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Resumo
O presente trabalho teve por objetivo avaliar a composicdo da fauna de drosofilideos
em uma area de Floresta Ombrdfila Mista, a fim de obter subsidios para entender o
efeito da fragmentacdo deste bioma sobre a biodiversidade deste grupo de insetos.
Além disso, pretende-se inferir aspectos sobre eventos histéricos e ecologicos
ocorridos em uma espécie cactofilica do cluster D. buzzatii, D. antonietae, o que pode
levar a uma melhor compreensdo sobre como ocorrem as especiacdes nas regides
tropicais e subtropicais. Os dados de ocorréncia de espécies, riqueza de espécies e
diversidade beta vertical e horizontal resultaram em uma grande contribuicdo para o
entendimento da dindmica das comunidades de drosofilideos de areas fragmentadas
de Floresta Ombrofila Mista da regido de Guarapuava, e pode servir de referéncia
futura para projetos de conservagdo da biodiversidade deste bioma, que estd em
intenso processo de degradacdo. Para D. antonietae, baixa diferenciacdo genética
entre as populacdes foi observada na Analise Regional, ndo havendo correlagédo
significativa entre as distancias genéticas e fisicas. Na Analise Macrogeogréfica, foi
encontrada uma diferenciacdo genética moderada, e indices de distancias genéticas
representativos desta diferenciacdo moderada. A distancia genética ainda evidenciou
como mais semelhantes as populagbes do alto e baixo da bacia, ficando mais
distantes as populagfes localizadas na por¢do média. Os dados de correlagdo entre
as distancias genéticas e fisicas, através do teste de Mantel, ndo foram significativos,
confirmando que ndo hé& correlacéo entre os mesmos. Assim, a homogeneidade e alto
indice de polimorfismo nas populagées naturais de D. antonietae devem ser devido de
uma manutencgéo de polimorfismos ancestrais compartilhados, com a atuagéo do fluxo
génico durante as expansfes e retragbes populacionais que ocorreram na histéria

evolutiva desta espécie.
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Abstract
This work aimed to evaluate the composition of the Drosophilidae fauna in an area of
Araucaria forest in order to obtain data to understand the effects of fragmentation of
this biome on the biodiversity of this group of insects. In addition, we intend to infer
aspects of ecological and historical events that occurred in a cactophilic species of the
D. buzzatii cluster, D. antonietae, which could shed light to better understand how
speciation occurs in the tropical and subtropical regions. The data on species
occurrence, species richness, vertical and horizontal beta diversity resulted in a high
contribution to comprehend the Drosophilidae community dynamics on fragmented
areas of Araucaria forest in the Guarapuava region, and will serve as a reference for
future projects regarding conservation of this biome biodiversity, which is under intense
process of degradation. For D. antonietae, low genetic differentiation among
populations was observed in the Regional Analysis, with no significant correlation
between genetic and physical distances. In the Macrogeographical Analysis, a
moderate genetic differentiation was found and the genetic distance index was
representative of the moderate differentiation. The genetic distance was more similar
between the populations located in the higher and lower portion of the basin, and the
populations located in the middle portion were more distant. The correlation between
genetic and physical distances, analysed through the Mantel test, was also not
significant, indicating no correlation between them. Thus, homogeneity and high
degree of polymorphism in natural populations of D. antonietae must be due to
maintenance of shared ancestral polymorphisms, and the gene flow should have acted
during the populations expansions and retractions that have occurred in the

evolutionary history of this species.
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INTRODUCAO

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior, que busca elucidar e melhor
compreender 0s processos evolutivos geradores e mantenedores da grande
diversidade da fauna em regibes neotropicais. Para isso, a busca de informacdes
sobre a sistemédtica, estrutura da comunidade, composicdo genética, distribuicdo
geogréfica, ecologia e comportamento de drosdfilas de ocorréncia nas formacoes
vegetais da América do Sul vém sendo realizada, e este organismo tem se mostrado
um importante modelo biol6gico para estudos evolutivos.

Mudancas climaticas globais, tais como glaciagfes e periodos interglaciais
com aquecimento global, possuem efeitos sobre a expansdo e/ou retragcdo dos
varios dominios morfoclimaticos vegetais da América do Sul, resultando em
fragmentacéo de habitats (Ab’Saber, 1977, 1992, 2000). Mais recentemente, 0
principal fator gerador de fragmentacdo de areas naturais tem sido o uso da terra, o
que ndo apenas resulta na diminuigcdo da cobertura vegetal como também em uma
assimétrica distribuicdo dos remanescentes, com tamanhos e formas variadas
(Didham et al., 1996). Geralmente, o desmatamento provoca a fragmentagédo de
areas continuas, gerando o aparecimento de verdadeiras ilhas de vegetacdo
isoladas umas das outras por areas cobertas com pastagens ou outro tipo de cultura
(Lovejoy, 1980).

A fragmentacdo de vegetacbes nativas, tanto por processos antrépicos
recentes quanto por expansdes e/ou retracdes histéricas, € um processo que gera a
perda da biodiversidade, podendo levar muitas espécies a extingdo. Varios sao os
mecanismos que levam a esse desbalangco. Os mais comuns sao aqueles
relacionados ao desenho do fragmento: area, formato e isolamento. A reducdo da
cobertura vegetal original pode provocar a eliminacdo de certas espécies
simplesmente por ndo haver mais espaco suficiente para acomodar todos os
individuos originalmente presentes (Preston, 1962). O formato do fragmento pode
implicar em aumento do "stress" ambiental, pela eliminagdo da protecéo
anteriormente oferecida pelas faixas marginais (Kapos, 1989; Kiviniemi, 2008). Além
disso, quanto mais isolado estiver o fragmento, isto €, quanto mais distante estiver
de uma &rea com vegetagdo similar, mais dificil sera o intercambio de espécies
entre os dois locais e também o fluxo génico entre populacdes da mesma espécie

(Brown e Kodric-Brown, 1977; Keller e Largiadér, 2003). Isso causaria redugdes no
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tamanho populacional podendo levar ao endocruzamento, o qual aumenta a
probabilidade de extingdo de populagbes (Frankham, 1995; O’'Grady et al., 2006).
Reducdes no tamanho populacional também levam a perda de variabilidade
genética, o que pode restringir a capacidade da populagdo de se adaptar a novas
condi¢gbes ambientais (Soulé, 1986; Caswell, 2001).

Na regido Sul do Brasil dois tipos de vegetagdo fragmentada sao
encontrados, resultante dos processos de fragmentagdo descritos acima: o Bioma
Floresta de Araucéria (Floresta Ombréfila Mista) e relictos de vegetagéo xerofitica. A
Floresta de Araucaria sofre, como todos os Biomas brasileiros, um processo
acentuado de fragmentacdo dada a utlizacdo dos espacos em atividades
agropecuarias e do avanco cada vez maior do entorno das cidades. Essa
diminuicdo drastica na cobertura vegetal desse bioma indica-o como é&rea de
extrema importancia biolégica, ficando evidente sua prioridade em pesquisas que
tratem da realizacdo de inventarios de suas espécies e do levantamento da
variabilidade genética de espécies encontradas em tais areas. Em 2002, o Ministério
do Meio Ambiente (MMA) criou um grupo de trabalho para propor medidas de
preservacdo e recuperacdo desse ecossistema em Santa Catarina. Apos um
levantamento de onde estdo e qual a situagéo dos remanescentes, a concluséo foi
qgue a Floresta Ombrofila Mista esta no fim e, se ndo for criada, imediatamente, uma
série de unidades de preservacdo, corre-se um grande risco de perder esse
ecossistema, uma vez que o0s raros remanescentes florestais nativos sdo de
dimensdes reduzidas, encontram-se isolados e com evidentes alteracdes
estruturais. A principal recomenda¢do do estudo foi criar um corredor ecoldgico
ligando as é&reas remanescentes de Santa Catarina e do Parana, através de
unidades de conservacdo de protecdo integral, associadas com Areas de
Preservagdo Ambiental (APAs) e Areas de Relevante Interesse Ecoldgico (ARIEs),
onde as atividades econdmicas sédo permitidas, mas devem seguir regras rigorosas.
Assim, ainda em dezembro de 2002, quatro areas no Parani e trés em Santa
Catarina foram consideradas éareas prioritarias para criagdo de unidades de
conservagéo: Agua Doce, Abelardo Luz e Ponte Serrada, em Santa Catarina, e, no
Parana, Tumeiras do Oeste, Candoi, Palmas e Guarapuava, a maior delas, com 120
mil hectares (fonte: Ministério do Meio Ambiente).

No caso da vegetacdo xerofitica, existe na América do Sul uma extensa area

no eixo nordeste-sudoeste, incluindo a Caatinga, o Cerrado e o Chaco, designada
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“diagonal seco”, e localizada entre as florestas tropicais Umidas Amazénica e da
Mata Atlantica (Prado e Gibbs, 1993). Os dominios morfoclimaticos da Caatinga e
do Chaco, juntamente com o litoral Caribenho da Colbmbia e da Venezuela,
apresentam alta densidade e diversidade de espécies de cactos (Hueck, 1972).
Contudo, dominios adjacentes, incluindo as Florestas de Araucaria, também contém
cactos em populagdes isoladas, principalmente em afloramentos rochosos e em
formagdes com substratos arenosos. Estas populagdes de cactos séo interpretadas
como remanescentes da retracdo da vegetagdo xerofitica nos periodos interglaciais
(Ab’Saber, 1977, 1992, 2000). De acordo com Ab’Saber (1977, 2000), a Caatinga e
0 Chaco se conectaram pelo menos 4 vezes durante o Quaternario devido as
glaciagcbes, periodos onde o clima era frio e seco. Ja nos periodos interglaciais, o
clima tornou-se gquente e umido, levando a retracdo das vegetacdes xerofiticas e a
expansdo das florestas tropicais. Como os cactos sdo bons indicadores de &reas
razoavelmente secas, sua distribuicdo € alterada com mudancgas climaticas.
Atualmente, a distribuicdo descontinua e o tamanho dos fragmentos de vegetacao
xerofitica sdo resultados ndo apenas dos ciclos paleoclimaticos, como também da
acdo antropica. Nesse contexto, € esperado que as espécies de Drosophila
associadas a estes cactos tenham seguido as expansdes e retracbes das areas
secas do paleoambiente, e suas estruturas populacionais reflitam tais alteragdes.

Alguns estudos tém inferido a possibilidade de se utilizar drosofilideos como
bioindicadores da qualidade e da diversidade do ambiente. Esses animais tém
capacidade de refletir mudancas ecoldgicas uma vez que espécies diferentes
apresentam diferentes exigéncias com relagdo a qualidade do ambiente (Ferreira e
Tidon, 2005; Mateus et al., 2006a), e a maioria das espécies possui limitada
capacidade de dispersédo (Markow e Castrezana, 2000). Mais recentemente, o
género Drosophila tem sido foco em estudos de Biodiversidade (van der Linde e
Sevenster, 2002; Tidon, 2006; Torres e Madi-Ravazzi, 2006; de Toni et al., 2007).
Esta utilizagdo tem sido baseada na grande diversidade, tanto morfolégica quanto
ecoldgica deste grupo de organismos. Neste sentido, esses insetos sdo apropriados
para estudos que envolvem abordagens ecoldgicas, biogeogréficas e evolutivas
relacionadas a mudancas historicas e recentes.

Dentro do aspecto histdrico, a espécie Drosophila antonietae € um bom
modelo de estudo por estar associado as ilhas de vegetagcdo xerofitica. Suas

populagbes sdo encontradas em éareas de ocorréncia do cacto Cereus
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hildmaniannus nas regides sul e sudeste do Brasil e ao norte da borda leste do
chaco argentino (Tidon-Sklorz e Sene, 2001). Monteiro (1997), através da analise da
morfometria do edeago, observou baixa diferenciacdo entre as populacdes de
Drosophila antonietae, sugerindo a existéncia de fluxo génico entre elas,
provavelmente devido ao fato delas ocorrerem ao longo dos cursos dos rios.
Também foi observado que quanto maior a disténcia entre elas ao longo dos rios
(distancia ecoldgica), maior a divergéncia morfolégica. O mesmo padrdo foi
observado para marcadores isoenzimaticos (Mateus e Sene, 2007). Andlises de
diferentes marcadores em Drosophila antonietae mostraram que as populagbes
desta espécie constituem um grupo bem definido que pode ter sofrido a acdo de
eventos de vicariancia e expansédo de suas populagdes (Manfrin et al., 2001; de
Brito et al., 2002; Machado et al., 2003; Mateus e Sene, 2003; Manfrin e Sene,
2006; Mateus e Sene, 2007). O estudo de novas &reas de ocorréncia desta espécie,
e a comparagdo destes dados com os demais publicados na literatura, possibilitaria
novas proposi¢cdes sobre a dinamica populacional e os processos evolutivos que
possam ser responsaveis pelo padrdo de similaridade encontrado nas populacdes
desta espécie.

O desenvolvimento da biologia molecular nas Ultimas décadas possibilitou a
mensuragdo da variabilidade genética em populagfes naturais diretamente do DNA
dos organismos, 0 que, associado a outras informagdes, constitui uma importante
ferramenta para a elucidagéo dos processos e mecanismos evolutivos geradores da
diversidade bioldgica. Dentre estas ferramentas, o marcador microssatélite, descrito
em 1987 (Litt e Luty, 1989; Weber e May, 1989; Tautz, 1989) vem sendo
amplamente empregado, principalmente devido a sua versatilidade de aplicagéo e
resolugdo para diferentes questdes bioldgicas, tais como, a avaliagdo do nivel de
diferenciacdo entre organismos, a genética e estruturacéo de populacdes, deteccao
de eventos ecoldgicos e evolutivos em populagcdes naturais, correlacdo de
comportamento de acasalamento com isolamento reprodutivo, avaliagdo de niveis
de fluxo génico, dispersdo de sementes e, ainda, introgressdo em populagdes
naturais de bioindicadores (Hutchison e Templeton, 1999; Chambers e Mac Avoy,
2000; Achmann et al., 2004; Franck et al., 2004; Gee, 2004; Patten et al., 2004;
Dieringer et al., 2005; Streiff et al., 2005; Selkoe e Toonen, 2006; Kimberly et al.,
2006, como exemplos).

