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RESUMO

A fragmentagao de areas pode resultar na redugao da diversidade bioldgica
devido a perda de variabilidade genética por meio da queda no numero de
individuos. A diminuicdo do tamanho populacional, por sua vez, contribui para o
processo de isolamento das populagdes e consequente restricdo do fluxo génico,
acarretando no aumento das diferengas genéticas entre elas e a diminuigdo da
variabilidade intrapopulacional. Flutuagdes acentuadas no tamanho das populagdes
também podem ocorrer em ciclos sazonais, geralmente por causa de
especificidades ecoldgicas por locais de reproducao, e em resposta a disponibilidade
de recursos. Drosophila mediopunctata, objeto deste estudo, € uma espécie com
ampla distribuicdo geografica nas Florestas Neotropicais, ndo estando associada
com habitats humanos. A analise de diferentes marcadores genéticos em
populacbes naturais de D. mediopunctata revelou a associagdo destes com
variagdes sazonais, altitudinais e latitudinais. O objetivo deste trabalho foi realizar
uma analise sazonal da variabilidade genética de populagdes de D. mediopunctata,
através de Jloci de microssatélites, para contribuir com o entendimento da dindmica
populacional desta espécie em areas de Mata de Araucaria. Foram analisados oito
loci de microssatélites em 92 individuos provenientes de areas de Mata de Araucaria
da regido de Guarapuava/PR: 60 coletados no Parque Municipal das Araucarias
(PMA) (30 no inverno de 2008 e 30 na primavera de 2010), e 32 no distrito de
Guairaca (GUA) (13 na primavera e 19 no inverno de 2008). Foi observada alta
diversidade genética para os loci analisados, baixa diferenciacdo genética
populacional (Fst = 0,0243) e sazonal (Fst = 0,0249), contudo o numero de alelos
exclusivos, a distancia e identidade genéticas de Nei (1978) indicam certo
isolamento reprodutivo entre as populagbes/subpopulacées de D. mediopunctata. A
diferenciacdo sazonal em GUA foi maior que em PMA (revelada pela anélise de
Neighbor-Joining) e a variabilidade intrapopulacional foi maior em PMA que GUA
(Ho = 0,5385 e Ho = 0,5062, respectivamente). Estes dados permitem sugerir que
PMA, um parque de conservacao ambiental, apesar de ser uma area de menor
tamanho que GUA, uma fazenda extrativista de pinhdo e erva-mate, teria uma
populacdo mais estavel do ponto de vista genético devido a sua superior qualidade
de preservacgao e diversidade de habitats.
Palavras-chaves: microssatélite, heterozigosidade, diversidade genética



ABSTRACT

Environment fragmentation can result in reduction of biological diversity due to
the genetic variability loss through the decline of specimens number in the
populations. The decrease in population size can contribute to the population
isolation and, therefore, to the restriction of gene flow, which can lead to increase the
genetic differentiation among populations and to decrease of genetic variability within
population. Accentuated fluctuations in population size can occur in seasonal cycles
in response to reproduction ecological specificities linked to resource availability.
Drosophila mediopunctata is a species that has a wide geographic distribution in
Neotropical Forests and is not associated to humans. The analyses of several
genetic markers in natural populations of this species revealed that they are
associated with seasonal, altitudinal and latitudinal variation. The aim of this work
was to perform a seasonal microsatellite genetic variability analysis in natural
populations of D. mediopunctata in order to contribute to the understanding of this
species populational dynamics in Araucaria Forest fragments. Eight microsatellite loci
were analyzed in 92 individuals collected in two Araucaria Forest areas located in
Guarapuava/PR: 60 specimens collected in the Parque Municipal das Araucarias
(PMA) (30 in the winter of 2008 and 30 in the spring of 2010), and 32 collected in
Guairaca district (GUA) (13 in the spring and 19 in the winter of 2008). It was
detected a high genetic diversity and a low populational (Fst= 0.0243) and seasonal
(Fst = 0.0249) genetic differentiation. However, the number of exclusive alleles and
Nei (1978) genetic distance and identity indicated a certain reproductive isolation
among D. mediopunctata populations/subpopulations. The seasonal differentiation in
GUA was higher than in PMA (revealed through the Neighbor-Joining analysis) and
the within populational variability was higher in PMA than in GUA (Ho = 0.5385 and
Ho = 0.5062, respectively). These data allow to suggest that PMA, a conservation
park, in spite of having smaller size than GUA, a farm that presents pinion and mate
extraction activities, have a more stable population in the genetic point of view due to
its higher habitat preservation quality and diversity.
Keywords: microsatellite, heterozigosity, genetic diversity



INTRODUGAO

A formacéao de fragmentos isolados em areas florestais € gerada muitas vezes
pelo processo de desmatamento, isso leva a formacao de “ilhas” de mata cercadas
por habitats ndo florestados. Em areas fragmentadas pode haver reducdo da
diversidade biologica e interferéncia no potencial evolutivo das espécies devido a
perda de variabilidade genética através da queda no numero de individuos.

A diminuicdo do tamanho populacional, por sua vez, contribui no processo de
isolamento das populagdes (RATHCKE & JULES, 1993), e quanto maior a distancia
do fragmento a uma area com vegetagcao similar, maior sera a diminuicdo do fluxo
génico entre populagées da mesma espécie (BROWN & KODRIC-BROWN, 1977). O
isolamento entre as populagcdes acarreta no aumento das diferencas genéticas entre
elas e diminui a variabilidade intrapopulacional, deixando-as mais suscetiveis a
extingdo (TEMPLETON et al. 1990, 2001).

A quebra da continuidade das populagbes por fragmentacdo de habitats
também pode levar a tal diferenciacdo de grupos que pode contribuir para o
processo de especiacdo, e até mesmo formacdo de géneros e familias
morfologicamente distintos de seus antecedentes (HARTL & CLARK, 1997).

Outro fator que afeta a variabilidade genética das populagcbes naturais é a
flutuagcdo no tamanho populacional, que também pode ter como resultado a
diferenciagcao populacional (FUTUYMA, 2009). Esta flutuacdo em muitas espécies é
sazonal (variagbes temporais) e pode ser influenciada por adaptagbes ligadas a
fatores ambientais (KREBS, 1985). Mateus e Sene (2003), por exemplo, verificaram
que a variacdo de alguns loci de isoenzimas analisados sazonalmente em uma
populacdo de Drosophila antonietae poderia ter correlagdo com indices de
precipitagdo pluviométrica. De acordo com Brncic e colaboradores (1985), a
sazonalidade de cada espécie é o resultado de um longo e continuo processo de
adaptagdo as condicbes ambientais. Segundo Frankham (1995), a flutuagdo no
tamanho populacional é a variavel que mais influencia no tamanho populacional
efetivo em relacdo ao tamanho total. Este € um parametro critico para a genética
evolutiva e para a manutencdo da biodiversidade, pois representa a taxa de

endogamia e a perda da variabilidade genética em populacdes naturais.



A evolugcao é possivel somente quando existe variagdo, desse modo, os
processos evolutivos dependem da variabilidade genética de cada populagéo, por
isso, estudos sobre a variabilidade genética de populagdes naturais sao
extremamente importantes para compreender a histéria evolutiva de uma espécie
(MATEUS & SENE, 2003). Para o entendimento mais amplo sobre a variagdo
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 e o ambiente no qual ele vive (TIDON, 2006).

