as
espécies de Drosophila Neotropicais analisadas neste trabalho também podem ser
aplicados para outros grupos animais que ocupam tipos de habitats e fatores
demograficos semelhantes a elas.
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Supplementary Materials
Tabela 1 MS. Frequéncias alélicas de 100 genétipos de microssatélites provenientes de

dados empiricos de espécies de Drosophila. D. ornatifrons — Zorzato (2015); D.
prosaltans — Paixdo (2020); D. sturtevanti — Trava et al. (2021); D. antonietae —
Machado et al. (2010).

Drosophila ornatifrons

Drosophila prosaltans

Drosophila sturtevanti

Drosophila antonietae

Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Alelo Freq. Alelo Freq.

1 0,005 1 0,010 1 0,010 1 0,030

2 0,010 2 0,010 2 0,025 2 0,095

3 0,025 3 0,010 3 0,055 3 0,105

4 0,165 4 0,030 4 0,150 4 0,135

5 0,125 5 0,030 5 0,280 5 0,545

6 0,185 6 0,105 6 0,120 6 0,090

7 0,230 7 0,180 7 0,175 1 0,090

8 0,115 8 0,075 8 0,045 2 0,865

9 0,065 9 0,150 9 0,090 3 0,020

10 0,005 10 0,070 10 0,050 4 0,025

11 0,060 11 0,160 1 0,025 1 0,025

12 0,010 12 0,045 2 0,050 2 0,130

53 1 0810 13 0,055 3 0,090 3 0,270
2 0,190 14 0,025 4 0,090 4 0,375

57 1 0,430 15 0,040 5 0,080 5 0,190
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0,230
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0,015
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0,040
0,175
0,205
0,240
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0,095
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0,450
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Tabela 1 MS. Continuacéo.

o o0 A WON PP OO OB W0 DN PPN PPN o

0,010
0,045
0,260
0,285
0,410
0,095
0,705
0,195
0,005
0,160
0,010
0,240
0,020
0,180
0,390
0,010
0,860
0,005
0,010
0,065
0,050

Drosophila ornatifrons

Drosophila prosaltans

Drosophila sturtevanti

Drosophila antonietae

Loco Alelo

Freq.

Loco Alelo

Freq.

Loco

Alelo Freq.

Loco

Alelo Freq.
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0,005
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0,055
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0,015
0,080
0,185
0,135
0,140
0,160
0,135
0,075
0,045
0,015
0,010
0,025
0,060
0,265
0,145
0,235
0,135
0,100
0,030
0,005
0,005
0,015
0,080
0,035
0,020
0,015
0,110
0,105
0,195
0,245

29



[EY
ol

0,005 11 0,100
0,015 12 0,060
0,020 13 0,015
0,045
0,045
0,125
0,190
0,100
0,170
0,160
0,060
0,015
0,045
0,010
0,005
0,040
3 0,045

© o0 N o o B~ w N

[
e e e =
N P W N Pk O

521 Tabela 1 MS. Continuacdo.

Drosophila ornatifrons Drosophila prosaltans Drosophila sturtevanti ~ Drosophila antonietae

Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freqg. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq.

0,010
0,050
0,140
0,090
0,160
0,120
10 0,130
11 0,160
12 0,045
13 0,005
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Diferentes grupos de organismos, diferentes espécies de um mesmo grupo, para
diferentes conjuntos de locos de microssatélites polimorficos devem ser estudados com o
objetivo de auxiliar na determinacéo do tamanho amostral ideal para estudos da estrutura
das populages naturais. As metodologias para a determinacao do tamanho amostral ideal
para andlises populacionais com locos de microssatélites devem se ajustar ao objetivo do
trabalho, e quando o nimero de individuos sugerido néo for atingido, por exemplo pela
dificuldade de captura, ou para espécies ameacadas, as medidas de diversidade genética
realizadas devem considerar e comparar os resultados, com as devidas justificativas para

as lacunas na amostragem e suas consequéncias nos resultados obtidos.
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