A razdo para esta versatilidade de estudos est4d nas propriedades dos
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microssatélites: € um marcador codominante, altamente polimoérfico e distribuido
amplamente pelo genoma eucarioto, preferencialmente nas regides intergénicas,
podendo, deste modo, ser considerado seletivamente neutro. Assim sendo, este
marcador poderd auxiliar no entendimento da histéria evolutiva de D. antonietae

através da andlise genética e evolutiva de populagfes naturais desta espécie.
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OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar a composicdo da fauna de
drosofilideos em uma area de Mata Atlantica de interior (Floresta Ombrdfila Mista), a
fim de obter subsidios para entender aspectos relacionados com o efeito da
fragmentacdo deste bioma sobre a biodiversidade deste grupo de insetos. Além
disso, pretende-se inferir aspectos sobre eventos historicos e ecoldgicos ocorridos
em espécies cactofilicas do cluster D. buzzatii, o que pode levar a uma melhor
compreensdo sobre como ocorrem as especiacdes nas regides tropicais e
subtropicais, processo pelo qual a grande diversidade de fauna nestas regides €

gerada.
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MATERIAL E METODOS

Nesta dissertacdo, a pesquisa foi realizada a partir de duas frentes distintas,
0 que resultou em dois trabalhos, um com escopo ecolégico, e 0 outro, genético.
Cada um destes trabalhos apresenta metodologias peculiares. Portanto, as mesmas

serdo apresentadas apenas dentro de cada capitulo.



Programa de Pds-Graduacao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em dois capitulos, correspondentes aos

artigos cientificos:

Capitulo I:

“Diversidade alfa e beta da assembléia de drosofilideos de uma area alterada

do sul do Brasil”.

Capitulo II:

“Andlise da diversidade genética em Drosophila antonietae (Diptera;

Drosophilidae) através de DNA microssatélite”.
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CAPITULO I:

“Diversidade alfa e beta da assembléia de drosofilideos de uma

area alterada do sul do Brasil”

Deste capitulo serd submetido um artigo para publicagdo na revista Biodiversity and
Conservation (Qualis CAPES A2).
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RESUMO

A diversidade de insetos encontrada na regido neotropical é bastante
significativa. Os drosofilideos vém se apresentando como um grupo de grande
importancia para estudos ecoldgicos na regido neotropical, porém, sdo escassos 0S
estudos ecoldgicos em Florestas Ombréfila Mista. Assim, o presente estudo teve
como objetivos: ampliar o conhecimento sobre a composicdo de fauna de
drosofilideos em regido de Mata Atlantica; analisar espacialmente a diversidade de
drosofilideos em um fragmento de Floresta Ombréfila Mista do sul do Brasil;
investigar a riqueza e diversidade temporal de espécies de drosofilideos deste
fragmento, e; inferir aspectos ecoldgicos sobre a composicdo faunistica de areas
fragmentadas. Este trabalho foi realizado em um fragmento de Floresta Ombrofila
Mista em Guarapuava/PR (25° 28’ 67” S, 51° 87’ 62" O, 1.120 m de altitude). Foram
identificadas 1.608 moscas, pertencentes a 3 subgéneros, 13 grupos e 32 espécies
de Drosophila. Estas 32 espécies correspondem a 52% das ja descrita para Matas
de Araucéria. Foi verificagdo a ocorréncia de espécies dominantes em pequena
escala, e o elevado niumero de espécies raras. Nossos resultados de diversidade
beta, em estrutura vertical, n&o evidenciaram diferengcas significativas na
diversidade e abundancia de individuos entre os estratos. Dentro da estrutura
horizontal, houve uma diversidade significativamente indistinta, com similaridades
entre alguns pontos. Temporalmente o inverno foi a estagdo com maiores indices de
diferenciacédo, possivelmente devido ao frio rigoroso da regido. Nao foi possivel
diagnosticar preferéncia das espécies dentro do estrato vertical, assim como néo
houve um padréo de estratificacdo horizontal definido para espécies ou grupo de
espécies. Isto pode ser resultante da agdo de um processo de modificacdo devido a
intensa acdo antropica. Assim, este trabalho apresentou uma grande contribuicdo
para o entendimento da dindmica das comunidades de drosofilideos de é&reas
fragmentadas de Floresta Ombrofila Mista da regido de Guarapuava, e pode servir
de referéncia futura para projetos de conservagao da biodiversidade deste bioma,

que esta em intenso processo de degradagao.

Palavras chave: estrutura de comunidades, Drosophilidae, Floresta Ombrofila

Mista, biodiversidade, conservacao.
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INTRODUCAO

A diversidade de espécies presente nas florestas neotropicais é Unica em
relagdo a area geografica por elas ocupada (Mayr, 1963; Prance, 1982). Estes
ecossistemas neotropicais apresentam uma grande flexibilidade e alto potencial de
sustentacdo a permanente capacidade evolutiva desse vasto complexo de espécies,
populacdes e comunidades (Dumont, 2005).

A biodiversidade neotropical, resultado de milhdes de anos de evolugéao
continua e interacbes de espécies, populacdes, comunidades e ecossistemas
(Tundisi e Matsumura-Tundisi, 2008), assim como 0S processos que geram um grau
tdo alto de diversidade, ainda sdo pouco conhecidos. Porém, a regido neotropical
vem apresentando taxas de perda e destruicdo de habitats entre as mais altas do
mundo (Dobson, 2005).

Inserida na regido neotropical, a Mata Atlantica abriga, aproximadamente, 7%
de todas as espécies do Planeta. Com tamanha riqueza bioldgica e altos niveis de
ameaca, esse bioma foi considerado como um dos 25 hotspots mundiais, com
prioridade na conservacdo da biodiversidade (MMA, 2002). Segundo Margules e
Pressey (2000), uma das primeiras medidas recomendadas para um planejamento
conservacionista é a compilagédo dos dados da diversidade.

A diversidade bioldégica compreendida em multi-escala apresenta graus de
estrutura espacial nas comunidades, sendo estes definidos em termos de
diversidade alfa, beta e gama. A diversidade alfa foi identificada como a diversidade
dentro do habitat. A diversidade gama representa a diversidade total de uma regiéo,
incluindo varios habitats. E a diversidade beta foi utilizada para descrever as
diferencas entre as diversidades alfa e gama (MacArthur, 1965; Whittaker, 1972). A
diversidade, em seus graus (alfa, beta e gama), somada a variacdo ao longo do
tempo, constituem fontes importantes para uma melhor compreenséo dos processos
qgue a regulam (Schluter e Ricklefs, 1993).

Diversas informagdes essenciais para o estudo de populagbes naturais tém
sido obtidas através dos padrdes espaciais de distribuicdo dos organismos,
expressos em dimensdo tanto vertical quanto horizontal (Tidon-Sklorz e Sene,
1987). Smith (1973) evidenciou que héa vérias camadas ou estratos de plantas em
um ecossistema florestal, cada uma caracterizada por um grupo de espécies,

resultando em estratificagdo de microclima e, assim, 0s recursos alimentares e a
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comunidades faunisticas também se apresentam de maneira caracteristica em cada
estrato. Nesta dimensdo estratificada é possivel observar uma tendéncia do
ambiente fisico de dossel, em florestas fechadas, apresentar uma maior
heterogeneidade vertical e relativa homogeneidade horizontal. Nas florestas com
brechas e regides de borda o ambiente fisico apresenta um padréo tridimensional
mais complexo (Young e Mitchell, 1994). Desta forma, a heterogeneidade e
complexidade ambiental s&o fatores importantes para determinagéo da composigéo
da comunidade, sendo a variacdo espacial, em relagdo a abundancia de espécies,
fundamental para a compreenséo da dindmica de comunidades (Wala et al., 2004).

Além das variagbes estruturais, as populacdes em si sdo entidades em
estado de mudanca e a sazonalidade de cada espécie reflete um longo e continuo
processo de adaptacdes as condigBes climaticas, sendo que as variaveis sazonais
podem ser criticas na flutuagé@o populacional (Brncic et al., 1985).

No estudo “Avaliacdo e Identificacdo de Areas e Agbes Prioritarias para
Conservacao”, realizado no Brasil pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2002),
na regido Sul as Florestas de Araucaria (Floresta Ombrdfila Mista) sdo as areas
mais atingidas e estdo seriamente ameacadas. Este bioma esta inserido no dominio
Mata Atlantica e constitui uma das principais fitofisionomias da Regido Sul do Brasil,
contendo uma das mais altas biodiversidades do planeta (Myers et al., 2000).
Anteriormente ao intenso processo exploratério ocorrido nas ultimas décadas, a
Floresta de Araucaria ocupava cerca de 30% do territério brasileiro, porém,
encontra-se restrita a menos de 3% da &rea original (Leite e Klein, 1990). No Estado
do Parana, a area de cobertura ndo soma 1% do florestamento original (Castela e
Britez, 2004). O desmatamento gerou fragmentagdo da mata antes continua,
resultando em ilhas de mata isoladas por areas cobertas por pasto e culturas de
interesse econdmico de outros tipos. A fragmentagéo florestal tem sido evidenciada
como uma das maiores ameacas a biodiversidade, pois causa desbalango nas
comunidades, gerando desde redugdo no numero de individuos até perda de
espécies (Lovejoy, 1980; Turner, 1996; Harrison e Bruna, 1999; Chapin Ill et al.,
2000). Abundancia e riqueza especifica, assim como a distribuicdo e interagdo entre
as espécies, também sao alteradas em resposta a fragmentacdo e remocédo de
habitats (Murcia, 1995; Tocher et al., 1997; Alford e Richards, 1999).

A regido de Guarapuava € classificada como de extrema importancia

biol6gica no que se refere a comunidade de invertebrados. Os estudos com este



13

Programa de Pds-Graduacao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

grupo de organismos foram realizados de forma a avaliar apenas quantitativamente
em termos de area remanescente dos biomas. A diversidade biol6gica em si nao foi
mensurada nestas regides, apresentando um escasso conhecimento dos
invertebrados do bioma Mata Atlantica, sendo este imprescindivel para acfes
conservacionistas efetivas (MMA, 2002).

A diversidade de insetos encontradas na regido neotropical é bastante
significativa (Valente e Araujo, 1991). Dentre os insetos, a familia Drosophilidae
apresenta 3.800 espécies distribuidas em 65 géneros até agora descritos (Béchli,
2010). Constitui um taxon amplamente estudado nos mais diversos niveis do
conhecimento, principalmente com relacdo as moscas do género Drosophila (Tidon,
2006), que apresentam uma grande quantidade de informagBes disponiveis
(Grumbling e Strelets, 2006; Bachli, 2010). Desta forma, os drosofilideos vém se
apresentando como um grupo de grande importancia para estudos ecoldgicos na
regidao neotropical (Dobzhansky e Pavan, 1950; Pavan, 1959; Sene et al., 1980;
Bizzo e Sene, 1982; Vilela et al., 1983; Powell, 1997; Tidon, 2006; da Mata et al.,
2008). Porém, sdo escassos os estudos ecoldgicos em Florestas Ombrofila Mista
(Saavedra et al., 1995).

Assim, o presente estudo teve por objetivo: (1) ampliar o conhecimento sobre
a composicdo de fauna de drosofilideos em regido de Mata Atlantica; (2) analisar
espacialmente a diversidade de drosofilideos em um fragmento de Floresta
Ombrdfila Mista do sul do Brasil; (3) investigar a riqgueza e diversidade temporal de
espécies de drosofilideos deste fragmento, e; (4) inferir aspectos ecoldgicos sobre a

composicao faunistica de areas fragmentadas.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As coletas foram realizadas em uma fazenda na regido de Guarapuava,
Parand - Brasil, denominada Fazenda Rio do Pogo (25° 28’ 67" S, 51° 87’ 62" O,
1.120 m de altitude). A regido apresenta clima subtropical dmido com invernos
caracterizados por periodos com geadas intensas. A temperatura média anual é de
16,8°C, com média méaxima 36°C e minima de 6,8°C. Esta fazenda apresenta
afloramentos rochosos e fragmentos de Floresta Ombréfila Mista, localizada dentro
da bacia do Rio Iguagu, no vale do Rio do Pogo. O fragmento estudado tem uma
borda mais antiga, na divisa da fazenda, e outra mais recente, ao lado da area de
cultivo de graos (Figura 1). A regido € composta por 48 ha, com Floresta Ombréfila

Mista permeada por areas de regido xerofitica e cultura de graos.

Coleta das Amostras

As coletas ocorreram durante as quatro estagdes do ano (Inverno:
Agosto/2004; Primavera: Novembro/2004; Ver&o: Fevereiro/2005; e Outono:
Abril/2005). Foram utilizadas 10 armadilhas fechadas (tipo robot), distribuidas em
cinco pontos equidistantes 10 m, perfazendo uma transecgéo no sentido da borda
recente & borda antiga, passando pelo interior da mata, os pontos foram
denominados de P1 na borda recente seguindo respectivamente até o P5 na borda
antiga. As armadilhas foram instaladas a 1,5 m e também a 6,5 m do solo, que
corresponde ao limite do dossel nos fragmentos desta regiéo.

As armadilhas contendo as iscas de banana com laranja e fermento
biologico, permaneceram durante trés dias na mata conforme metodologia de Sene
et al. (1981). Posteriormente, os adultos, coletados diretamente das armadilhas,
foram transferidos para tubos de excursdo contendo meio de cultura, sendo que
estes foram etiquetados, acondicionados e transportados até o laboratorio. Todos os
individuos coletados foram identificados até o nivel especifico utilizando chaves de
identificacdo existentes na literatura (Freire-Maia e Pavan, 1949; Frota-Pessoa,
1954).
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo. Em A, o fragmento florestal estudado; B,
borda antiga do fragmento; letra C area de cultivo e a por¢do hachurada consta de

areas xerofiticas.
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Andlise estatistica

Diversidade Gama (y): A abundancia total (A) das espécies foi calculada através da

contagem do numero de individuos por espécie e ranqueada da maior para a menor
abundancia, conforme descrito por Whittaker (1965). Foram avaliadas também,
conforme Palma (1975), a frequéncias de ocorréncia (FO) das espécies e suas

dominancias (D), conforme segue:

NCi

FO =—x100
NA
onde: NCi = numero de coletas com a espécie i; NA = ndmero de
amostragens.
D—Ai 100
= A X

onde: Ai = abundancia da espécie i; A = abundancia total.

De acordo com os resultados para FO, as espécies puderam ser classificadas
como primérias (FO > 50%), secundérias (50% > FO > 25%), e acessorias (FO <
25%). Para Dominancia (D), as espécies puderam ser classificadas como
dominantes — d (D > 5%), acessorias — ¢ (5% > D > 2%), e acidentais — a (D < 2%).

Para calculo da diversidade regional (y) da regido do Rio do Poco, foi
utiizado o indice de Shannon-Winner (H). O indice de Jackknife (Heltshe e

Forrester, 1983) foi usado para estimar a riqueza de espécies para esta regido.