Variabilidade genética das populagées naturais

Os estudos da variabilidade genética nas populacdes tem sido realizados pela
observacao das modificagdes genéticas que se manifestam no fenétipo de varias
formas. Pela genética classica s6 era possivel saber da existéncia de um gene e
estudar suas propriedades quando alelos alternativos em um dado locus pudessem
ser identificados, e em decorréncia disso, os primeiros estudos dos genes nas
populacdes foram realizados em variantes discretas.

Com o advento da eletroforese de isoenzimas foi possivel estimar a
variabilidade genética por meio da expressao direta de um produto génico, surgindo
dai as bases para a teoria neutralista sobre a manutencéo da variabilidade genética
molecular nas populag¢des naturais (KIMURA, 1968, KING & JUKES, 1969), pois o
polimorfismo observado era muito grande para ser explicado apenas por selecao
natural. Nas ultimas décadas, o sequenciamento do DNA permitiu que a
variabilidade genética fosse detectada diretamente no DNA, e ndo apenas pela
expressao dos produtos génicos, revelando que a variagao existente nas populagdes
era ainda maior.

A Teoria Neutralista da Evolugdo Molecular propde que a maioria dos
polimorfismos e suas flutuagdes no tempo e espaco refletem a variacao aleatoria
das frequéncias alélicas geragdo apds geragcado nas populagdes finitas. Por outro
lado, os geneticistas de populagdo selecionistas sugerem que a teoria neutralista &
deficiente e argumentam que os polimorfismos sdo respostas adaptativas a
complexidade dos ambientes fisico e biético (MUELLER et al., 1985). Atualmente a

ideia predominante é a de que essas teorias nao sao excludentes e, provavelmente,



a variagdo natural seja resultado da interagdo entre selecdo natural e deriva
genética, e que a interpretagdo correta da variabilidade observada depende do
entendimento de ambos os parametros.

O objetivo de muitos trabalhos que estudam a variabilidade genética nas
populagbes naturais por meio de marcadores moleculares é determinar se a
evolucao das frequéncias alélicas em uma dada populagcdo pode ser explicada
apenas por deriva genética, ou se a selecao natural, os cruzamentos preferenciais, o
fluxo génico, e outros fatores evolutivos também estariam implicados. Desse modo,
0 objetivo do estudo genético das populagdes naturais € melhor alcangado com a
disponibilidade de marcadores neutros polimérficos, pois se um locus esta ligado a
uma regido gendémica a qual é alvo de selegcao natural, ele devera mostrar um desvio
em relagdo a neutralidade esperada. O marcador de DNA microssatélite é
hipervariavel e, na maioria das vezes, neutro (por ser detectado preferencialmente
nas regides intergénicas), o que indica sua aplicagcao nesses estudos de genética de
populacoes.

Além do alto polimorfismo observado para os microssatélites em diferentes
organismos, como planta, poliqueta, inseto e mamifero (LABORDA et al., 2009a;
MACHADO et al., 2010, 2012; CAO et al., 2012; DELGADO-MARTINEZ et al., 2012;
KESANIEMI et al., 2012; SILVA et al., 2012), o fato de ser codominante e
densamente distribuido pelo genoma eucarioto, também o tornam uma ferramenta
altamente informativa que possibilita varias abordagens.

As regides de microssatélites do genoma s&o definidas por repeticdes in
tandem de unidades curtas (ndo mais que seis bases por mote de repeticdo)
(HANCOCK, 1999), e os alelos destes loci sao caracterizados por seus tamanhos,
determinados pelo numero de repeticbes (ESTOUP & CORNUET, 1999). O modelo
mais aceito para explicar as altas taxas de mutagdo observadas para este marcador
quando comparadas as taxas de mutacao de ponto (LEVINSON & GUTMAN, 1987;
DALLAS, 1992; STRAND et al, 1993; WEBER & WONG, 1993; SCHUG et al., 1997)
€ 0 mecanismo de replicagdo slippage. Durante a replicagcdo, o slippage pode
ocorrer devido a perda de pareamento entre sequéncias complementares repetidas,
com isto ha a formacgao de algas, resultando tanto em dele¢cdo como duplicagao de
um segmento de DNA, dependendo se o slippage ocorre na direcédo 5— 3’, ou na
direcdo oposta (LI & GRAUR, 1991).



Os erros que geram a instabilidade das sequéncias de microssatélites podem
ser corrigidos por exonucleases que degradam a fita recém-sintetizada, ou pelo
reparo mismatch, em que as repeticbes presentes nas algas da fita molde séo
incorporadas na fita em sintese. Desse modo, a instabilidade dos microssatélites
pode ser considerada um balango entre a geragdo de erros de replicagéo
ocasionados pelo DNA slippage e os mecanismos de correcao destes erros (EISEN,
1999). Também é proposto que o numero de unidades repetitivas gerados possa
sofrer alguma forma de restricdo por selecdo natural, pois foi observado que
delegdes sdo mais comuns do que adicdes em alelos maiores, e estas geralmente
envolvem mais do que uma unidade de repeticdo (GOLDSTEIN & POLLOCK, 1997;
PRIMMER & ELLEGREN, 1998; TOTH et al., 2000; LI et al., 2002). Assim, em
algumas sequéncias particulares pode haver presséo contra 0 aumento no numero

de repeticdes.

Drosophila mediopunctata (DOBZHANSKY & PAVAN, 1943)

Drosophila mediopunctata (Diptera: Drosophilidae) pertence ao grupo
tripunctata, o qual € endémico das regides Neotropicais e inclui outras 78 espécies
que ocorrem em habitats de florestas (VILELA & BACHLI, 2000; BACHLI, 2012). O
nome do grupo fripunctata é derivado da presenca de trés pintas escuras nos
tergitos posteriores do abdome. Contudo, nem todas as espécies apresentam esta
caracteristica. Em algumas pode haver apenas uma banda no ultimo tergito ao invés
de trés pintas, enquanto que em outras, como D. mediopunctata, existe variagcao
intraespecifica. O padrdao de coloragio em D. mediopunctata varia
consideravelmente, da auséncia de pintas a trés, nos quarto, quinto e sexto tergitos
abdominais (FROTA-PESSOA, 1954).

Drosophila mediopunctata € uma espécie que reside estritamente em
florestas e ndo é associada com habitats humanos, tem ampla distribuicao
geografica na América do Sul, é frequente no Brasil (VAL et al., 1981), apresentando
maior abundancia em altitudes elevadas durante os meses mais frios do ano
(SAAVEDRA et al., 1995). Uma area na qual este espécie é encontrada em alta
frequéncia é a Floresta Ombrdfila Mista (FOM) (CAVASINI, 2009), formacgao vegetal
tipica da regido sul do Brasil. A FOM apresenta fisionomia alta e densa, sendo



estruturalmente constituidas de um estrato superior predominado por Araucaria
angustifolia e um inferior composto por angiospermas e gimnospermas (MACHADO
& SIQUEIRA,1980). Esta floresta, habitat de D. mediopunctata, ¢ um dos
ecossistemas mais ameacados pela fragmentacao (MEDEIROS et al., 2005), no
Brasil, a area original de FOM era de aproximadamente 200.000 km? (MAACK,
1948), atualmente ainda resiste nos Estados do Parana (40%), Santa Catarina
(31%) e Rio Grande do Sul (25%), apresentando manchas esparsas no sul de Sdo
Paulo (3%), estendendo-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro (1%) (KLEIN,
1960).