Diversidade Alfa (a): a abundéancia total (A) e a frequéncia de ocorréncia (FO) das

espécies também foram analisadas ao longo do tempo, isto é, nas diferentes
estacdes (dimensado temporal). E também no espaco, considerando duas alturas na
mata: 1,5 e 6,5 m. E ainda entre os 5 pontos da transecc¢éo (dimensé&o espacial).
Utilizando-se o indice de Shannon-Winner (H’), foi calculada a diversidade
alfa para cada estacéo e para cada estrato, e com os indices de Margalef (Dyg) € de
Pielou (J%), as riquezas e as equitabilidades locais, de acordo com o descrito por
Ludwig e Reynolds (1988). Posteriormente, foi aplicado um Teste-t para verificar se

houve diferenga entre os valores de Shannon-Wiener (Magurran, 2004).
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Diversidade Beta (B): o indice de Jaccard foi utilizado para medir a similaridade

entre as estacdes com relacdo a presenca e auséncia de espécies (Ludwig e
Reynolds, 1988). As mudancas na composicado das espécies entre as estacdes, e
entre os pontos no espago, foram analisadas a partir dos dados de abundéncia das
espécies, utilizando o coeficiente de distancia de Bray-Curtis e o método de
agrupamento UPGMA (Ludwig e Reynolds, 1988).

O coeficiente cofenético de correlacdo foi calculado para determinar o nivel
de adequacdo dos dendogramas obtidos. As matrizes de similaridade foram
comparadas através do teste de Mantel, utilizando o programa NTSYS. O programa
NCSS 2007 foi utilizado para realizar a andlise de correspondéncia, visando avaliar
a similaridade na distribuicdo das espécies entre as estacdes, e se houve

preferéncia de alguma espécie por alguma das estagdes.

RESULTADOS

Diversidade gama

Foram identificadas 1.608 moscas, pertencentes a 3 subgéneros, 13 grupos e
32 espécies de Drosophila (Tabela 1). A abundéancia total de individuos (por espécie)
pode ser observada na Figura 2. A espécie mais abundante e com maior freqiéncia
de ocorréncia foi Drosophila simulans, seguida por D. montium, D. polymorpha e D.
mediostriata. Essas espécies também foram dominantes. As espécies consideradas
acessorias foram D. maculifrons, D. mercatorum, D. neocardini e D. bromelioides.
As outras 24 espécies (76% do total) foram acidentais (Tabela 1).

Das 32 espécies, sete foram consideradas primérias (21%) pela frequéncia
de ocorréncia (Tabela 1), sendo elas dominantes e acessoérias, com excec¢do de
Drosophia cardini, D. guaru e D. antonietae.

A diversidade regional (y) do Rio do Pocgo foi de H' = 0,962 e a riqueza

estimada (pelo método Jackknife) foi de 39,8 (limite de confianca de 95%).
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Tabela 1. Abundéancia absoluta das espécies (A) na Fazenda do Rio do Po¢o/PR. D = indice de

dominancia com respectivas classificacdes: a = espécies acidentais; ¢ = espécies acessorias; d

= espécies dominantes. FO = frequiéncia de ocorréncia (em %) com relag&o ao total.

Espécie A D FO Espécie A D FO
Subgénero Dorsilopha Continuacéo
D. busckii 18 a 50 D. immigrans 6 a 25
Subgénero Drosophila - Grupo D. repleta

- Grupo D. annulimana D.antonietae 23 a 75
D. annulimana 2 a 25 D. hydei 3 a 25
D. ararana 1 a 125 D. fascioloide 3 a 25

- Grupo D. bromeliae D. mercatorum 58 c 875
D. bromelioide 48 c 375 D. senei 12 a 25

- Grupo D. canalinea D. onca 1 a 13
D. canalinea 5 a 38 - Grupo D. tripunctata

- Grupo D. cardini D. mediostriata 96 d 100
D. cardini 19 a 75 D.mediopunctata 18 a 25
D. neocardini 55 c 625 D. prosimilis 3 a 25
D. polimorpha 183 d 100 - Grupo D. caponei

- Grupo D. coffeata D. caponei 3 a 13
D. fumosa 13 a 50 Subgénero Sophophora

- Grupo D. dreyfusi - Grupo D. melanogaster
D. camargoi 26 a 50 D. ananassae 3 a 25

- Grupo D. guarani D. simulans 484 d 100
D. guaraja 5 a 13 D. montium 429 d 75
D. guarani 7 a 375 - Grupo D. saltans
D. maculifrons 59 c 50 D. prosaltans 10 a 375
D. ornatifrons 2 a 25 D. sturtevanti 3 a 13
D. guaru 8 a 625 - Grupo D. willistoni

- Grupo D. immigrans D. willistoni 2 a 13




19
Programa de Pds-Graduacao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

500 -
450
400
350
300 |
250 -
200 1
150 1
100 1

50 1

Abundancia

1 2 3 456 7 8 910111213141516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Espécies

Figura 2. Plotagem da abundéancia absoluta (A) de espécies de drosofilideos. 1.
Drosophila simulans; 2. D. montium, 3. D. polymorpha, 4. D. mediostriata, 5. D.
maculifrons, 6.D. mercatorum,7. D. neocardini, 8. D. bromelioides, 9. D. camargoi,
10. D.antonietae, 11. D. cardini, 12. D.mediopunctata, 13. D. buscki, 14. D.
prosaltans, 15. D. fumosa, 16. D. senei, 17. D. guaru, 18. D.guarani, 19. D. imigrans,
20. D.guaraja, 21. D. canalinea, 22. D. hydei, 23. D. fascioloide, 24. D. prosimilis, 25.
D. caponei, 26. D. ananassae, 27. D. sturtevanti, 28. D. annulimana, 29. D. willistoni,

30. D. ornatifrons, 31. D. ararana, 32. D. onca.
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Diversidade alfa (a)

Dimenséo espacial: a frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies nos dois estratos

(1,5 m e 6,5 m) pode ser observada na Figura 3. A maior riqueza (Dug = 10,09) foi a
6,5 m, e a menor & 1,5 m (Dvg = 8,86). A equitabilidade a 1,5 m foi de 0,592 e a 6,5
m de 0,561. Nao houve diferenga significativa entre as diversidades encontradas
nos dois estratos (ANOVA: F = 0,047, df = 4,77, p= 0,836) e dentro de cada estrato
(Teste de Tukey: 1,5 m = 0,833 e 6,5 m = 0,307). A diversidade (H’) foi
estatisticamente semelhante entre as duas alturas, com H'; 5 = 0,848 e H's 5 = 0,828.

Analisando cada ponto de coleta separadamente, das 32 espécies
registradas, 9 foram comuns a todos eles. A abundancia total de cada ponto pode
ser observada na Tabela 2, assim como o indice de diversidade e riqgueza. Obteve-
se equitabilidades (J’) semelhantes nos trés pontos centrais da mata, e o menor
indice encontrado foi para a borda antiga da mata (ponto 5), o qual apresentou,
juntamente com o ponto 2, as maiores indices de riqueza de espécies (Tabela 2). A
menor rigueza ocorreu no ponto 4. Os indices de diversidade foram estatisticamente

semelhantes nos cinco pontos amostrados (Tabela 2).

Dimenséo temporal: do total de espécies amostradas, quatro espécies ocorreram

nas quatro estagdes do ano; Drosophila simulans (FO = 100%), D. polimorpha (FO =
100%), D. mercatorum (FO = 88%) e D. antonietae (FO = 75%). As espécies
Drosophila ananassae (FO = 25%), D. ararana (FO = 13%), D. caponei (FO = 13%)
e D. sturtevanti (FO = 13%) ocorreram apenas no verdo, periodo de maior
abundancia de individuos, com riqueza de 4,97 (Tabela 2). No inverno ocorreram
apenas 10 espécies (Dyg = 4,17) e 0 segundo maior numero de individuos (433). A
riqueza de espécies foi maior na primavera (Dyg = 8,28), sendo registradas 19
espécies, e a abundancia a mais baixa (149 individuos). Drosophila prosimilis (FO =
25%) foi capturada somente nesta estagdo. No outono foram capturados 366
individuos, distribuidos em 18 espécies (Dvg = 6,63). Drosophila mediopunctata (FO

= 25%) foi capturada apenas neste periodo.
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Figura 3. Frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies em dimensdo espacial

estratos verticais nas duas diferentes alturas (1,5m e 6,5m). 1. D. busckii, 2, D.

annulimana, 3. D. ararana 4. D. bromelioide, 5. D. canalinea, 6. D. cardini, 7. D.

neocardini, 8. D. polimorpha, 9. D. fumosa, 10. D. camargoi, 11. D.guaraja, 12. D.

guarani, 13. D. maculifrons 14. D. ornatifrons, 15. D. guaru, 16. D. imigrans, 17. D.

antonietae, 18. D. hydei, 19. D. fascioloide, 20. D. mercatorum 21. D. senei, 22. D.

onca, 23. D. mediostriata, 24. D. mediopunctata, 25. D. prosimilis, 26. D. caponei,

27. D. ananassae, 28. D. simulans, 29. D. montium, 30. D. prosaltans, 31. D.

sturtevanti, 32. D. willistoni.
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Tabela 2. Diversidade alfa espacial. Valores de abundancia total (A), diversidade
(H’), riqueza (Dwmg) € equitabilidade (J’) para cada um dos 5 pontos amostrados (P1,
P2, P3, P4 e P5) e também para as 4 estacdes (inverno, primavera, verao e outono).
A H' Dmg J

P1 306 0,648 8,05 0,497

P2 293 0,695 8,92 0,517

P3 335 0,698 6,73 0,568

P4 298 0,631 5,66 0,549

P5 373 0,617 8,94 0,452

Inverno 433 0,372 4,17 0,344

Primavera 149 0,948 8,28 0,741

Verdo 660 0,762 4,97 0,545

Outono 366 0,868 6,63 0,692
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A diversidade (H’) entre as estagbes pode ser observada na Tabela 2. As
maiores rigueza e equitabilidade ocorreram na primavera, e as menores no inverno.
Uma oscilagcdo na diversidade foi observada entre as estacdes, porém ela nao foi
significativa (ANOVA: F= 8,109, df = 2,164 e p = 0,099). Diferenca estatisticamente
significativa entre a diversidade das estagOes foi detectada apenas entre a

primavera e o inverno (Teste de Tukey: p = 0,03998; Tabela 3).

Diversidade Beta (8)

Dimenséao espacial (Figura 4): o dendograma de dissimilaridade, obtido utilizando o

coeficiente de Bray-Curtis, demonstrou que o ponto 5 (borda antiga) apresenta-se
isolado dos pontos 1 e 2 (borda recente do fragmento) e 3 e 4 (parte central do

fragmento), que mostraram-se mais préximos entre si (r = 0,85).

Dimensédo temporal (Figura 5): a maior similaridade encontrada com relacdo a

abundancia, através do coeficiente de Bray—Curtis, ocorreu entre a primavera e o
outono. Por outro lado, o inverno foi a estacdo que apresentou a maior
dissimilaridade (r = 0,80). Estes resultados foram corroborados pela analise de
correspondéncia de espécies entre as estacdes (Figura 6) e pelo indice de Jaccard
(Tabela 4).

DISCUSSAO

Segundo Nascimento e Laurance (2006), os efeitos de borda e de &area séo
0s mais importantes fatores que levam as mudangas em comunidades
fragmentadas, sendo que quanto menor o tamanho do fragmento florestal maior é a
razdo borda/drea, o que torna os fragmentos mais sujeitos aos efeitos de borda
(Zuidema et al., 2006). Para dimensionar os efeitos de fragmentacéo, trabalhos com
insetos tém sido feitos considerando regides de floresta n&o perturbadas e
fragmentos florestais com maior grau de perturbagdo (Brown e Kodric-Brown, 1977;
DeVries et al., 1999; Tanabe, 2002; Tidon, 2006; de Toni et al., 2007; da Mata et al.,
2008; Jones et al., 2008).
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Tabela 3. Teste de Tukey comparando a diversidade das esta¢des do ano. *p < 0,05.

Inverno Primavera Verdo Outono

Inverno 0 0.03998* 0.1298 0.06423

Primavera 6.171 0 0.5553 0.9265

Veréo 4.178 1.993 0 0.8485
Outono 5.321 0.8509 1.142 0




25
Programa de Pds-Graduacao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

P1

P2

|

P4

P5

794 123 T awas2 T arge ol
Coeficiente

Figura 4. Dendograma de dissimilaridade de Bray-Curtis entre os pontos, desde o
Ponto 1 (P1), na borda recente, até o ponto 5 (P5), na borda mais antiga do

fragmento, passando pelo interior do fragmento.
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Figura 5. Dendograma de dissimilaridade de Bray-Curtis entre as estac¢des.
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Figura 6. Analise de correspondéncia de espécies para as 4 estacdes.
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Tabela 4. indice de Similaridade, Jaccard (J), entre as estacdes do ano.

Inverno Primavera Verdo Outono

Inverno Fkokok
Primavera 0.409 ks
Verdo 0.276 0.419 ko
Outono 0.304 0.480 0.433 *hAE

28
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Considerando a regido em estudo, suas peculiaridades climaticas e
geogréficas, ndo restaram regifes onde a mata tenha permanecido sem algum grau
de perturbacdo por uso agricola e outras atividades antropicas, realcando a
necessidade de estudos que possibilitem estratégias de conservacéo. Desta forma,
o levantamento de drosofilideos possibilitou uma avaliacdo do fragmento de acordo
com padrdes jé descritos.

As 32 espécies amostradas correspondem a 52% das espécies ja descrita
para Matas de Araucaria, segundo levantamento feito por Chaves e Tidon (2008).
Nove espécies ndo detectadas anteriormente em Matas de Araucaria (Chaves e
Tidon, 2008) foram encontradas neste trabalho: Drosophila canalinea, D. caponei; D.
annulimana; D. camargoi; D. guaru; D. senei; D. hydei; D. prosimilis; D. neocardini.
Dentre estas, Drosophila neocardini apresentou-se como uma das 4 espécies
dominantes, sendo esta espécie observada por Vilela et al. (2002) como tendo
ocorréncia no estado do Parang, porém em outro dominio florestal.

A verificac@o de ocorréncia de espécies dominantes em pequena escala, e o
elevado numero de espécies raras, estdo de acordo com dados da regido
levantados por Morato e Campos (2000), Buschini et al. (2006), Loyola e Martins
(2006) e Buschini e Woiski (2008) em estudos com abelhas, por Torres e Madi-
Ravazzi (2006) e Cavasini (2009) para drosofilideos de Floresta Ombrofila Mista, e
por Lucky et al. (2002) para coleOpteros. Mateus et al. (2006a), analisando a
composicdo da comunidade de drosofilideos presente em vegetacdes xerofiticas,
obtiveram, pelo indice de constancia de espécies, uma menor porcentagem para
espécies acidentais, e maior para dominantes. indices distintos dos nossos foram
utilizados para tais andlises, porém em relagdo a avaliagdo de abundancia, os dados
de Mateus et al. (2006a) possuem a mesma propor¢do de poucas espécies
abundantes. Nossos dados apresentam duas espécies do grupo D. repleta como
primarias em frequéncia de ocorréncia (Tabela 1), provavelmente devido a
proximidade de uma &rea xerofitica ao local de coleta. Possivelmente, as diferencas
encontradas com os dados de Mateus et al. (2006a) ocorram devido ao distinto
dominio florestal estudado, pois pela presenca de espécies cactéfilas, como do
grupo D. repleta, as comunidades xerofiticas possivelmente apresentam a
ocorréncia mais homogénea de espécies compativeis com esse dominio.

A ocorréncia de riqueza de espécies abaixo do esperado pode ser reflexo de

vérios fatores que influenciam este indice, entre eles o esfor¢co amostral. Outro fator
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importante € a questdo da complexidade estrutural da vegetagdo. Em formigas da
regido tropical, por exemplo, a rigueza de espécies € menor em ambientes
homogéneos, com baixa complexidade estrutural, quando comparada a de
ambientes heterogéneos, com alta complexidade vegetacional (Matos et al., 1994).
Young e Mitchell (1994) evidenciaram uma tendéncia do ambiente de dossel em
florestas fechadas apresentar uma maior heterogeneidade vertical e relativa
homogeneidade horizontal, e florestas com brechas e regides de borda apresentar
um padrdo tridimensional mais complexo, como seria 0 caso da area estudada no
presente trabalho. Para regibes temperadas, estudos com drosofilideos
evidenciaram esse mesmo tipo de distribui¢c&o vertical, com ocorréncia preferencial
no dossel, com algumas espécies restritas a esse ambiente (Shorrocks, 1975;
Lumme et al., 1979; Beppu, 1985; Toda, 1986; Tanabe, 2002). Em regifes tropicais
e subtropicais, a estratificacdo vertical de drosofilideos tem sido pouco estudada
(Tidon, 2006). Dados de Tidon-Sklorz e Sene (1992) para o Brasil verificaram que as
populacdes de Drosophila distribuem-se em agregados, que variam em tamanho e
localizagdo ao longo do ano. Walla (2004), em estudos com borboletas em regiédo
tropical, juntamente com DeVries e Walla (2001), encontraram que nem
perturbacdes em pequena escala, nem as flutuacbes temporais, influenciaram
significativamente a abundancia dos individuos em estrutura vertical bem definida.

Nossos resultados de diversidade beta, em estrutura vertical, néo
evidenciaram diferengas significativas na diversidade e abundancia de individuos
entre os estratos. Foi possivel verificar uma oscilagdo da frequiéncia de ocorréncia
(Figura 3), com apenas espécies acidentais ocorrendo peculiarmente em algum dos
estratos. Walla (2004), em estudos com borboletas para regido tropical em
ambientes tanto alterados quanto conservados, também n&o encontrou
estratificagcdo vertical significativa em estudo comparativo de ambientes com
amostras amplas em tempo e espagco e amostragens de curto periodo e pequeno
tamanho amostral. De acordo com Tidon (2006), a estratificacéo de ocorréncia de
drosofilideos & decorrente dos diversos microhabitats gerados desde o subbosque
até o dossel da floresta, porém nossa area em estudo, assim como os fragmentos
subjacentes a regiao, ndo ultrapassa 10m de altura, com clareiras evidentes, além
de ampla borda.

Nossos dados ainda constataram que, dentro da estrutura horizontal, houve

uma diversidade significativamente indistinta, com similaridades entre alguns pontos
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(Figura 4). Associagéo entre os dois pontos da borda recente (ponto 1 e ponto 2) e
os dois pontos do centro da mata (ponto 3 e ponto 4) foi observada. Estas
associagdes néo foram claras quando se observam somente os indicies de riqueza
e diversidade. Porém, a ocorréncia exclusiva, mas de forma acidental, das espécies
Drosophila cardini e D. canalinea nestes pontos da borda recente do fragmento
pode ter levado a tal associagdo. Drosophila cardini é rara em ambientes de floresta
e comum em ambientes abertos (Tidon-Sklorz e Sene, 1999; Medeiros, 2000) e
possui baixo indice de vulnerabilidade (Chaves e Tidon, 2008), e D. canalinea é
endémica de regides neotropicais e rara em iscas de banana (Dobzhabsky e Pavan,
1950). Walla (2004) observou, em estudos de estratificacdo espacial de borboletas,
que uma maior abundancia de espécies comuns a dossel ocorre no sub-bosque
quando em regibes de borda florestal, bem como que espécies raras sdo mais
frequentes no dossel do que em ambientes néo perturbados.

A partir da abundéancia de espécies, a borda antiga (ponto 5) mostrou-se nédo
associada a nenhum outro ponto. Nesta borda houve a ocorréncia acidental das
espécies Drosophila guaraja e D. caponei. Gottschalk et al. (2007) descreveram a
primeira como uma espécie de ocorréncia desde ambientes ndo urbanos até
urbanizados, e Doge et al. (2008) colocam que esta espécie apresenta ocorréncia
associada a limite de fragmento de mata. Drosophila caponei é descrita por Ddge et
al. (2008) como ocorrendo em regido de Mata Atlantica secundaria, com reduzida
interferéncia antropica. Nesta borda antiga, uma das maiores riquezas e maior
abundancia absoluta de espécies foram verificadas. Estes resultados podem ser
devido ao fato de que a perturbacdo dos ambientes tem efeito positivo sobre a
riqueza de espécies (Connell, 1978).

Nosso estudo néo possibilitou diagnosticar preferéncias de estrato vertical,
assim como ndo apresentou um padrédo de estratificagdo horizontal definido para
espécies ou grupo de espécies. Isto pode ser resultante de varios fatores, entre eles
um efeito de Massa (Shmida e Wilson, 1985), que se refere & chegada de espécies
inadequadas para um habitat, onde ndo é possivel uma auto-manutencgédo, a partir
de habitats adequados adjacentes, que apresentam espécies migratorias ou nao
permanentes, resultando na ndo estruturagédo evidente. Ou ainda, pode ser
resultante da recente fragmentacdo, estando a area em processo de modificacao
devido & intensa acao antrépica.

Os resultados relativos a ocorréncias das espécies no fragmento estudado
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indicam que a area em questdo sob a a¢do do segundo fator citado acima. Foram
encontradas, em ocorréncia acidental, espécies avaliadas como indicadoras de
matas ndo perturbadas (da Mata et al., 2008), tais como, Drosophila ornatifrons (da
Mata et al., 2008) e D. willistoni (Saavedra et al., 1995; da Mata et al., 2008). Além
disso, esta ultima foi detectada por Gottschalk et al. (2007) como abundante em
ambiente de intensa agdo antropica em regido de Mata Atlantica no estado de Santa
Catarina.

As espécies apontadas como presentes em areas de perturbagdo
intermediéria, tais como Drosophila hydei (da Mata et al., 2008), também ocorreram
de forma acidental. J4 as espécies dominantes encontradas estdo associadas a
ambientes modificados e sob intensa acdo antrépica, tais como Drosophila simulans
e D. montium. Drosophila simulans foi introduzida na regi@o neotropical e é
frequente em &reas abertas (Perondini et al., 1979). Outra espécie, também
dominante, foi Drosophila polymorpha, que pode ser encontrada em diversos tipos
de ambiente, sendo relativamente abundante nos diferentes dominios
morfoclimaticos, exceto nas caatingas, e esta associada a presenca humana (Sene
et al., 1980). A Unica espécie de mata que ocorreu como dominante foi Drosophila
mediostriata.

Das espécies acessorias, Drosophila maculifrons tem sido registrada em
matas, cerrados e dunas paulistas (Sene et al., 1980; Bizzo e Sene, 1982), e € uma
espécie amplamente distribuida no Brasil. Drosophila mercatorum € abundante em
ambientes naturais e urbanos, especialmente em areas abertas (Sene et al., 1981;
Vilela et al., 1983).

Uma espécie caracteristica de ambientes florestais, segundo Pavan (1959) e
Sene et al. (1980), encontrada em quantidade consideravel, foi D. neocardini, uma
espécie amplamente distribuida no Brasil, e que ocorreu em todos os pontos, em
maior quantidade na borda antiga da mata e menor na borda recente. Além disso,
ela ocorreu principalmente nas coletas realizadas no verdo e no outono nao
ocorrendo na primavera.

A regido onde a &rea estudada se encontra apresenta invernos rigorosos e
extensos. A analise sazonal demonstrou que a menor riqgueza de espécies foi
encontrada no inverno. Porém, esta estacdo apresentou a segunda maior
abundancia de individuos, com ampla ocorréncia da espécie dominante Drosophila

simulans. De acordo com modelo proposto por Sevenster e van Alphen (1993), a
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escassez de recursos promove diminuicdo da abundéancia de espécies de curto ciclo
de vida, e aumento de abundancia de espécies de ciclo longo. O alto nimero de
individuos nesta estacdo, com menor numero de espécies, pode ser, portanto,
resultante de uma menor competicdo interespecifica numa fase onde recursos
alimentares sdo menos abundantes. A relacdo dos periodos de floracdo e
frutificacdo de vérias espécies vegetais fornece a maior parte dos sitios para a
oviposicdo e alimentagdo da comunidade (Brncic et al.,, 1985), permitindo a
expansdo do numero dos individuos que permaneceram na adversidade ambiental.
Existem ainda fatores biolégicos de relagbes de predacao, competicdo e densidade
populacional, entre outros, que podem ter importantes consequéncias sobre o
ndamero de espécies em determinados ambientes, tanto a nivel temporal quanto
espacial (Begon et al., 1996).

No verao foi verificada a maior abundancia, diferindo dos dados de Ddge et
al. (2008), cujo pico de abundancia foi no outono na regido de Mata Atlantica no
estado de Santa Catarina. Porém, foi similar ao estudo de Torres e Madi-Ravazzi
(2006) no estado de Sao Paulo. Nesta estagdo, houve a ocorréncia exclusiva da
espécie acidental Drosophila caponei, encontrado por Bizzo e Sene (1982)
utilizando como sito de criacdo flores de Costus spiralis (Roscoe — Zingiberaceae),
planta que apesar de perene, nédo tolera frio e geadas. Este fato possivelmente afeta
a ocorréncia da espécie associada ao periodo de floragdo. Outra espécie acidental
exclusiva do verdo foi Drosophila sturtevanti, que também demonstra aumento da
populagéo no verdo, de acordo com Tidon-Sklorz e Sene (1992), e é uma espécie
com ocorréncia amplamente influenciada pela precipitacéo (Torres e Madi-Ravazzi,
2006).

Assim como observado por Tidon-Sklorz e Sene (1987) no estado de S&o
Paulo, a coleta de primavera apresentou a menor abundancia, porém a maior
riqueza e equitabilidade de espécies, em contraste com o inverno. No outono o
grupo D. tripunctata foi o melhor representado, dado também observado por
Cavasini (2009) em duas outras areas de Floresta Ombroéfila Mista da regido de
Guarapuava, o Parque Municipal das Araucarias e a Fazenda Brandalize. O grupo
D. guarani também foi o melhor representado no outono. Dentro deste grupo, a
espécie Drosophila guaru foi uma das mais frequentes em ocorréncia para todas as
estacbes. Ambos os grupos sdo descritos como de ocorréncia preferencial de

periodos de inverno (Martins, 1987; Medeiros e Klaczko, 2004).
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Com relagéo a diversidade beta, as coletas de primavera e outono, nos trés
indices aplicados, apresentaram maior correlacdo e similaridade entre si, sendo a
estacdo de inverno a mais dissimilar e distante (Figura 5). No gréfico de analise de
correspondéncia (Figura 6), pode ser observado o compartihamento de espécies
entre outono e primavera. O padréo de isolamento do inverno possivelmente reflete
a variacao climatica que a regido apresenta, porém a dissimilaridade entre estacdes
proximas, como geralmente é observado, necessita ser melhor avaliada.

O indice de diversidade revelou estratificagdo sazonal significativa apenas
entre a primavera e o inverno. Os dados de Martins (1987) e Tidon-Sklorz e Sene
(1992), em estudos de sazonalidade com drosofilideos de area tropical, também néo
indicaram padrdes consistentes sobre a relagdo da abundancia das moscas com
fatores climéticos. Tidon (2006) evidenciou que, na regido tropical, a disponibilidade
de sitios de alimentacdo e reprodugdo tem maior pressdo sobre a flutuagdo das
populagbes de drosofilideos. Dentro da dindmica sazonal, como inferido por Tidon
(2006) em estudos de area de savana, pode correr de alguns drosofilideos
migrarem, no caso da vegetagdo de savana, para as florestas na estagao seca, uma
vez que as condi¢Bes climaticas devem entdo ser menos estressantes. Ja no caso
do fragmento em estudo, o frio intenso deve ser o fator que poderia gerar processos
migratorios.

Buschini et al. (2006), num estudo com vespas na regido de Guarapuava,
observaram que a espécie Trypoxylon lactitarse, geralmente observada mais em
areas abertas em outras regifes do Brasil, é encontrada fundando ninhos nas areas
florestais da regido durante a primavera e verdo, e se move para O pastos e
pantanos durante o outono. Buschini (2007) discute que esta mudanca de
comportamento estia mais relacionada a luminosidade no interior da floresta do que
com a disponibilidade de alimentos. Porém, no caso dos drosofilideos, em que
muitas espécies se alimentam de microorganismos, especialmente leveduras,
presentes em frutos, partes vegetais e fungos em decomposicéo, e utilizam frutos
principalmente como sitio de reproducéo, os fatores e a possibilidade de migracao
devem ser ainda investigados. Sevenster e van Alphen (1996) apontam ainda a
questdo do tamanho do fragmento dentro deste aspecto, pois quanto menor o
tamanho da area, maior é a competicao entre as espécies que coexistem.