Varios aspectos de sua biologia fazem de Drosophila mediopunctata um
interessante objeto de estudos em genética de populagdes naturais e evolugdo
(KLACZKO, 1995, 2006): existe relagao entre o polimorfismo de inversdes
cromossdmicas e variagao sazonal, clinas de altitude e latitude, das inversbes com
polimorfismo de cor; estudos da razdo sexual desta espécie sdo utilizados na
demonstracao da regra de Fisher; e a presenca do elemento transponivel-P em D.
mediopunctata revelou eventos de transferéncia horizontal de genes neste
organismo. Além disso, o fato de D. mediopunctata ser restrita a Florestas
Neotropicais e ndo ser encontrada associada a ambientes alterados a torna uma
espécie bioindicadora para estudos sobre a qualidade ambiental.

Diferentes marcadores genéticos foram aplicados em estudos com a espécie
Drosophila mediopunctata, por exemplo, polimorfismo no numero de pintas
abdominais (ROCHA et al., 2009; LABORDA et al., 2012), evolugdo da genitalia do
macho (ANDRADE et al, 2009), polimorfismo de inversdo cromossémica e relagao
com variacado na forma e tamanho da asa (BITNER-MATHE & KLACZKO, 1999a,b;
HATADANI & KLACZKO, 2008) e pigmentacdo (HATADANI et al, 2004),
polimorfismo para supressores autossdmicos e do cromossomo Y e a razao sexual
(CARVALHO & KLACZKO, 1993; CARVALHO et al., 1997; CAVASINI et al., 2008).
Contudo, ainda sdo escassas as anadlises sobre a distribuicdo e flutuacdo da
variabilidade genética através de marcadores moleculares em populagdes naturais
de D. mediopunctata, sendo que apenas recentemente foram empregados loci de
isoenzimas para este tipo de estudo (CAVASINI, 2009).

Mateus e colaboradores (2008) fizeram uma analise preliminar da variagao de
loci de isoenzimas em diferentes espécies do grupo tripunctata, e Cavasini e



colaboradores (2008) demonstraram que os loci analisados ndo apresentaram
expressao corporal diferencial, permitindo que partes distintas do corpo dos
individuos de Drosophila mediopunctata sejam usadas para a aplicagdo de
diferentes marcadores, otimizando as coletas deste espécime. Cavasini (2009)
realizou uma analise sazonal da variabilidade de Joci de isoenzimas de duas
populacbes de D. mediopunctata coletadas em Mata de Araucaria. Este estudo
revelou que ao final do inverno e no verao as populagdes desta espécie sofrem
reducdo no tamanho populacional, o que resulta em subestruturagdo das
populagbes por deriva genética ao longo do tempo, contudo, com o aumento da
populagdo no outono e primavera essa estruturagdo microgeografica desaparece.

Os estudos em populacbes de Drosophila mediopunctata com marcadores
morfolégicos e genéticos revelaram que estes estdo sob a acao de selegdo natural,
inclusive alguns loci de isoenzimas, que poderiam ser considerados seletivamente
neutros, mostraram relacdo com fatores abidticos (CAVASINI, 2009). Para
compreensdao dos fatores evolutivos que atuam nas populagbes naturais é
fundamental o conhecimento da variabilidade genética, a qual é estimada com mais
precisdo por meio de marcadores seletivamente neutros e altamente polimorficos,
como os microssatélites.

Mais de uma centena de loci de microssatélites foram descritos para
Drosophila mediopunctata (LABORDA et al, 2009b), e o numero de alelos
observados e sua aplicagdo em outras espécies do grupo ftripunctata e grupos
relacionados foram averiguados (LABORDA et al., 2009a). Alguns destes loci de
microssatélites foram utilizados na construgdo de um mapa molecular de ligagdo que
revelou uma regido que controla a variagdo no numero de pintas abdominais
(LABORDA et al., 2012). Os loci descritos por Laborda e colaboradores (2009b),
contudo, até o presente trabalho, ndo foram aplicados para o estudo da estrutura
populacional de D. mediopunctata. Desse modo, este trabalho é o primeiro a abordar
a genética de populagbes de D. mediopunctata por meio do marcador molecular
microssatélite, considerado neutro, com o objetivo de contribuir para o entendimento

da dindmica populacional desta espécie em areas de Mata de Araucaria.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a estrutura populacional de
Drosophila mediopunctata, coletada em Mata de Araucaria, através da variabilidade

sazonal de loci de microssatélites.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Amplificar oito loci de microssatélites em individuos da espécie
Drosophila mediopunctata coletados no Parque Municipal das

Araucarias e Distrito Guairaca (Guarapuava/PR);

» Analisar a variabilidade genética sazonal das populagcdes de Drosophila
mediopunctata, considerando as estagdes primavera e inverno como

subpopulacées;

» Através do estudo da variagdo sazonal das populacdes naturais de
Drosophila mediopunctata, inferir se existe efeito do gargalo da garrafa

nas estacoes analisadas;



MATERIAL E METODOS

Areas de Coleta

Para a realizacado deste trabalho foram utilizadas amostras de individuos de
Drosophila mediopunctata coletados em duas areas representativas de Floresta
Ombrofila Mista.

Os fragmentos onde foram realizadas as coletas de individuos de Drosophila
mediopunctata (Figura 01) estdo localizados no terceiro planalto paranaense, na
sub-regidao denominada por Maack (1981) de Planalto de Guarapuava. A regidao de
Guarapuava tem clima mesotérmico Uumido e superumido segundo a classificagao
climatica de Kbéeppen, sem estacdes secas e com verdes frescos. As médias de
temperatura dos meses mais quentes sao inferiores a 22 °C. As geadas sao severas
e frequentes, e a temperatura média do més mais frio € 12,9 °C. As duas areas de
coleta estdo geograficamente separadas a uma distancia de seis quilémetros, e
entre elas existem outros fragmentos compostos por Floresta de Araucaria.

Um dos fragmentos, o Parque Municipal das Araucarias, o qual sera referido
no restante do trabalho como “Parque” e abreviado como “PMA”, € uma unidade de
conservagédo (25° 23' 36” S, 51° 27' 19” W, 1064 m de altitude) com uma érea total
de 104 ha composta por Mata de Araucaria (43 ha), Floresta de Galeria (10,1 ha),
Campo (6,8 ha), Varzea (11,1 ha), e areas alteradas (33 ha) (Fonte: SEMAFLOR -
Guarapuava/PR).

O outro fragmento esta situado em uma propriedade particular, denominada
Fazenda Brandalise (25° 18’ 58” S, 51° 24’ 54” W, 1160 m de altitude), que se
encontra no caminho de acesso ao distrito Guairaca. Esta area possui
aproximadamente 400 ha, compreendendo Floresta de Araucaria e areas alteradas.
Neste fragmento existe uma grande atividade antropica extrativista de erva-mate e
pinhdo, além da substituicdo de habitats naturais por areas cultivadas. Esta area

sera citada no restante do trabalho como “Guairaca” e abreviada como “GUA”.



Fonte atian Gengrsfico (IRGE 5004
Googis Earts 2073

Figura 01. Localizagdo das areas de estudo de duas populagbes de Drosophila
mediopunctata coletadas na regido de Guarapuava/PR: A. Parque
Municipal das Araucarias. B. Fazenda Brandalise (Guairaca). Modificado
do Atlas Geografico (IBGE, 2004)
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Coleta dos espécimes

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 92 individuos, sendo 60
provenientes de PMA e 32 de GUA. Entre as amostras de PMA, 30 foram coletadas
no inverno de 2008 (CAVASINI, 2009), e 30 foram coletados na primavera de 2010.
Todas as amostras de GUA foram coletadas em 2008 (CAVASINI, 2009), sendo 13
individuos provenientes da primavera e 19 do inverno. Nas estacdes verao e outono
nao foram obtidos individuos suficientes para a realizagdo das analises genéticas.