Desta forma, o estudo de uma area em recente processo de fragmentacao

possibilitou apresentar a ocorréncia de espécies para Floresta Ombrofila Mista que
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ndo haviam sido detectadas anteriormente, além de espécies caracteristicas de
areas florestadas e de areas alteradas (ou abertas), contribuindo para aumentar o
conhecimento sobre a fauna de drosofilideos deste bioma. Estes dados evidenciam
a necessidade de medidas de conservagdo e na ampliagcdo dos estudos que tornem
possivel elucidar os processos geradores de indistinta diversidade alfa, tanto no
nivel espacial quanto temporal. A andlise da diversidade beta possibilitou entender
alguns aspectos ecoldgicos da variagdo temporal e caracterizar outros aspectos da
variagdo espacial da area fragmentada, evidenciando um ambiente heterogéneo,
podendo servir de referéncia futura para projetos de conservagao da biodiversidade

deste bioma, que esta em intenso processo de degradacao.
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CAPITULO II:

“Analise da diversidade genética em Drosophila antonietae

(Diptera; Drosophilidae) através de DNA microssatélite”

Deste capitulo um trabalho sera submetido para publicacdo na revista Molecular
Ecology (Qualis CAPES Al).
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RESUMO

Drosophila antonietae é uma espécie cactofilica, pertencente ao cluster
buzzatii, e pode ser encontrada ao longo da bacia dos rios Parana-Uruguai. O
estudo, através de um marcador molecular seletivamente neutro, de populactes
localizadas em é&reas dentro da por¢do média da bacia dos rios Parana-Uruguai
(Andlise Regional), até o presente trabalho ndo amostradas, possibilitou a analise
comparativa de populacées de Drosophila antonietae do alto, médio e baixo da
bacia, verificando a variabilidade genética através de loci microssatélites destas
populagBes recém descobertas. Baixa diferenciacdo genética entre as populacdes
foi observada na Analise Regional, e ndo houve correlagdo significativa entre as
disténcias genéticas e fisicas na porcdo média da bacia, ndo corroborando com a
proposicdo de similaridade gradual ao longo de toda a distribuicdo geografica da
espécie. Além disso, a deteccdo de um possivel alelo nulo para um locus de
microssatélite indica um estado incipiente de diferenciacédo populacional na espécie
D. antonietae. Na Andlise Macrogeografica, foi encontrada, entre as 14 populagdes
analisadas, uma diferenciacdo genética moderada e indices de distancias genéticas
representativos desta diferenciacdo moderada. Estes dados estdo de acordo com a
similaridade genética das populagbes de Drosophila antonietae, porém novamente
ndo corroboram que estd similaridade seja continua ao longo da bacia dos Rios
Parana-Uruguai, pois a por¢cdo média apresentou maior distancia, assim como a
maior variabilidade genética. Nao houve correlacdo significativa entre as distancias
fisicas e genéticas no alto, médio e baixo, indicando que n&do ha correlacdo entre os
mesmos. Pode ser levantada a hipotese de que a homogeneidade e alto indice de
polimorfismo nas popula¢des naturais de D. antonietae sejam decorrentes de uma
manutenc¢do histérica de polimorfismos compartilhados. Por outro lado, 0os nossos
dados parecem indicar que esta havendo uma diversificacdo incipiente, que pode

ser em resposta adaptativa regional, ou simplesmente por eventos estocasticos.

Palavras chave: loci de microssatélite, bacia dos rios Paran&-Uruguai, Drosophila

antonietae, variabilidade genética.
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INTRODUCAO

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior, que busca elucidar e melhor
compreender 0s processos evolutivos geradores e mantenedores da grande
diversidade da fauna em regibes neotropicais. Para isso, a busca de informacdes
sobre a sistemética, composicdo genética, distribuicAo geogréfica, ecologia e
comportamento de drosoéfilas de ocorréncia nas formagdes vegetais da América do
Sul vém sendo realizada, e este organismo tem se mostrado um importante modelo
bioldgico para estudos evolutivos.

A compreensdo dos padrdes e processos evolutivos responsaveis pela
historia evolutiva de um grupo pode envolver estudos ecoldgicos e genéticos, sendo
0 acesso a variabilidade genética dos organismos de fundamental importancia, pois
a maioria das teorias evolutivas baseia-se na observacdo de mudancas fenotipicas
nas populacdes, resultantes de alteragcdes sobre a variabilidade genética pré-
existente. A variabilidade genética pode ser estudada através da observagéo de
polimorfismos, ocorréncia de duas ou mais formas geneticamente distintas, e é esse
polimorfismo que pode ser produto para a agéo da selecdo natural, favorecendo as
variantes vantajosas e, por consequéncia, adaptativas (Strickberger, 2000).

Segundo a Teoria Neutralista da Evolugdo Molecular proposta por Kimura
(1968) e King e Jukes (1969), a maioria dos polimorfismos seria devido a mutag¢des
neutras ou aproximadamente neutras e que nao seriam mantidos permanentemente
na populacdo, sendo o polimorfismo uma fase transitoria da evolucao molecular
(Kimura e Ohta, 1971). A proposta neutralista € que a maioria dos polimorfismos e
suas flutuacbes no tempo e espaco sdo resultado de deriva genética nas
frequéncias alélicas geracdo apds geracdo nas populagfes finitas. Por outro lado,
os selecionistas consideram a teoria neutralista deficiente, argumentando que 0s
polimorfismos s@o respostas adaptativas a complexidade dos ambientes fisico e
bidtico (Mueller et al., 1985). Esta discussdo, com auge nas décadas de 70 e 80,
ainda continua, porém atualmente predomina a idéia que ambas as teorias ndo sao
excludentes, sendo provavelmente a variagdo natural resultante da interagéo entre
0s processos de selegdo natural e deriva genética (Schlotterer et al., 1997).

O desenvolvimento da biologia molecular nas Ultimas décadas possibilitou a
mensuragdo da variabilidade genética em populagées naturais diretamente do DNA

dos organismos, o0 que, associado a outras informagdes, constitui uma importante
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ferramenta para a elucidacdo dos processos e mecanismos evolutivos geradores da
diversidade bioldgica. Dentre estas ferramentas, o marcador microssatélite, descrito
em 1987 (Litt e Luty, 1989; Weber e May, 1989; Tautz, 1989) vem sendo
amplamente empregado, principalmente devido a sua versatilidade de aplicagéo e
resolugdo para diferentes questdes bioldgicas (Chambers e Mac Avoy, 2000; Selkoe
e Toonen, 2006; Kimberly et al., 2006).

O termo microssatélite foi utilizado em analogia a satélite, que sdo bandas de
sequéncias muito longas de DNA repetitivo descobertas nos anos 60, cujas
unidades de repeticéo apresentam de 15 a 400 pares de bases. Posteriormente, em
meados da década de 80, foram encontradas regides de DNA repetitivo mais curtas,
denominadas minissatélite ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeat), que
apresentam repeticdes de 15 a 80 bases. J& as regibes de microssatélites sédo
repeticdes in tandem de unidades ainda mais curtas, ndo mais que seis bases
(Hancock, 1999), embora a definicdo do numero de nucleotideos que compde a
sequéncia repetitiva, ou seja, 0 mote do locus, varie entre os autores (Armour et al.,
1999; Schlobtterer, 1998; Goldstein e Pollock, 1997). Diversos outros termos sao
encontrados na literatura para os microssatélites: STR (Short Tandem Repeat), SSR

(SImple Sequence Repeat), ou SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism).

Chambers e MacAvoy (2000) sugerem que deve ser considerado
microssatélite as unidades de repeticbes in tandem com no minimo oito
nucleotideos repetidos, pois, segundo Rose e Falush (1998), unidades de repeticao
mono, di e tetranucleotideos que apresentam oito ou menos nucleotideos no
comprimento total podem ocorrer a uma frequéncia ao redor daquela que seria
esperada se eles fossem encontrados aleatoriamente no genoma. As unidades com
menos de oito nucleotideos sdo denominadas de regibes de simplicidade critica e

podem ser considerados segmentos de protomicrossatélites.

A diversidade de alelos dos loci de microssatélites o torna um excelente
marcador para andlises de variabilidade genética e aplicacdo em estudos evolutivos
(Bartholomei-Santos et al., 2003). Essa diversidade é resultado da instabilidade
(variagdo) no numero de repeticdes dos motes dos microssatélites (Eisen, 1999),
dessa forma, os diferentes alelos sao caracterizados pelos seus tamanhos, os quais

séo determinados pelo nimero de repeticdes (Estoup e Cornuet, 1999).

Dois mecanismos séo propostos para explicar as altas taxas de instabilidade
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dos microssatélites: crossing-over desigual, que ¢é recombinacdo entre
cromossomos homodlogos nado alinhados corretamente devido a presenca das
unidades de repeticdo (Jeffreys et al., 1994); e o mecanismo de DNA slippage
durante a replicagédo (Levinson e Gutman, 1987). Este ultimo modelo, DNA slippage,
€ 0 mais aceito como causa da alta variagdo no numero de repeticdes dos motes de
microssatélites. O DNA slippage pode acontecer devido a um “deslizamento” da fita
de DNA durante a replicacdo, tendo como consequéncia a formagéo de loops. Esse
deslizamento é resultado da perda de pareamento entre as cadeias, contudo, devido
a presenca de unidades repetidas nos loci de microssatélites, o0 pareamento com a
fita complementar pode continuar apos o loop. Esse erro pode resultar em dele¢éo
de uma ou mais unidades de repeticdo se o loop ocorrer na fita molde, ou o adigéo
dessas unidades caso o deslizamento tenha ocorrido na fita recém-sintetizada (Li e
Graur, 1991; Ellegren, 2000).

O sistema de reparo do DNA pode corrigir 0 mecanismo slippage, tanto pela
acdo de uma exonuclease que degrade o loop formado na fita recém sintetizada,
quanto por reconhecimento e reparo de mal-pareamento (mismatch repair) na fita
molde. Dessa forma, a fixa¢do da instabilidade nos loci de microssatélites depende
do balanco entre a geragédo de erros durante a replicagdo, e o reparo destes pela

exonuclease e/ou pelo reparo de mal-pareamento (Eisen, 1999).

Eventos mutacionais nas regibes flanqueadoras de alelos ou loci de
microssatélite podem impedir a ligacdo dos oligonucleotideos nas reagbes de
amplificagé@o por PCR, resultando em alelos nulos (Callan et al., 1993; Chambers e
MacAvoy, 2000; Ballard et al., 2005). Por exemplo, Callan et al. (1993) e Van
Treuren (1998), descreveram alelos nulos em andlises de pedigrees humanos e de
uma espécie de ave, respectivamente, e sugerem que esses alelos podem, com o
tempo, se fixar na populacdo. Em insetos, Machado et al. (2010), através de andlise
de pedigree de linhagem de Drosophila antonietae, verificaram a ocorréncia de

alelos nulos para um dos sete loci de microssatélites analisados.

Estudos recentes tém considerado também o papel dos transposons na
origem de microssatélites e de alelos nulos. Meglécz et al. (2007) encontraram
associacdo entre microssatélites e elementos transponiveis apontando a alta taxa
de mutacdo desses elementos na elevagdo da ocorréncia de alelos nulos em

estudos populacionais. Esta associacdo de microssatélites e elementos
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transponiveis ja havia sido evidenciada em dipteros (Fagerberg et al., 2001; Wilder
e Hollocher, 2001) e em seis espécies de Drosophila (Meglécz et al., 2007), sendo

necessario considerar este fator na descri¢cdo de loci de microssatélites.

Os mecanismos abordados como geradores de instabilidade dos loci de
microssatélites resultam na elevacdo das taxas de mutagdo dos mesmos, variando
de 10° a 10 por geragdo. Em humanos é sugerida uma taxa de 10 eventos por
locus por geracdo (Weber e Wong, 1993), sendo a taxa média de muta¢Bes para
microssatélites no cromossomo Y estimada em torno de 2 x 10® por locus por
geragao (Heyer et al., 1997). Em Drosophila, as taxas de mutagcdo parecem ser
relativamente baixas. Schug et al. (1997) encontraram uma taxa média de mutacao
de 6,3 x 10°® por geracdo em linhagens de D. melanogaster, e justificaram que essa
taxa de mutacdo comparativamente mais baixa seja primariamente em funcdo de

repeticdes de curto comprimento no genoma de D. melanogaster.

Outra peculiaridade dos microssatélites € a neutralidade, pois eles séo
encontrados preferencialmente em regides néo codificantes (Dokholyan et al., 2000;
Katti et al., 2001). Contudo, algumas fungdes séo sugeridas para o marcador, como
organizagédo da cromatina, regulagdo da transcricdo de um gene e recombinagéo
(Kashi et al., 1997; Li et al., 2002). Algumas doengas humanas sdo caracterizadas
por alteragcbes em regides de microssatélite, como por exemplo, a sindrome do X
fragil, a qual é causada pela elevada expansao no nimero de repeticdes na regiao
final ndo-codificante do gene. Estas funcdes poderiam levar as sequéncias de
microssatélites a sofrerem efeito de selecdo, porém Slatkin e Barton (1989)
argumentam que andlises robustas para estudos populacionais sdo capazes de
amenizar os tragos de selecdo. Outro fator que poderia interferir na neutralidade das
regibes de microssatélite seria a ligacdo destes loci a outros sobre o efeito de

selecédo (Slatkin, 1995), resultando no que é chamado de efeito carona.

O fato dos microssatélites serem poderosos marcadores moleculares para
estudos de estrutura populacional e conservagéo da diversidade (Bowcock et al.,
1994) faz com que a lista das espécies das quais eles ja foram caracterizados seja
grande e também muito diversificada (Amdés, 1999). Abrange, por exemplo, filogenia
de vespas (Zhu et al., 2000), evolugdo em fungos Neurospora (Dettman e Taylor,
2004), variabilidade genética em plantas (Stafstrom e Ingram, 2004; Paun e Horand|,
2006), moluscos (Angers et al., 2000), peixes (Gomez-Uchida e Banks, 2005),
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mamiferos (Asano et al., 1997; Ellegran, 2000). No género Drosophila, estudos com
microssatélites foram realizados em D. melanogaster (Goldstein e Clark, 1995;
Bachtrog et al., 1999), D. simulans (Hutter et al., 1998; Irvin et al., 1998), D.
pseudoobscura e D. persimilis (Noor et al., 2000), moscas do grupo D. tripunctata
(Laborda et al., 2009), e no cluster buzzatii foram estudadas D. buzzatii,
(Frydenberg et al., 2002), D. antonietae (Machado et al., 2003) e D. gouveai
(Moraes e Sene, 2007).

Desta forma, este marcador molecular vem sendo amplamente utilizado em
estudos de populac¢des naturais (Moritz e Hillis 1996; Chakraborty e Kimmel, 1999;
Francisco et al., 2006). Para analise da estrutura populacional e fluxo génico nas
populacdes de Drosophila antonietae, Machado et al. (2003) indicam como ideal o
uso de DNA microssatélite devido a sua alta variabilidade, além de ser considerado
seletivamente neutro, amplamente distribuido nos genomas eucariotos,

codominante e hipervariavel (Strassmann et al., 1996).