As coletas do ano de 2008 foram realizadas através de armadilhas fechadas,
modificadas a partir de Medeiros e Klaczko (1999), com iscas compostas de banana,
laranja e fermento bioldgico (SENE et al., 1981). Ja as coletas dos individuos de
PMA da primavera foram realizadas durante quatro dias, utilizando armadilhas
abertas contendo bananas, laranjas e fermento como isca (SENE et al., 1981). A
captura dos insetos ocorreu através de rede entomoldgica (GARCIA et al., 2009) das
8 as 15 horas (SANTOS et. al., 2010). Os individuos adultos do género Drosophila
capturados foram transferidos diretamente das redes para dentro de tubos de ensaio
contendo meio de cultura, e transportados vivos até o laboratério.

Os espécimes coletados foram triados com o auxilio de microscopio
estereoscopico e chave de identificagdo (FREIRE-MAIA & PAVAN, 1949). Para as
analises dos loci de microssatélites, apenas as cabegas dos individuos de
Drosophila mediopunctata foram estocadas individualmente em alcool 70% a — 20
°C, enquanto que as demais partes do corpo foram usadas em analises de
isoenzimas (CAVASINI et al., 2008; CAVASINI, 2009).

Extragcdao de DNA

Para a extracdo do DNA, as amostras foram individualmente maceradas em
167 uL de Solugdo de Lise de Nucleo (Promega) e 40 uL de EDTA (pH = 8,0).
Foram adicionados 6 pL de Proteinase K (20 mg/mL) as amostras maceradas, e a
solugéo foi agitada em vortex e transferida para banho-maria a 65 °C por duas
horas. Apds a incubagao, foram acrescentados 67 UL de Solugao de Precipitagao de
Proteinas (Promega), a reacgao foi agitada por 20 segundos em vortex e mantida em

gelo por 10 minutos. Depois de centrifugacdo a 35.000 g por quatro minutos, as
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proteinas precipitaram formando um pelet branco. Cerca de 208 uL do sobrenadante
contendo o DNA foram transferidos para outro microtubo de 1,5 mL. Foram
acrescentados 200 pL de isopropanol, a solugao foi, entdo, misturada e submetida a
novo ciclo de centrifugagdo. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido para isolar o DNA que havia precipitado no fundo do
microtubo. A purificacdo do DNA foi realizada em outro ciclo de centrifugagdo em
200 pL de etanol 70%. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram
deixados para secar em estufa a 40 °C. O DNA foi ent&o ressuspendido em 60 uL de
agua ultra-pura e auto-clavada, armazenado a 4 °C por 12 h e depois congelado a —
20 °C.

Quantificagdo do DNA

O DNA extraido foi quantificado com auxilio do marcador de peso molecular
Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) em eletroforese de gel de agarose 1%. O DNA
foi visualizado por coloragdo com 0,5 ug de brometo de etideo (10 pL de solugéo 10
mg/mL em 200 mL de gel), e o gel foi fotografado em luz ultravioleta utilizando
camera Sony 10.2 MP acoplada ao sistema de captura de imagens L-Pix (Loccus).
O DNA foi entdo quantificado pelo método comparativo de intensidade de coloragao

de acordo com o fabricante do marcador.
Amplificagao dos loci de microssatélites

O DNA extraido foi utilizado para a realizacao das amplificagbes dos loci de
microssatélites em 25 pyL de reacdo, de acordo com Laborda e colaboradores
(2009b): 2,5 ng/uL do DNA gendmico; 2,5 pyL tampao (10X) da tag DNA polimerase,
com 2 mM de MgCl, (Biotools); 2,5 yL de mix de nucleotideos; 0,2 M do par de
oligonucleotideos; e uma unidade de Taq DNA polimerase (1U/uL — Biotools).

Foram amplificados oito loci de microssatélites para as analises das duas
populacdes de D. mediopunctata: Dmed”N“*"PSSR034, Dmed"™™“*MPSSR041,
Dmed"™M“*MPSSR057, Dmed"N'“*MPSSR087, Dmed"™M“*"PSSR095,
Dmed"N'“A"P5SR096, Dmed”N“*MPSSR099, Dmed”N“*MPSSR118 (LABORDA et al,
2009Db).
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As reagcbes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em
termociclador Bio-Rad no programa Touchdown para todos os loci, com exceg¢ao de
Dmed"N'“*"PSSR087, como descrito por Laborda et al. (2009b). As condigbes da
PCR foram: 94 °C por 2 min; 10 ciclos de 94 °C por 1 min, 65 °C por 1 min, com a
temperatura diminuindo um grau a cada ciclo (até 56 °C), e 72 °C por 2 min; 18
ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 2 min; finalizando a 72°C por 5
min. Para o locus Dmed"N“*M"SSR087, a PCR foi realizada da seguinte forma: 1
ciclo a 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos a 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min e 72 °C por
2 min, finalizando a 72 °C por 5 min.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% (150 mm X 170 mm X 0,7 mm) n&o desnaturante (6 mL de solugdo
acrilamida/bis 29:1; 5 mL de sacarose 70%; 1 mL TBE 10 X; 7 yL TEMED; 100 uL
APS 10% para 10 mL de solugcado de gel). Os alelos dos loci amplificados foram
visualizados por meio de coloragdo do gel por nitrato de prata, de acordo com
Sanguinetti e colaboradores (1994). O gel foi fotografado utilizando uma camera
Sony 10.2 MP acoplada ao sistema de captura de imagens L-Pix (Loccus) e através
da imagem os alelos foram numerados em ordem crescente, sendo o alelo “1” o de

menor tamanho.
Analises populacionais

No software TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) (MILLER, 1997)
foram obtidas as frequéncias alélicas, proporcao de loci polimoérficos, os valores de
heterozigosidade médios observado e esperado, e realizado o teste para o Equilibrio
de Hardy-Weinberg, utilizando o método da cadeia de Markov com 10 lotes e 1.000
replicacdes. Os testes realizados no software GDA (Genetic Data Analysis) (LEWIS
& ZAYKIN, 2001) foram: deteccado de alelos exclusivos, a estatistica F de Wright,
distancia e identidade de Nei (1978), distancia de Reynolds e colaboradores (1983),
e analise de agrupamento Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987).

Os valores obtidos para Fst por meio da estatistica F de Wright foram
utilizados para classificagdo da diferenciacdo genética entre os fragmentos e entre
as estagdes, usando o guia qualitativo proposto por Wright (1978) em ‘baixo’ (0 —
0,05), ‘moderado’ (0,05 —0,15), ‘alto’ (0,15 — 0,25) e ‘muito alto’ (> 0,25).
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O teste para deteccao de bottleneck (gargalo da garrafa) foi realizado no
software Bottleneck 1.2.02 (CORNUET & LUIKART, 1996), por meio das analises do
teste do ranqueamento de sinal de Wilcoxon (sob o modelo Stepwise de mutagao), e
da distribuicdo das frequéncias alélicas pelo modelo em “L” (L-shape — L-sh). A
amostra que tenha passado através de um gargalo de garrafa genético
provavelmente ird exibir um deslocamento do modelo (shift mode — SM) nas
distribuicdes das frequéncias alélicas (CORNUET & LUIKART, 1996; LUIKART et al.,
1999).

Em todas as anadlises foram realizadas duas abordagens, uma denominada
neste trabalho de populacional, a qual as comparagbes foram feitas entre as
populacdes, sem considerar as estagdes; e outra, denominada sazonal, em que as

estacoes foram tratadas como subpopulagdes amostrais das regides geograficas.
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RESULTADOS

Os oito loci analisados neste trabalho foram polimérficos. Um Jlocus foi
considerado polimoérfico quando a frequéncia do alelo mais comum nao ultrapassou
95%. Na analise sazonal das duas populagbes de Drosophila mediopunctata, o
numero de alelos variou de trés (nos loci SSR034 e SSR057, na primavera do
Guairaca) a 22 (no locus SSR034, no inverno do Parque). Na analise populacional, o
numero de alelos variou de cinco (no locus SSR041 no Parque) a 24 (no locus
SSR034 do Parque). Considerando todos os /oci, 0 maior nimero médio de alelos
detectados foi na populacdo do Parque (= 13,6), onde foi observada maior
homogeneidade quanto ao numero de alelos para os loci ao longo das estagdes
analisadas. Ja para o Guairaca, foi observado um menor niumero médio de alelos
(11), porém com uma variagdo maior entre os loci nas estagdes analisadas. No total,
foram observados, em média, aproximadamente 15 alelos para as amostras
analisadas (Tabela 01).

Com relacao a ocorréncia de alelos exclusivos observados nas populagdes de
Drosophila mediopunctata, foi detectado que sazonalmente o locus SSR041 foi o
que apresentou o maior numero destes, quatro alelos exclusivos no inverno do
Guairaca. Populacionalmente, o locus SSR034, com 11 alelos exclusivos, foi o que
apresentou o maior nimero quando comparado com o Guairaca (Tabela 01).

Todos os loci analisados apresentaram-se com desvios significativos do
esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05), variando de duas (SSR041
em GUA e GIl) a seis (SSR118, em todas as amostragens) amostras fora do
equilibrio. Além disso, todas as amostras, sazonais e populacionais, tiveram desvios
significativos nas frequéncias esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg,
variando de quatro (Gl e GP) a oito (GUA) loci fora do equilibrio (Tabela 02).

A heterozigosidade média observada (Ho) na andlise populacional foi de
0,5385 para o Parque e 0,5062 para o Guairaca, e a heterozigosidade média
esperada (He) foi de 0,8630 e 0,8654, respectivamente. Ja na analise sazonal, a Ho
variou entre 0,3443 e 0,5950 (primavera e inverno no Guairaca, respectivamente) e
a He variou entre 0,7846 e 0,8534 (primavera e inverno no Guairaca,

respectivamente). Em todas as amostras, He foi maior que Ho (Tabela 02).
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Tabela 01. Numero de alelos populacional e sazonal por locus de microssatélite

analisado nas populagdes de Drosophila mediopunctata coletadas na regido de

Guarapuava/PR
PMA GUA
Loci Sazonal Populacional Sazonal Populacional T%a;uzor
Inverno Primavera Total Inverno Primavera Total
SSR034 22 (02) 20 24 (11) 12 03 13 24
SSR041 05 05 05 (01) 08 (04) - 08 (04) 09
SSR057 08 08 (02) 11 (02) 08 03 09 11
SSR087 09 09 10 (02) 08 (01) 09 (02) 11 (03) 13
SSR095 13 16 (03) 18 (09) 08 (01) 04 10 (01) 19
SSR096 12 16 (03) 16 (04) 11 (01) 09 13 (01) 17
SSR099 10 (02) 08 (01) 11 (04) 06 05 07 11
SSR118 12 11 (01) 14 (01) 12 (03) 12 17 (04) 18
Média = 11,4 =~ 11,6 ~ 13,6 = 9,1 =~ 5,6 11 =~ 15,2

PMA: Parque Municipal das Araucarias; GUA: Guairaca. Entre parénteses estdo o niumero de alelos

exclusivos.
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Tabela 02. Frequéncias alélicas populacional e sazonal dos loci de microssatélites

analisados nas populagdes de Drosophila mediopunctata coletadas na regido de

Guarapuava/PR
LocilAlelos PMA GUA Pl PP Gl GP
SSR034 (n = 58) (n = 14) (n = 29) (n = 29) (n=12)  (n=02)
1 0,0517 - 0,0690 0,0345 - -
2 0,0431 - 0,0172 0,0690 - -
3 0,0345 - 0,0517 0,0172 - -
4 0,0517 0,1072 0,0863 0,0172 0,1250 -
5 0,0172 - 0,0345 - - -
6 0,0345 0,0714 0,0172 0,0517 0,0833 -
7 0,0431 0,0357 0,0172 0,0690 0,0417 -
8 0,0862 0,0357 0,0517 0,1208 0,0417 -
9 0,0345 0,0714 0,0345 0,0345 0,0833 -
10 0,0431 0,0357 0,0863 - 0,0417 -
1 0,0604 - 0,0517 0,0690 - -
12 0,0172 - 0,0172 0,0172 - -
13 0,0086 0,0357 - 0,0172 - 0,2500
14 0,0259 - 0,0172 0,0345 - -
15 0,0345 0,0357 - 0,0690 0,0417 -
16 0,0345 0,0357 0,0690 - 0,0417 -
17 0,0431 0,0714 0,0345 0,0517 0,0417 0,2500
18 0,0517 0,2143 0,0517 0,0517 0,2499 -
19 0,0517 0,1072 0,0172 0,0862 0,1250 -
20 0,0690 - 0,0345 0,1034 - -
21 0,0259 0,1429 0,0172 0,0345 0,0833 0,5000
22 0,0517 - 0,0863 0,0172 - -
23 0,0690 - 0,1034 0,0345 - -
24 0,0172 - 0,0345 - - -
SSR041 (n=49) (n=08) (n =30) (n=19) (n =08) (n=00)
1 - 0,3125 - - 0,3125 -
2 - 0,0625 - - 0,0625 -
3 - 0,0625 - - 0,0625 -
4 - 0,1250 - - 0,1250 -
5 0,1633 0,1250 0,2167 0,0789 0,1250 -
6 0,3980 0,1250 0,4167 0,3685 0,1250 -
7 0,2449 0,1250 0,2332 0,2632 0,1250 -
8 0,1531 0,0625 0,1167 0,2105 0,0625 -
9 0,0408 - 0,0167 0,0789 - -
SSR057 (n =57) (n=14) (n=29) (n=28) (n=10) (n=04)
1 0,0088 - - 0,0179 - -
2 0,0088 0,0714 0,0172 - - 0,2500
3 0,0088 0,0714 0,0172 - 0,1000 -
4 0,0526 0,2500 0,1034 - 0,1500 0,5000
5 0,1404 0,1072 0,2414 0,0357 0,1500 -
6 0,2193 0,1786 0,1897 0,2500 0,1500 0,2500
7 0,0965 0,0714 - 0,1964 0,1000 -
8 0,2719 0,0714 0,2069 0,3393 0,1000 -
9 0,0965 0,0714 0,1552 0,0357 0,1000 -
10 0,0614 0,1072 0,0690 0,0536 0,1500 -
11 0,0350 - - 0,0714 - -
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LocilAlelos _ PMA GUA PI PP €] GP
SSR087 (n =51) (n = 23) (n=24) (n=27) (n=10) (n=13)
1 0,0196 - 0,0208 0,0185 - -
2 0,0784 - 0,0208 0,1296 - -
3 0,1176 0,0216 - 0,2222 - 0,0385
4 0,0882 0,0435 0,0208 0,1482 0,0500 0,0385
5 0,1275 0,0870 0,1250 0,1296 0,1000 0,0769
6 0,2059 0,1739 0,2500 0,1667 0,1000 0,2308
7 0,1667 0,1522 0,2500 0,0926 0,1000 0,1922
8 0,1275 0,1957 0,2083 0,0556 0,1500 0,2308
9 0,0392 0,1304 0,0418 0,0370 0,3000 -
10 0,0294 0,0652 0,0625 - 0,1000 0,0385
11 - 0,0435 - - - 0,0769
12 - 0,0435 - - 0,1000 -
13 - 0,0435 - - - 0,0769
SSR095 (n = 53) (n=15 (n=30) (=23) (n=12) (n=03)
1 0,0094 - - 0,0217 - -
2 - 0,1333 - - 0,1667 -
3 0,0189 - - 0,0435 - -
4 0,0094 0,1000 - 0,0217 0,1250 -
5 0,0094 0,0333 0,0167 - - 0,1667
6 0,0473 0,0333 0,0500 0,0435 0,0417 -
7 0,0566 - 0,0333 0,0871 - -
8 0,0283 0,1333 - 0,0652 0,0833 0,3333
9 0,0189 0,1667 0,0333 - 0,2083 -
10 0,0849 0,0668 0,1167 0,0435 - 0,3333
11 0,0943 0,1000 0,1167 0,0652 0,0833 0,1667
12 0,1509 0,2000 0,2333 0,0435 0,2500 -
13 0,1509 - 0,1500 0,1522 - -
14 0,0849 - 0,0667 0,1087 - -
15 0,0660 - 0,0333 0,1087 - -
16 0,0849 - 0,0500 0,1304 - -
17 0,0473 - 0,0667 0,0217 - -
18 0,0283 0,0333 0,0333 0,0217 0,0417 -
19 0,0094 - - 0,0217 - -
SSR096 (n =51) (n=30) (n=22) (n=29) (=12) (n=18)
1 0,0098 - - 0,0172 - -
2 0,0098 - - 0,0172 - -
3 0,0196 0,0500 - 0,0345 0,1250 -
4 0,0196 0,0333 0,0227 0,0172 0,0417 0,0277
5 0,0490 0,0833 0,0682 0,0345 0,0833 0,0833
6 - 0,0168 - - 0,0417 -
7 0,1961 0,0833 0,1591 0,2241 0,1250 0,0556
8 0,0686 0,1000 0,0682 0,0690 - 0,1667
9 0,0589 0,0500 0,0682 0,0517 0,1250 -
10 0,0589 0,1833 0,0227 0,0862 0,1250 0,2222
11 0,0392 0,1333 0,0227 0,0517 0,1250 0,1389
12 0,1078 0,0500 0,0682 0,1380 - 0,0833
13 0,1176 0,1167 0,0909 0,1380 0,0417 0,1667
14 0,0980 0,0667 0,1818 0,0345 0,0833 0,0556
15 0,0589 - 0,0909 0,0345 - -
16 0,0686 0,0333 0,1364 0,0172 0,0833 -
17 0,0196 - - 0,0345 - -
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Tabela 02. Continuacao