Objeto de estudo

A familia Drosophilidae possui ampla distribuicdo geogréfica e ocorréncia nas
mais diversas situacdes ecoldgicas. Pode ser encontrada em praticamente todas as
partes do mundo, com aproximadamente 3.800 espécies distribuidas em 78 géneros
até agora descritos (Béachli, 2010). A familia Drosophilidae constitui um taxon
amplamente estudado nos mais diversos niveis do conhecimento, principalmente as
moscas do género Drosophila (Tidon, 2006), no qual quase 60% das espécies estao
alocadas (Bachli, 1998).

O grupo Drosophila repleta apresenta 100 espécies descritas, sendo o
segundo maior grupo dentro do subgénero Drosophila (Bachli, 2010). Este grupo
ocupa diferentes habitats, com espécies endémicas e outras cosmopolitas. Uma
caracteristica importante do grupo € que quase metade das espécies sao
cactofilicas, ou seja, as larvas se desenvolvem em cladodios em decomposicdo de
diferentes espécies de cactos neotropicais (Heed, 1982; Pereira et al., 1983;
Wassermam, 1992). Esta adaptacdo tem permitido ao grupo ocupar zonas aridas e
desertos do novo mundo (Ruiz e Fontdevila, 1981).

O grupo Drosophila repleta € composto por seis subgrupos: D. mulleri, D.
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fasciola, D. hydei, D. mercatorum, D. repleta e D. inca (Vilela, 1983; Rafael e Arcos,
1989). O subgrupo D. mulleri € dividido em cinco complexos de espécies: D. mulleri,
D. meridiana, D. anceps, D. eremophila e D. buzzatii. Este UGltimo possui trés
clusters: D. buzzatii, D. stalkeri e D. martensis (Ruiz e Wasserman, 1993). O cluster
D. buzzati é um grupo monofilético atualmente composto por sete espécies
endémicas da América do Sul: Drosophila buzzatii (Patterson e Wheeler, 1942), D.
serido (Vilela e Sene, 1977), D. seriema (Tidon-Sklorz e Sene, 1995), D. gouveai
(Tidon-Sklorz e Sene, 2001), D. borborema (Vilela e Sene, 1977), D. koepferae
(Fontdevila et al., 1988) e D. antonietae (Tidon-Sklorz e Sene, 2001). A distribuigéo
geografica das espécies deste cluster pode ser observada na Figura 1.

O caréter diagnéstico das espécies do cluster D. buzzatii € o edeago, o 6rgéo
copulador do macho, sendo que a diferenciagédo das espécies Drosophila serido, D.
gouveai, D. seriema, D. antonietae e D. koepferae pode ser realizada apenas
através de andlises morfométricas. Devido a essa semelhanca da morfologia do
edeago, inicialmente essas espécies eram consideradas morfotipos (A a E,
respectivamente) de D. serido. Drosophila buzzatii apresenta morfologia do edeago
bastante distinta das demais espécies do cluster, assim foi sugerida ancestralidade
comum entre os morfotipos A & E de D. serido e D. Borborema (Tidon-Sklorz e
Sene, 1995; Monteiro, 1997) e estas espécies foram agrupadas por Ruiz et al.
(2000) no subcluster D. serido. Além da diferenciacdo das espécies do cluster D.
buzzatii pela morfologia do edeago, uma analise anterior dos cromossomos
politénicos também ja revelava inversées paracéntricas no cromossomo Il
caracteristicas de algumas espécies (Tosi e Sene, 1989). Manfrin e Sene (2006)
sugerem que a diversificacdo histérica das espécies deste cluster provavelmente
ocorreu através de eventos vicariantes que definiram areas centrais para cada

espécie.
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Figura 1. Localizacdo geografica das espécies pertencentes ao cluster D. buzzatii.

Retirado de Mateus et al. (2006b).
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As espécies do cluster D. buzzatii, assim como grande parte das espécies do
grupo D. repleta, sdo cactofilicas e, devido a esta especificidade ecoldgica,
populagBes de drosofilas cactéfilas podem ter acompanhado as expansbes e
retracOes das &reas xerofiticas, causadas por mudancas ciclicas paleocliméticas. A
origem do padrdo atual de distribuicdo geografica das espécies do cluster D.
buzzatii é bastante discutido (Manfrin e Sene, 2006), pode ter se originado no
Periodo Terciario (Beven et al., 1984; Nelson et al., 1990) ou ser resultado dos ciclos
climaticos frio/seco e quente/Umido do Quaternério (Bigarella et al., 1975; Ab’Saber,
2000). Contudo, mais recentemente, tem sido aceito que a distribuicdo geografica
destas espécies é conseqiiéncia ndo apenas do ultimo ciclo de glaciacdo, mas
também de ciclos anteriores, no Periodo Terciario (Manfrin et al., 2001).

Drosophila serido morfotipo “D™ (Silva e Sene, 1991) foi descrita por Tidon-
Sklorz e Sene (2001) como Drosophila antonietae, em referéncia a pesquisadora
Maria Antonieta Milani de Moraes. As populagdes de D. antonietae sdo encontradas
em areas de ocorréncia do cacto Cereus hildmaniannus nas regides Sul e Sudeste
do Brasil e ao Norte da borda Leste do Chaco Argentino. Esta espécie possui
inversdo cromossomica fixa 2x’ e padrdo caracteristico de inversdes polimoérficas
(Ruiz et al., 2000). A inversdo 2x’ de D. antonietae é compartilhada com D. serido,
espécie que ocorre do nordeste do Brasil, a leste da Cadeia do Espinhacgo, e ao
longo da costa Atlantica do nordeste até o estado do Rio Grande do Sul.

Com relacdo a placa metafasica, Drosophila antonietae apresenta o mesmo
tipo ao longo de toda sua distribuicdo geografica, tipo V (Baimai et al., 1983). Esta
homogeneidade ndo € observada em outras espécies do cluster. Drosophila serido,
por exemplo, é polimorfica para os cromossomos metafésicos (tipo | no nordeste e
na maioria das popula¢ées do litoral, tipo Ill em Arraial do Cabo/RJ, e tipo IV em
Peruibe/SP) (Baimai et al., 1983). A espécie D. koepferae também apresenta
diferenciac@o populacional em relacdo a placa metafésica tipo VI, ao longo de sua
distribuicdo entre Argentina e Bolivia, e ainda estas populacbes apresentam
consideravel diferenciacdo genética isoenzimatica (Fontdevila et al., 1988).

Da mesma forma que as inversdes cromossdmicas e placa metaféasica de
Drosophila antonietae, o tipo morfologico de edeago D ndo apresenta discriminagao
entre as populacdes (Monteiro e Sene, 1995). O que ocorre é apenas uma maior
divergéncia morfoldégica quanto maior & distancia entre elas ao longo dos rios

(Monteiro, 1997). Este padréao de similaridade entre as populagdes de D. antonietae
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com relacdo a morfometria do edeago também ndo é observado nas outras
espécies do cluster. Drosophila gouveai, por exemplo, de ocorréncia na parte oeste
da caatinga e nas regibes centro-sudeste do Brasil até o pantanal sul-
matogrossense, tipo morfolégico B de adeago, apresenta discriminagdo entre suas
populacdes, sugerindo isolamento entre elas (Monteiro e Sene, 1995). Estudos
utiizando outros marcadores para esta mesma espécie, morfologia da asa e a
variagdo de frequéncias alélicas de loci microsatélites, apontaram uma possivel
fragmentacgéo separando as populagdes de D. gouveai em trés grupos: um grupo no
norte, outro na regido oeste e o terceiro abrangendo as populagbes do sul da
distribuicdo da espécie (Moraes et al., 2004; Moraes e Sene, 2007).

Estudos realizados com diferentes marcadores em populagdes naturais de
Drosophila antonietae (Monteiro e Sene, 1995; Monteiro, 1997; Machado et al.,
2003; Mateus e Sene, 2007; Machado et al., 2010) tem indicado homogeneidade
entre as populacdes analisadas. Mateus e Sene (2007) e Machado et al. (2010),
utilizando polimorfismo isoenzimatico e DNA microssatélite respectivamente,
observaram diferenciacdo genética moderada entre as populagfes de D. antonietae.
Mateus e Sene (2007) prop6em fluxo génico historico e selecéo estabilizadora para
os loci de isoenzimas, ndo descartando a hipotese de manutengéo de polimorfismo
ancestral também sugerida por Machado et al. (2010) como possivel explicagdo
para a similaridade encontrada.

A filogenia do cluster D. buzzatii proposta por Manfrin et al. (2001) e de Brito
et al. (2002), através de hapldtipo de DNA mitocondrial, indicou certa diferenciagédo
geogréfica entre as popula¢des de Drosophila antonietae, separando populacdes do
alto da bacia do rio Parana da parte baixa desta bacia. Estas analises de mtDNA
sugerem uma divisdo em dois grupos: o0 primeiro ao norte da distribuicdo da
espécie, e 0 segundo ao sul, ao longo da costa do estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. Porém, segundo Manfrin e Sene (2006), a regido intermediaria a
esses dois grupos ainda nao foi analisada, ndo sendo possivel discriminar entre um
possivel evento de fragmentacdo entre as duas regibes ou um gradiente em
decorréncia de fluxo génico historico.

As inferéncias sobre eventos histéricos e ecoldgicos ocorridos nas especies
deste cluster levam a melhor compreensao sobre como ocorrem as especiacfes em
regibes tropicais e subtropicais, processo pelo qual grande diversidade de fauna

nestas regides é gerada. Estudos intra-especificos de determinacdo de estrutura
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genética e frequéncia de polimorfismo compreendem um fator importante para
comparacdo e determinacdo de filogenia de espécies relacionadas (Marinkovic et
al., 1978). Estudos intra-especificos foram realizados em Drosophila antonietae por
Monteiro (1997) e Mateus e Sene (2003, 2007), porém, fazendo uso de marcadores
genéticos que podem estar sobre efeito de selecdo natural, além de outros estudos
gue ndo contemplaram a por¢cdo média da distribuicdo de D. antonietae. Assim
sendo, um marcador considerado seletivamente neutro e hipervariavel, como os loci
de microssatélites, poderdo auxiliar no entendimento da histéria evolutiva de D.
antonietae. Desta forma, é de fato relevante a analise genética e evolutiva de
populacdes naturais desta espécie de ocorréncia na regido do curso médio da bacia
do rio Parand-Uruguai, ainda ndo amostrados, em contraste com a porcao alta e
baixa, utilizando de um marcador molecular com alto poder de resolu¢cdo como é o

DNA microssatélite.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Caracterizar populagdes da espécie Drosophila antonietae através de loci de
microssatélites em areas do curso médio da bacia dos rios Parana-Uruguai, dentro
do contexto da histéria evolutiva desta espécie, ampliando o conhecimento da

estrutura populacional e da variabilidade genética de suas populagées naturais;

2. Inferir o efeito dos fatores evolutivos no padrdao obtido, através da andlise da
estatistica F de Wright, relacionando as distancias genéticas com distancias
geograficas e ecologicas. Deste modo, serd possivel testar a hipétese de fluxo
génico através dos rios em menor escala do que as amostradas nos demais
trabalhos (Monteiro e Sene, 1995; Monteiro, 1997; Mateus e Sene, 2007);

3. Correlacionar os dados sobre Drosophila antonietae do alto, médio e baixo curso
da bacia dos rios Parana-Uruguai, com a finalidade de inferir eventos historicos e

ecoldgicos que determinam o padrdo evolutivo da espécie em estudo.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizada a caracterizacdo genética, atravées de loci de DNA
microssatélite, de popula¢gdes naturais da espécie Drosophila antonietae da porcao
do curso médio da bacia dos rios Parand—Uruguai, denominada neste trabalho de
Andlise Regional. Uma segunda andlise, comparando os dados de variabilidade
genética obtidos neste trabalho para as popula¢gdes do curso médio com outros de
populagBes dos cursos alto e baixo da bacia Parana-Uruguai (Machado, 2003), foi

realizada, e denominada Analise Macrogeografica.

Coleta e Triagem do material

As analises genéticas foram realizadas com individuos machos adultos
coletados em trés &reas de ocorréncia do cacto Cereus hildmaniannus no Estado do
Parana (Tabela 1): represa de Segredo; Fazenda Rio do Pogo; e Cantagalo. Essas
regibes de coleta séo caracterizadas por Floresta Ombrofila Mista e pertencem a
porcdo media da bacia dos rios Parana-Uruguai.

As coletas foram realizadas utilizando armadilhas abertas com iscas de
banana, laranja e fermento bioldégico (Sene et al, 1981). Apés trés dias, os
individuos adultos foram coletados com o auxilio de redes entomolégicas. FEmeas
do grupo D. repleta foram colocadas em vidros com meio de cultura para oviposi¢géo
e posterior identificagdo dos seus descendentes machos a nivel especifico, visto
que o carater diagndéstico para moscas deste grupo é a morfologia do edeago. Uma
vez identificada como sendo da espécie Drosophila antonietae, as fémeas parentais
foram congeladas a -20 °C para posterior andlise de microssatélites. Todos os
machos do grupo repleta coletados na natureza foram identificados e aqueles

pertencentes a espécie D. antonietae foram separados para as andlises genéticas.
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Tabela 1. Coordenadas geogréficas das &areas de coleta, no estado do Parand, de

individuos da espécie Drosophila antonietae utilizados para Analise Regional.

Localidade Populacao Coordenadas
Municipio de Mangueirinha Segredo 25046’ 27,2 S, 52° 06’ 55,6 W
Municipio de Guarapuava Rio do Pogo 25°17' 42" S, 51°53' 07,1" W

Municipio de Cantagalo Cantagalo 25°25'00" S, 52°04' 14,9° W
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Extracdo de DNA e Amplificacdo dos Loci de Microssatélite

O DNA dos individuos de Drosophila antonietae foi extraido da cabeca, pois o
torax e abddomen foram armazenados a -20 °C para futuras andlises combinadas
utilizando outros marcadores.

As cabecas foram resfriadas em gelo e individualmente maceradas em 40 uL
de EDTA (0,5 M, pH 8,0) e 167 pL de Solucao de Lise de Nucleo (Promega). Foram
adicionados 6 pL de Proteinase K (20 mg/mL) as amostras maceradas, e a solucéo
foi agitada e transferida para banho-maria a 65° C por duas horas. Ap6s a
incubacéo, foram acrescentados 67 uL de Solugdo de Precipitagdo de Proteinas
(Promega), a reacao foi agitada e mantida em gelo por 10 minutos. Depois de
centrifugacdo a 14000 rpm por 4 minutos, o sobrenadante contendo o DNA foi
retirado, e a este foi acrescentado 200 pL de isopropanol a temperatura ambiente, e
entdo submetido a novo ciclo de centrifugacéo, sendo que apds esta etapa, o DNA
foi precipitado no fundo do tubo e o sobrenadante removido. O DNA foi purificado
em etanol 70% e centrifugacdo, e, apos retirada do sobrenadante, os tubos foram
secos em estufa a 40° C por 40 minutos. O DNA foi entdo ressuspendido em 30 pL
de &gua ultra-pura e armazenado a 4° C.