LocilAlelos _ PMA GUA PI PP Gl GP
SSR099 (n = 27) (n=24) (n=13) (n=14) (n=06) (n=18)
1 0,0186 - - 0,0357 - -
2 0,0370 0,1875 0,0385 0,0357 0,2500 0,1667
3 0,1296 0,1250 0,2308 0,0357 - 0,1667
4 0,1852 0,3333 0,1537 0,2143 0,0833 0,4166
5 0,0370 0,0417 0,0769 - 0,1667 -
6 0,2963 0,1458 0,2308 0,3571 0,0833 0,1667
7 0,0556 0,1250 0,0385 0,0715 0,2500 0,0833
8 0,1481 0,0417 0,0769 0,2143 0,1667 -
9 0,0370 - 0,0385 0,0357 - -
10 0,0370 - 0,0769 - - -
11 0,0186 - 0,0385 - - -
SSR118 (n = 50) (n=32) (n=29) (n=21) (=13) (n=19)
1 - 0,0313 - - 0,0769 -
2 - 0,0156 - - 0,0385 -
3 - 0,0156 - - 0,0385 -
4 0,0200 0,0156 - 0,0476 0,0385 -
5 0,0200 - - 0,0476 - -
6 0,0300 0,0313 0,0172 0,0476 0,0385 0,0263
7 0,0800 0,1094 0,0690 0,0952 0,1923 0,0527
8 0,0800 0,0625 0,0690 0,0952 0,1538 -
9 0,0700 0,1094 0,0517 0,0952 0,1538 0,0789
10 0,1800 0,1249 0,1552 0,2144 0,0385 0,1842
1 0,1700 0,0625 0,1897 0,1430 0,0769 0,0527
12 0,1500 0,0469 0,1724 0,1190 - 0,0789
13 0,0800 0,0313 0,1034 0,0476 - 0,0527
14 0,0600 0,0938 0,0690 0,0476 0,0769 0,1053
15 - 0,0781 - - 0,0769 0,0789
16 0,0400 0,0313 0,0690 - - 0,0526
17 0,0100 0,1249 0,0172 - - 0,2105
18 0,0100 0,0156 0,0172 - - 0,0263
Ho 0,5385 0,5062 0,5783 0,4973 0,5950 0,3443
He 0,8630 0,8654 0,8461 0,8433 0,8534 0,7846
Po,ss 100 100 100 100 100 100
DFA - - L-sh L-sh L-sh L-sh

PMA = Parque Municipal das Araucarias; GUA = Guairaca; Pl = Parque Inverno; PP = Parque
Primavera; Gl = Guairaca Inverno; e GP = Guairaca Primavera; n = nimero de individuos; Ho =
heterozigosidade média observada; He = heterozigosidade média esperada; Py g5 = porcentagem de
loci polimorficos; DFA = Distribuicdo da frequéncia alélica. Os loci com frequéncias alélicas fora do
Equilibrio de Hardy-Weinberg estdo em negrito.
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A analise de bootleneck ndao mostrou sinal de excesso de heterozigotos pelos
testes realizados conforme esperado quando a populagao tenha sofrido um gargalo
de garrafa genético, pois quando uma populacédo passa por este evento, o niumero
de alelos diminui mais rapidamente que a heterozigosidade. Todas as amostras
sazonais mostraram a distribuicdo das frequéncias alélicas de acordo com o modelo
em “L” (L-shape), o que indica a presenca de poucos alelos com frequéncia alta e
muitos com baixa frequéncia, o padrao esperado quando o numero de alelos nao
diminui mais rapidamente do que a heterozigosidade (Tabela 2).

A estatistica F de Wright (Tabela 03) populacional resultou em deficiéncia de
heterozigotos estatisticamente significativa e muito alta tanto nas populagdes quanto

no total (Fis = 0,3963 e Fit = 0,4110, respectivamente), e a analise de diferenciagéo

mostrou ser baixa e estatisticamente significativa entre as populacdes (Fst

0,0243). A analise sazonal resultou num padrdao semelhante (Fis = 0,3908; Fit
0,4059; Fst = 0,0249).

A distancia (D) e a identidade (/) genética de Nei (1978) populacional (Tabela
04) foram de 0,2643 e 0,7677, respectivamente. A analise sazonal mostrou valores
para D entre 0,1558 (entre as duas amostras sazonais do Parque) e 0,5652 (entre
as duas amostras populacionais da primavera). Para /, os resultados mostraram um
padrdo semelhante e inversamente proporcional (menor / entre as duas amostras
populacionais da primavera — 0,5682, e maior / entre as duas amostras sazonais do
Parque — 0,8557). As distancias de Reynolds e colaboradores (1983) obtidas foram
baixas e mostraram o0 mesmo padrdo acima (Tabela 05), sendo a maior distancia
estimada entre as duas amostras populacionais da primavera (0,0363) e a menor
entre as duas amostras sazonais do Parque (0,0142).

Na andlise de agrupamento entre as amostras sazonais pelo método de
Neighbor-Joining (agrupamento dos vizinhos mais proximos) utilizando as distancias
de Reynolds e colaboradores (1983) pode ser observado que as amostras sazonais
de cada populagado apresentaram-se agrupadas mais proximamente, mostrando que
ha uma maior similaridade intrapopulacional do que interpopulacional, e que ha uma
maior diferenciacdo entre as amostras sazonais do Guairaca do que entre as

amostras do Parque (visualizada pelo comprimento dos ramos) (Figura 02).



20

Tabela 03. Estatistica F de Wright populacional e sazonal para oito loci de
microssatélites em duas populacbes naturais de Drosophila mediopunctata

coletadas na regido de Guarapuava/PR

Populacional

Loci Fis Fit Fst
SSR034 0,2435 0,2527 0,0122
SSR041 -0,0438 0,0610 0,1003
SSR057 0,4891 0,5001 0,0216
SSR087 0,5581 0,5574 -0,0017
SSR095 0,4243 0,4407 0,0285
SSR096 0,4610 0,4653 0,0081
SSR099 0,5096 0,5202 0,0215
SSR118 0,4792 0,4843 0,0098

Todos os loci 0,3963 0,4110 0,0243
I.C. 95%
Minimo 0,2677 0,2988 0,0096
Maximo 0,4947 0,5033 0,0478
Sazonal

Loci Fis Fit Fst
SSR034 0,2395 0,2500 0,0138
SSR041 - 0,0449 0,0023 0,0452
SSR057 0,4760 0,5007 0,0471
SSR087 0,5494 0,5609 0,0255
SSR095 0,4194 0,4353 0,0274
SSR096 0,4597 0,4642 0,0084
SSR099 0,5043 0,5187 0,0290
SSR118 0,4789 0,4826 0,0072

Todos os loci 0,3908 0,4059 0,0249
I.C. 95%
Minimo 0,2642 0,2857 0,0157
Maximo 0,4888 0,5023 0,0347

IC = intervalo de confianga ao nivel de significancia de 95%.
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Tabela 04. Distancia (D) e identidade (/) genética de Nei (1978) populacional e

sazonal entre duas popula¢des naturais de Drosophila mediopunctata coletadas na

regido de Guarapuava/PR. D abaixo da diagonal e / acima da diagonal

Populagoes Pl PP Gl GP
Pl o 0,8557 0,7318 0,6608
PP 0,1558 i 0,6431 0,5682
Gl 0,3123 0,4415 i 0,5861
GP 0,4143 0,5652 0,5343 e
Populagoes PMA GUA
PMA o 0,7677
GUA 0,2643 i

PMA = Parque Municipal das Araucarias; GUA = Guairaca; Pl = Parque Inverno; PP = Parque

Primavera; Gl = Guairaca Inverno; GP = Guairaca Primavera.
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Tabela 05. Distadncia de Reynolds e colaboradores (1983) sazonal entre duas

populacbes naturais de Drosophila mediopunctata coletadas na regido de

Guarapuava/PR
Populagoes Pl PP Gl GP
PP 0,0142 ok
Gl 0,0251 0,0243 ek
GP 0,0272 0,0363 0,0261 e

PMA = Parque Municipal das Araucarias; GUA = Guairaca; Pl = Parque Inverno; PP = Parque
Primavera; Gl = Guairaca Inverno; GP = Guairaca Primavera.
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GP

Gl

Pl

PP

Figura 02. Andlise de agrupamento Neighbor-doining utilizando distancia de
Reynolds e colaboradores (1983) para as amostras sazonais de
popula¢des naturais de Drosophila mediopunctata coletadas na regido de
Guarapuava/PR. PP = Parque Municipal das Araucarias — Primavera; Pl =
Parque Municipal das Araucarias — Inverno; GP = Guairaca — Primavera;

Gl = Guairaca - Inverno
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DISCUSSAO

O conhecimento da estrutura populacional é de grande importancia porque
pode afetar a interpretacédo da diversidade genética observada (EXCOFFIER, 2001,
BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002). Assim, a obtencdo de estimativas da
variabilidade genética e da diferenciagdo populacional € fundamental para
compreensdao das relagdes entre populacdes e representa uma ferramenta
importante para desenvolver estratégias de conservagao (ALMEIDA, 2007).

Tractz (2011) realizou uma analise da amplificacdo de 18 dos loci de
microssatélites descritos para Drosophila mediopunctata por Laborda e
colaboradores (2009b), sendo que estes loci foram escolhidos entre aqueles que
apresentaram amplificacao heteréloga e maior numero de alelos (LABORDA et al.,
2009a) para futuras analises destes em espécies do grupo guarani de Drosophila.
Entre os 18 loci analisados por Tractz (2011), os oito com melhor qualidade de
amplificacdo e visualizagdo no gel foram utilizados nas analises das duas
populacdes de D. mediopunctata

A selecao preliminar dos loci por Tractz (2011) resultou na obtencdo de um
alto numero médio de alelos (= 15) observados nas populagdes de Drosophila
mediopunctata analisadas neste trabalho quando comparado com o nimero médio
observado inicialmente no trabalho de descricido desses mesmos loci (= 6) de
Laborda e colaboradores (2009a). Este nimero médio foi maior também que o
detectado para microssatélites de outra espécie de Drosophila, D. antonietae,
coletada na regido de Mata de Araucaria do Parana em areas com vegetacao
xerofitica (4,67 — MACHADO et al., 2012). Esta diversidade foi também maior do que
a encontrada para alozimas em D. mediopunctata nas mesmas populacoes (PMA =
3,04; GUA = 2,69; CAVASINI, 2009). Recentemente, Machado e colaboradores
(2012) e Silva (2011) analisaram a variabilidade de alozimas de duas espécies de
um grupo irmao ao grupo tripunctata de D. mediopunctata, D. ornatifrons e D.
maculifrons do grupo guarani, € observaram um alto nimero de alelos para este
marcador nestas espécies (6,86 e 6,57, respectivamente), porém foram menores do
que os obtidos no presente trabalho.

A heterozigosidade média observada mostrou que ha uma alta variabilidade
genética (Ho = 0,5385 — PMA; Ho = 0,5062 — GUA) nas populacdes de Drosophila
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mediopunctata. No geral, estes valores foram mais altos que os relatados para
espécies nao cactofilicas (Ho = 0,160) e cactofilicas (Ho variando de 0,087 a 0,319)
de Drosophila, provenientes de ambientes que ndo sdo de Mata de Araucaria (dados
de alozimas de ZOUROS, 1973; JOHNSON, 1974; BARKER & MULLEY, 1976;
MORAES & SENE, 2002; MATEUS & SENE, 2007; MATEUS et al, 2010). A
heterozigosidade média observada neste trabalho para D. mediopunctata foi
superior também a obtida para a espécie cactofilica D. antonietae, coletada em Mata
de Araucaria da regiao de Guarapuava/PR (Ho = 0,4907, estimada por meio de loci
de microssatélites por Machado e colaboradores, 2012).