Através do DNA extraido foram amplificados sete loci de microssatélites
descritos por Machado et al. (2003): AluRSAlanto-1, Haelllanto-2, Haelllanto-3,
Haelll400anto-4, Haelll400anto-5, AluRSAlanto-6, AluRSAlanto-7. As condi¢cdes da
Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a corrida das reacbes em gel de
poliacrilamida 6% foram realizadas como em Machado et al. (2003). Os alelos dos
loci amplificados foram visualizados através de coloracao do gel por nitrato de prata,
de acordo com Sanguinetti et al. (1994). A denominacéo dos alelos foi realizada em
ordem decrescente, sendo o alelo 1 o de maior tamanho, conforme genotipagem
realizada para estes mesmos loci, porém em outras popula¢cdes, por Machado
(2003).

Analise dos dados

Apo6s genotipagem dos loci de microssatélites das populacdes listadas na
Tabela 1, foram realizadas as analises populacionais denominadas de Andlise
Regional. Nesta andlise o locus Haelllanto-2 n&o foi considerado, pois houve

amplificagdo em apenas quatro individuos. Assim, os dados obtidos foram inseridos
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em uma matriz geral, a qual continha mais 11 populacées da &rea de distribuicdo da
espécie Drosophila antonietae amostradas por Machado (2003). Essa analise geral
foi denominada de Andlise Macrogeogréfica. Nesta, o locus Haelllanto-2 foi
considerado por ndo ter havido problema com relagdo a sua amplificacdo nas

demais amostras.

- Analise Regional

Para esta andlise foram amostrados 75 individuos, sendo 25 de cada
populacdo do curso médio da bacia dos rios Parana-Uruguai (Figura 2, pontos 12 ao
14). No programa estatistico TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) (Miller,
1997) foram realizadas as seguintes analises populacionais: frequéncias alélicas e
genotipicas; teste exato para verificagdo de diferenciacdo de popula¢gdes (Raymond
e Rousset, 1995); e teste para equilibrio de Hardy-Weinberg. Com o auxilio do
programa GDA (Genetic Data Analysis) (Lewis e Zaykin, 2001) foram calculadas as
heterozigosidades médias observada e esperada, porcentagem de loci polimérficos,
distancia genética (Reynolds et al., 1983), verificacdo da presenca de alelos
exclusivos, e ainda foi realizada uma andlise de agrupamento Neighbor-Joining
(Saitou e Nei, 1987).

Além destas andlises, também foi realizada no programa GDA, a estatistica F
de Wright (1931), utilizando as categorias dos indices de diferenciacdo propostas
por Wright (1978) como: baixa (0-0,05), moderada (0,05-0,15), alta (0,15-0,25) e
muito alta (>0,25).

Para verificacdo da correlacdo das distancias genéticas com as distancias
geogréficas (distAncia em linha reta entre as populacdes), e com as distancias
ecoldgicas (distancia entre as popula¢des ao longo do curso dos rios) foi realizado o
teste de Mantel no programa TFPGA. Nesta andlise, as populagbes foram
comparadas par a par e a distancia genética utilizada nesta analise foi a de

Reynolds et al. (1983), calculada no programa GDA.

- Analise Macrogeografica

Para esta andlise, foram utilizados os dados referentes a andlises de DNA

microssatélite realizadas com individuos adultos coletados nas areas de ocorréncia
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do cacto Cereus hildmaniannus no curso médio da bacia dos rios Parana-Uruguai
(Andlise Regional) e nos cursos alto e baixo desta bacia (Machado, 2003) (Tabela 2
e Figura 2).

As analises estatisticas populacionais foram realizadas nas 14 populacdes
listadas na Tabela 2, da mesma maneira descrita para a Andalise Regional, com
excecdo que aqui nao foi realizado teste exato, e o locus Haelllanto-2 foi

considerado.

RESULTADOS

Analise Regional

Foi realizada a amplificacdo dos sete loci de microssatélites, descritos por
Machado et al. (2003), para os 75 individuos provenientes das trés populacdes
naturais de areas de ocorréncia da espécie Drosophila antonietae do curso médio
da bacia dos rios Parana-Uruguai (Figura 3). Para o locus Haelllanto-2 ocorreu a
amplificacdo de apenas dois individuos da regido de Cantagalo e dois do Rio do
Poco (Figuras 3), portanto nao foi utilizado nas andlises populacionais. Para o locus
AlulRSAlanto-1 e Haelllanto-3 foram amplificados 5 alelos, quatro alelos para
Haelll400anto-4, trés para Haelll400anto-5, quatro alelos para AluRSAlanto-6 e
quatro alelos para o AluRSAlanto-7.

As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados obtidos para as frequiéncias alélicas
e genotipicas, respectivamente, para cada regido. Um locus foi considerado
polimérfico quando a frequiéncia do alelo mais comum n&o ultrapassou 95%.

A andlise estatistica dos dados de microssatélite demonstrou que todas as
populagBes apresentaram 100% dos loci polimdrficos. Alelos exclusivos foram
encontrados para os loci AlulRSAlanto-1 (alelo 1 no Rio do Pogo) e Haelllanto-3
(alelo 5 no Rio do Poco). As heterozigosidades médias esperadas (He) foram
maiores que as observadas (H,) para a todas as populagdes (Tabela 3).

Todos os loci se apresentaram desvios significativos do esperado pelo
Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 5) em pelo menos uma populagdo. A

populagdo do Rio do Pogo (PR) apresentou apenas um locus fora do equilibrio. Ja
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as populagbes de Cantagalo e Segredo apresentaram quatro loci fora do equilibrio.

Tabela 2. Localizacdo das populacdes da espécie Drosophila antonietae
utilizadas na Andlise Macrogeografica, e a bacia hidrografica a qual a area de

coleta pertence.

Localidade Bacia hidrogréafica Coordenadas
Serrana/SP Rio Grande 21°15’'S,47° 34 W
Sertdozinho/ SP 21°10’'S, 46°55' W
Santa Maria da Serra/SP 22034’ S, 48°12' W
Itirapina/SP Rio Tieté 22°16’S, 47°48 W
Itatiba/SP 22°56'S, 46° 55’ W
Serra do Japi/SP 23°15’'S,47°4,8 W
Salto Santa Rosa/PR 24° 37'S, 50° 33'W
Guartela/PR Rio Paranapanema 24° 32’'S, 50° 18' W
Sapopema/PR 23°50' S, 51°45'W
Cianorte/PR Rio Ligeiro 23°34’ S, 52°33' W
Rio do Poc¢o/PR 25017 S, 51°53' W
Cantagalo/PR Rio Iguagu 25°22'S,52°10°' W
Segredo/PR 25°46'S, 52° 06’ W

Santiago/RS Rio Uruguai 29°12’' S, 54°53'W
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Figura 2. Localizacdo geografica das populacdes de Drosophila antonietae
utiizadas na andlise genética macrogeografica. 1 - Serrana/SP; 2 -
Sertdozinho/SP; 3 — Santa Maria da Serra/SP; 4 — Santiago/RS; 5 — Salto Santa
Rosa; 6 — Itirapina/SP; 7 — Guarteld/PR; 8 — Sapopema/PR; 9 — Serra do Japi/SP;
10 - Iltatiba/SP; 11 — Cianorte/PR; 12 — Rio do Poc¢o; 13 — Cantagalo; 14 —
Segredo.
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T2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 3. PAGE 6% corada com nitrato de prata para visualizagdo dos loci de
microssatélites amplificados em individuos da espécie Drosophila antonietae, A:
Rio do Pogo em Guarapuava/PR. 1 a 4 = primer AluRSAlanto-1 (1-2 = 1/2; 4 = 2/2);
5 e 6 = Haelllanto-3 (6 = 1/2); 7 e 8 = Haelllanto-2 (7 = 2/2; 8 = 1/1); 9 e 10 =
Haelll400anto-4 (9 = 1/2; 10 = 2/2); 11A e 4B = Marcador 100 pares de bases (1
mg/mL - Pharmacia); 12 e 13 = Haelll400anto-5 (12 = 1/1; 13 = 1/2); 14 e 15 =
primer AluRSAlanto-6 (14 = 1/1); 16 = primer AluRSAlanto-7 (1/1). B: alelos do locus
Haelllanto-2. Individuos 1 a 3, 7, 9 e 10 = Cantagalo/PR; 5 e 6, 12 a 15 = Rio do
Poco/PR; 16 a 19 = Segredo/PR; 8 = individuo amplificado para o locus Haelllanto-

3; 9 e 10 = 1/2. Demais ndo amplificaram.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas de cada locus de microssatélite, para cada
populagdo, na Andlise Regional. Ho = heterozigosidade média observada. He =

heterozigosidade média esperada.

Loci/Alelos Rio do Po¢co Cantagalo Segredo
AluRSAlanto-1
1 0,24 - -
2 0,37 - 0,42
3 0,27 0,59 0,14
4 0,04 0,35 0,33
5 0,07 0,06 0,11
Haelllanto-3
1 0,52 0,48 0,43
2 0,19 0,29 0,28
3 0,17 0,17 0,22
4 0,10 0,06 0,07
5 0,02 - -
Haelll400anto-4
1 0,50 0,37 0,47
2 0,11 0,07 0,08
3 0,34 0,41 0,36
4 0,04 0,07 0,09
5 - 0,02 -
6 - 0,06 -
Haelll400anto-5
1 0,46 0,48 0,40
2 0,46 0,48 0,34
3 0,08 0,04 0,26
AluRSAlanto-6
1 0,42 0,07 0,31
2 0,46 0,60 0,53
3 0,04 0,19 0,16
4 - 0,14 -
5 0,08 - -
AluRSAlanto-7
1 0,54 0,43 0,10
2 0,29 0,50 0,32
3 0,15 0,07 0,46
4 0,02 - 0,12
% Loci polimarficos 100 100 100
Ho 0,4926 0,5664 0,4132

He 0,6389 0,6112 0,6396
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas encontradas dentro de cada locus de

microssatélite, para cada populagéo, na Analise Regional.

Gendétipo Rio do Pogo  Cantagalo Segredo
AluRSAlanto-1
11 0,18 - -
12 0,09 - -
22 0,14 - 0,39
23 0,27 - -
24 - - 0,06
33 0,18 0,39 0,11
34 0,05 0,39 -
35 - - 0,06
44 - 0,09 0,22
45 0,05 0,13 0,17
55 0,05 - -
Haelllanto-3
11 0,33 0,42 0,35
12 0,08 - -
13 0,25 0,13 0,17
15 0,04 - -
22 0,08 0,25 0,22
24 0,13 0,08 0,13
33 0,04 0,08 0,13
34 - 0,04 -
44 0,04 - -
Haelll400anto-4
11 0,14 - 0,11
12 0,05 - -
13 0,68 0,74 0,72
22 0,05 0,04 -
24 0,09 - 0,17
25 - 0,04 -
33 - 0,04 -
46 - 0,13 -
Haelll400anto-5
11 0,25 0,36 0,32
12 0,42 0,24 0,12
13 - - 0,04
22 0,25 0,36 0,28
33 0,08 0,04 0,24
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Tabela 4. Continuagao.

Gendétipo Rio do Pogo  Cantagalo Segredo

AluRSAlanto-6
11 0,21 - 0,17
12 0,33 0,14 0,28
13 0,04 - -
15 0,04 - -
22 0,25 0,19 0,33
23 0,04 0,38 0,11
24 - 0,29 -
25 0,04 - -
33 - - 0,11
55 0,04 -

AluRSAlanto-7
11 0,38 0,33 0,04
12 0,13 0,19 0,08
13 0,21 - -
14 - - 0,04
22 0,21 0,33 0,28
23 0,04 0,14 -
33 - - 0,40
34 0,04 - 0,12
44 - 0,04
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Tabela 5. Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg para os seis loci de microssatélite

nas 3 populacdes estudadas.

Populagéo
Loci Rio Pogo Cantagalo Segredo
AluRSAlanto-1 0.0196* 0.3993 0.0001***
Haelllanto-3 0.2371 0.0002*** 0.0023**
Haelll400anto-4 0.0842 0.0289* 0.1510
Haelll400anto-5 0.4333 0.0140* 0.0009***
AluRSAlanto-6 0.4333 0.0044** 0.3698
AluRSAlanto-7 0.1145 0.1867 0.0001***

*P <0,05; * P<0,01;, ** P < 0,001
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Em relagé@o a diferenciagdo das populagfes, obtida através do teste exato,
pode ser identificado que todos os loci em todas as populagbes foram
significativamente diferentes (Tabela 6). O locus AluRSAlanto-1 apresentou P <
0,001 em todas as populacdes. Os loci Haelllanto-3 e Haelll400anto-4 foram os
Unicos que ndo apresentaram diferenciacdo em nivel de significancia P < 0,05. As
populagBes com maior nimero de loci estatisticamente diferentes foram Cantagalo e
Segredo.

As distancias de Reynolds et al. (1983) podem ser observadas na Tabela 7. A
maior distancia encontrada foi entre as populagbes de Cantagalo e Segredo
(0,0725) e a menor foi entre Cantagalo e Rio do Poco (0,0321).

A estatistica F de Wright (Tabela 8) evidenciou uma baixa diferenciacdo
genética entre as populacdes (Fst = 0,0491) e estatisticamente ndo diferente de
zero. Foi encontrada, dentro das popula¢des, uma alta deficiéncia de heterozigotos
(Fis = 0,2561), porém também estatisticamente ndo diferente de zero. Quanto a
totalidade, também ndo foi estatisticamente significativa a elevada deficiéncia de
heterozigotos encontrada (Fit = 0,2927). Para os loci individualmente, a deficiéncia
de heterozigotos foi muito alta, porém néo significativa, para os loci AluRSAlanto-1,
Haelllanto-3, AluRSAlanto-7 e Haelll400anto-5 e para o locus AluRSAlanto-6 a
deficiéncia foi alta e estatisticamente néo significativa.