Os valores obtidos aqui foram também maiores que os observados nestas
mesmas populagcdes em estudo de alozimas de Cavasini (2009) (PMA — Ho = 0,232;
GUA — Ho = 0,202). Além disso, no estudo com alozimas de Cavasini (2009) foi
observada menor variabilidade genética para as populagdes do Guairaca quando
comparadas com as do Parque, também detectada neste trabalho.

A menor variabilidade genética observada para a populagdo de Drosophila
mediopunctata do Guairaca, estimada por meio de dois marcadores genéticos
diferentes, permite sugerir que embora esta area possua uma maior cobertura
florestal, aproximadamente quatro vezes maior, o Parque é mais heterogéneo em
relacao a tipos de habitats na sua composigdo quando comparado com o Guairaca,
podendo apresentar mais microhabitats, ampliando as oportunidades de nichos, e
assim, uma maior diversidade poderia ser mantida no Parque. Ainda, o Parque é
uma reserva ecoldgica desde 1991, portanto € uma éarea que é efetivamente
preservada e conservada, enquanto que no Guairaca existe uma grande atividade
antropica extrativista (erva-mate e pinhao), o que poderia afetar a distribuicao da
variabilidade genética neste local, explicando assim a menor diversidade observada
em comparacgao ao Parque. Contudo, ndo pode ser descartada a hipotese que as
diferengas na variabilidade genética observadas entre o Parque e Guairaca possam
ser devidas ao numero diferente de individuos coletados nestas populagbes, que
resultou em praticamente o dobro de amostras analisadas do Parque em relacéo as
analisadas do Guairaca (60 para PMA e 32 para GUA, neste trabalho; e 110 para
PMA e 47 para GUA, no estudo de isoenzimas de Cavasini, 2009), apesar do

esforco de coleta ter sido o0 mesmo em ambas as areas. Ou seja, a diferenca
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observada entre as populagbes pode ser devido a coleta e/ou ao tamanho
populacional.

A andlise da estatistica F de Wright mostrou que ha uma baixa diferenciagcéo
genética tanto populacional (Fst = 0,0243) quanto sazonal (Fst = 0,0249),
corroborada pelos valores obtidos para a distancia de Reynolds e colaboradores
(1983). Porém, apesar desta baixa diferenciagdo genética, foi encontrado um grande
numero de alelos exclusivos para cada uma das populagdes, o que indica que ha
uma certa restricdo ao fluxo génico e isolamento reprodutivo entre as mesmas,
podendo resultar num aumento da frequéncia de cruzamentos endogamicos,
confirmado pelos valores muito altos obtidos de Fis (0,3963 — populacional; 0,3908 —
sazonal), Fit (0,4110 — populacional; 0,4059 — sazonal), e também pelas diferencas
encontradas entre as heterozigosidades médias esperadas e observadas.

De acordo com Prout e Barker (1993), existem diversas razbes possiveis para
um Fis positivo, além da endogamia, tais como, acasalamentos preferenciais, alelos
nulos e efeito de Wahlund, e ainda alelos raros e selecao contra heterozigotos.
Dentre estes fatores, o mais provavel € a endogamia, uma vez que cruzamentos
preferenciais ndo tem sido observados em Drosophila (KELLY & NOOR, 1996;
MACHADO et al., 2002); alelos nulos parecem ndo afetar as analises de genética
populagbes com marcador microssatélite (MACHADO et al., 2010); alelos raros
tiveram frequéncia muito baixa nas amostras para serem considerados; nao deve
haver efeito de Wahlund em nossas amostragens uma vez que as coletas foram
realizadas em espagos de tempo distantes; e, por fim, os microssatélites sao
localizados preferencialmente em regides intergénicas, o que minimiza o efeito da
selecao natural neste marcador.

A analise de agrupamento Neighbor-Joining mostrou que ha uma proximidade
maior entre as amostras sazonais de cada populacdo, isto €, ha uma maior
similaridade intrapopulacional do que interpopulacional, o que seria esperado em
vista a restricdo ao fluxo génico detectada. Porém, nesta analise também foi
observado que ha uma maior diferenciagao entre as amostras sazonais do Guairaca
do que entre as amostras do Parque (visualizada pelo comprimento dos ramos), este
fato pode ser devido também a maior heterogeneidade de habitats e a menor

influéncia antrépica no Parque que no Guairaca.
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As distancias (D) e identidades (/) genéticas de Nei (1978) obtidas reforgcam o
isolamento entre as populacdes uma vez que os valores estimados para D estao
acima de 0,1 e de / estdo abaixo de 0,9. Segundo Avise e Smith (1977) e Thorpe
(1983), populagcdes da mesma espécie tendem a apresentar similaridades genéticas
(I de Nei) acima de 0,9 (e consequentemente D < 0,1), e espécies diferentes do
mesmo género tendem a apresentar valores de / entre 0,25 e 0,85 (0,16 < D < 1,39).
Portanto, existe uma diferenciacao real nas frequéncias alélicas entre as populaces
amostradas (pelos dados de alelos exclusivos e de distancia e identidade de Nei,
1978), porém esta nao esta refletida nos valores de Fst e a distancia de Reynolds e
colaboradores (1983), que estimam a diferenciacdo genética com base nas
heterozigosidades médias das populagdes. Wright (1978) observa, porém, que a
diferenciacao entre populagdes ndo €, de modo algum, insignificante, mesmo se o
Fst for tdo pequeno quanto 0,05 ou ainda menor.

Cavasini (2009), analisando a variabilidade alozimatica, destacou a existéncia
de estruturas subpopulacionais no Outono no Parque e na Primavera no Guairaca
para Drosophila mediopunctata, e propds que deve haver um aumento da
probabilidade da ocorréncia de deriva genética nestes periodos devido a um
“gargalo de garrafa” genético (bofttleneck) que deve ter ocorrido na estacao anterior
(verdao e inverno, respectivamente), e que, possivelmente, este seja um dos
principais processos evolutivos que levem a formagdo de estruturas
microgeograficas através do tempo nesta espécie. Neste trabalho, o teste do
“gargalo de garrafa” genético (CORNUET & LUIKART, 1996; LUIKART et al., 1999)
nao mostrou excesso de heterozigotos em nenhuma amostra sazonal analisada,
como seria esperado se alguma delas tivesse sofrido um processo desse tipo
recentemente. A diferengca encontrada para esta analise entre os diferentes
marcadores deve ser devido ao fato de ter sido encontrada uma relagdo importante
das alozimas com fatores abidticos (CAVASINI, 2009), o que nao seria esperado
para microssatélites uma vez que € considerado um marcador seletivamente neutro.

Assim, pode ser concluido que os dados obtidos neste trabalho mostram que
o Parque Municipal das Araucarias, uma unidade de conservacdo ambiental, apesar
de ser uma area de menor tamanho que o Guairaca, uma fazenda extrativista de
pinhdo e erva-mate, apresentou uma populagdo mais estavel geneticamente devido

a sua superior qualidade de preservacado e diversidade de habitats. Isto permite
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sugerir que estes fatores encontrados no Parque sdo mais importantes do ponto de
vista da conservagao genética para as popula¢des de Drosophila mediopunctata, do

que o tamanho da area.
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