A analise da similaridade entre as populacdes utilizando o agrupamento dos
vizinhos mais proximos (Neighbor-Joining) ndo evidenciou correlagdo entre as
distancias ecolégica e genética entre as populac¢des (Figura 4). A populagédo do Rio
do Pocgo, situada na cabeceira do rio Cavernoso e, portanto, a primeira na
sequéncia da transecc¢ao ao longo do rio, ficou intermediariamente localizada entre
Cantagalo (a segunda ao longo do rio) e Segredo (a terceira) na arvore de
agrupamento. O teste de Mantel, que correlacionou as matrizes de distancias
genéticas e fisicas (geografica e ecoldgica) entre as trés populagdes, ndo resultou
em correlacdo estatisticamente significativa (genética/ecologica: r = 0,63; p = 0,33 e
genética/geografica: r = 0,82 e p = 0,32). Portanto, como ndo houve correlacdo entre
as distancias, ndo foi possivel assumir que as populacdes estdo em equilibrio

regional, e assim calcular o valor de Nm entre estas populacgdes.
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Tabela 6. Teste exato para diferenciacdo de populacbes comparando todas as

populag@es, duas a duas, dentro da Analise Regional.

Populagdes Rio do Pogo Segredo

Cantagalo AluRSAlanto-1: P = 0***  AluRSAlanto-1: P = 0***
AluRSAlanto-6:P = 0*** Haelll400anto-5: P =
Todos os loci: P = 0*** 0.0124**

AluRSAlanto-6: P = 0.0080

*k*k

AluRSAlanto-7: P = 0 ***

Todos os loci: P = 0***

Segredo AluRSAlanto-1: P =
0.0001***
AluRSAlanto-7: P = O***

Todos os loci: P = 0***

Todos os loci em X?: 62.8037 df = 12 P = O***
todas as populacbes

Todos os loci P = Q***

AluRSAlanto-1 P = Q***

Haelll400anto-5 P =0,0334**
AluRSAlanto-6 P = 0,0005***

AluRSAlanto-7 P = %
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Tabela 7. Distancias de Reynolds et al. (1983) entre todas as popula¢des, dentro da

Analise Regional.

Populagbes  Rio do Poco Cantagalo
Cantagalo 0.0321 ok
Segredo 0.0425 0.0725

Tabela 8. Estatistica F de Wright para todos os loci analisados, em todas as

populag@es, dentro da Analise Regional.

Locus Fis Fit Fst
AluRSAlanto-1 0,4313 0,5303 0,1742
Haelllanto-3 0,4861 0,4749 -0,0217
Haelll400anto-4 -0,3963 -0,4144 -0,0130
Haelll400anto-5 0,3030 0,2991 -0,0056
AluRSAlanto-6 0,2379 0,2318 -0,0080
AluRSAlanto-7 0,4196 0,4889 0,1194
Todos os loci 0,2561 0,2927 0,0491
I.C. 95%

- minimo -0,0301 -0,0295 -0,0142
- maximo 0,4296 0,4823 0,1135

I.C. = intervalo de confianc¢a * valores significativos ao nivel de 95%
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Cantagalo

Segredo

Rio do Poco
Figura 4. Agrupamento entre os vizinhos mais proximos (Neighbor-Joining) para as
populacdes dentro da Andlise Regional, utilizando as distancias de Reynolds et al.
(1983).
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Analise Macrogeografica

Foi analisado um total de 436 individuos provenientes de 14 populagcbes
naturais da espécie Drosophila antonietae, abrangendo as porgfes alta, média e
baixa da bacia dos rios Parana-Uruguai. Para o locus AlulRSAlanto-1, sete alelos
foram encontrados. Foram amplificados trés alelos para Haelllanto-2, seis alelos
para Haelllanto-3, quatro alelos para Haelll400anto-4, quatro para Haelll400anto-5,
cinco alelos para AluRSAlanto-6 e quatro alelos para o AluRSAlanto-7. As Tabelas 9
e 10 apresentam as frequéncias alélicas e genotipicas, respectivamente, obtidas
para cada locus em cada populacdo. Um locus foi considerado polimérfico quando a
frequéncia do alelo mais comum néo ultrapassou 95%.

Com excecgao da populagéo da Serra do Japi-SP, que apresentou 85,71% de
loci polimérficos, todas as outras 14 populagbes apresentaram 100% dos loci
polimérficos. Nenhuma populacdo apresentou alelo exclusivo. Em relagdo a
heterozigosidade, apenas na Serra do Japi-SP, apresentaram heterozigosidades
médias observadas maiores que a esperadas (Tabela 9).

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para cada locus. Pode ser
observado que todos os loci se apresentaram fora do equilibrio em pelo menos 3
das 14 populacbes avaliadas (Tabela 11). O locus que se apresentou fora do
equilibrio em um maior numero de populagbes (9) foi o AluRSAlanto-6.
Considerando as populagfes, ocorreu uma oscilagdo no nimero de locus fora do
equilibrio, desde a auséncia de locus fora do equilibrio em 2 populacbes
(Sapopema-PR e Serra do Japi-SP), apenas um locus fora do equilibrio (Rio do
Poco —PR), e as que apresentaram 5 loci, sendo esse o maximo fora do equilibrio.

A andlise da estatistica F de Wright (Tabela 12) evidenciou uma diferenciagéo
genética moderada (Fst = 0,1183), e significativamente diferente de zero, entre as
populagBes. Grande parte dos loci também apresentaram significativa diferenciacdo
genética, variando entre 0,0805 para Haelllanto-3 e 0,1981 para AluRSAlanto-7. O
valor de Fis = 0,3949 evidenciou uma deficiéncia de heterozigotos muito alta, e
significativamente diferente de zero, dentro das populagbes. O mesmo pode ser
observado com relagdo ao total (Fit = 0,4624), isto é, uma deficiéncia de

heterozigotos muito alta e significativamente diferente de zero.
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Tabela 9. Frequéncia alélica para cada locus de microssatélite, calculada para cada populacdo na Analise Macrogeografica. n =

ndamero de individuos analisados; % = porcentagem de loci polimérficos; Ho = heterozigosidade média observada; He

heterozigosidade média esperada.

Populacdes
Locus/Alelos SER SRT SMS SAN SSR ITI GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG
AluRSAlanto-1 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=33) (n=22) (n =50) (n=10) (n=09) (n =06) (n=44) (n=22) (n=23) (n=23) (n=18)
1 0,03 0,03 0,01 - - 0,14 - - - 0,02 - 0,24 - -
2 0,15 0,04 0,02 - 0,05 0,02 0,05 - - 0,02 - 0,37 - 0,42
3 0,10 0,11 0,05 0,12 0,18 0,08 - - - 0,04 0,14 0,28 0,59 0,14
4 0,17 0,10 0,21 0,05 0,14 0,17 0,15 0,06 0,17 0,10 0,30 0,04 0,35 0,33
5 0,44 0,65 0,68 0,70 0,61 0,50 0,65 0,39 0,50 0,66 0,36 0,07 0,06 0,11
6 0,11 0,07 002 0,12 002 009 015 0,55 033 0,16 0,20 - - -
7 - - 001 0,01 - - - - - - - - - -
Haelllanto-2 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=33) (n=22) (n =48) (n=10) (n=09) (n=11) (n=47) (n=22) (n=02) (n=02) (n=0)
1 0,06 0,12 0,09 0,08 0,16 0,03 0,20 0,11 - 0,23 0,04 0,5 0,5 -
2 0,94 0,83 0,81 0,92 0,66 0,54 0,60 0,56 0,95 0,62 0,57 0,5 0,5 -
3 - 0,05 0,10 - 0,18 0,43 0,20 0,33 0,05 0,15 0,39 - - -
Haelllanto-3 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=32) (n=22) (n =50) (n=10) (n=10) (n =09) (n=49) (n=22) (n=24) (n=24) (n=23)
1 0,01 0,04 - 0,02 - 0,12 0,10 0,05 0,11 0,19 0,14 0,52 0,48 0,43
2 0,11 0,15 0,05 0,06 - 0,17 0,20 0,15 0,05 0,25 0,21 0,19 0,29 0,28
3 0,19 0,35 0,27 0,14 0,05 0,19 0,20 0,15 0,17 0,25 0,11 0,17 0,17 0,22
4 0,37 0,38 0,41 0,36 0,32 0,34 0,35 0,45 0,50 0,25 0,34 0,10 0,06 0,07
5 0,30 0,08 0,22 0,39 0,52 0,17 0,15 0,20 0,17 0,06 0,18 0,02 - -
6 0,02 - 0,05 0,03 0,11 0,01 - - - - 0,02 - - -
Haelll400anto-4 (n=45) (n = 50) (n =48) (n=33) (n=21) (n = 46) (n=10) (n=10) (n =08) (n=48) (n=22) (n=22) (n=22) (n=20)
1 0,03 0,06 - - 0,02 0,04 - 0,20 0,06 0,12 - 0,50 0,47 0,47
2 0,21 0,33 0,11 - 0,10 0,23 0,05 0,25 - 0,09 0,11 0,11 0,10 0,08
3 0,38 0,21 0,26 0,24 0,21 0,39 0,60 0,35 0,50 0,39 0,50 0,35 0,41 0,36
4 0,38 0,40 0,63 0,76 0,67 0,34 0,35 0,20 0,44 0,40 0,39 0,04 0,02 0,09
Haelll400anto-5 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=33) (n=22) (n=47) (n=10) (n=10) (n=07) (n=48) (n=22) (n=24) (n=24) (n=24)
1 0,11 0,08 0,15 0,10 0,16 0,18 0,20 0,10 0,07 0,19 0,32 0,46 0,48 0,40
2 0,70 0,71 0,51 0,76 0,36 0,31 0,45 0,40 0,50 0,50 0,25 0,46 0,48 0,34
3 0,18 0,21 0,34 0,14 0,48 0,27 0,25 0,35 0,36 0,29 0,43 0,08 0,04 0,26
4 0,01 - - - - 0,24 0,10 0,15 0,07 0,02 - - - -
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Tabela 9. Continuagao.

Populacbes

Locus/Alelos SER SRT SMS SAN SSR ITI GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG

AluRSAlanto-6 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=33) (n=22) (n =50) (n=10) (n=10) (n=11) (n=49) (n=22) (n=24) (n=24) (n=18)
1 0,08 0,26 0,18 0,09 0,23 0,19 0,30 0,10 0,14 0,19 0,14 0,42 0,07 0,31
2 0,28 0,24 0,40 0,09 0,45 0,11 0,10 0,20 0,31 0,38 0,23 0,46 0,60 0,53
3 0,20 0,16 0,12 0,09 0,14 0,15 0,20 0,50 0,41 0,34 0,11 0,04 0,19 0,16
4 0,44 0,34 0,26 0,73 0,18 0,25 0,10 0,20 0,14 0,09 0,23 - 0,14 -
5 - - 0,04 - - 0,30 0,30 - - - 0,29 0,08 - -

AluRSAlanto-7 (n =50) (n = 50) (n =50) (n=33) (n=22) (n =50) (n=10) (n=10) (n =08) (n=49) (n=22) (n=24) (n=24) (n=25)
1 0,02 - - - 0,02 0,19 - - - 0,03 0,30 0,54 0,43 0,10
2 0,81 0,94 0,81 0,88 0,82 0,42 0,25 0,40 0,06 0,59 0,52 0,29 0,50 0,32
3 0,07 0,06 - 0,04 0,02 0,23 0,30 0,30 0,19 0,17 0,11 0,15 0,07 0,46
4 0,10 - 0,19 0,08 0,14 0,16 0,45 0,30 0,75 0,21 0,07 0,02 - 0,12
% 100 100 100 100 100 100 100 100 85,71 100 100 100 100 100
Ho 0,2651 10,2600 0,2518 0,2186 0,2798 0,4333 0,4571 0,3794 0,5853 10,4419 0,5065 0,4223 0,5664 0,4132
He 0,5360 0,5079 10,5316 0,3983 0,5560 0,7062 0,6707 0,6859 0,5543 10,6379 0,6812 0,6429 0,6112 0,6396
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Tabela 10. Frequéncias genotipicas encontradas para cada genétipo de cada locus de microssatélite, em cada populacdo dentro
da Analise Macrogeografica. n = nimero de individuos analisados; SER = Serrana-SP; SRT = Sertdozinho-SP; SMS = Santa Maria
da Serra-SP; SAN = Santiago-RS; SSR = Salto Santa Rosa-PR; ITI = ltirapina-SP; GUA = Guartelad-PR; SAP = Sapopema-PR;
SJA = Serra do Japi-SP; ITA = Itatiba-SP; CIA = Cianorte-PR; RP = Rio do Pogo; CG = Cantagalo; SG= Segredo.

Populacbes

Genoétipos SER SRT SMS SAN SSR ITl GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG

AluRSAlanto-1 (n =50) (n =50) (n = 50) (n=33) (n=22) (n = 50) (n=10) (n=09) (n = 06) (n =44) (n=22) (n=23) (n=23) (n=18)
1/1 0,02 - - - - - - - - - - 0,18 - -
1/2 - 0,02 - - - 0,02 - - - - - 0,09 - -
1/3 0,02 - 0,02 - - 0,02 - - - - - - - -
1/5 - 0,04 - - - 0,24 - - - 0,05 - - - -
2/2 0,08 - - - 0,05 - - - - - - 0,13 - 0,39
2/3 - - - - - - - - - 0,02 - 0,27 - -
2/4 - - 0,02 - - - 0,10 - - - - - - 0,06
2/5 0,14 0,06 - - - 0,04 - - - 0,02 - - - -
2/6 - 0,02 - - - - - - - - - - - -
3/3 0,02 0,04 - - 0,13 0,04 - - - - - 0,18 0,39 0,10
3/4 0,02 0,02 0,06 - - 0,04 - - - 0,02 0,04 0,05 0,39
3/5 0,12 0,10 0,04 0,21 0,09 0,02 - - - 0,02 0,18 - - 0,06
3/6 0,02 - - 0,03 - - - - - - 0,04 - - -
4/4 0,06 0,04 0,14 0,03 0,09 0,08 - 0,11 - 0,07 0,18 - 0,09 0,22
4/5 0,14 0,08 0,03 0,03 0,09 0,12 0,20 - - 0,05 0,05 0,05 0,13 0,17
4/6 0,04 0,02 0,03 - - - - - 0,33 - 0,14 - - -
5/5 0,22 0,50 0,62 0,55 0,50 0,26 0,50 0,33 0,33 0,56 0,14 0,05 - -
5/6 0,04 0,02 0,02 0,03 0,05 0,06 0,10 0,11 0,34 0,05 0,23 - - -
517 - - 0,02 0,03 - - - - - - - - - -
6/6 0,06 0,04 - 0,09 - 0,06 0,10 0,45 - 0,14 - - - -
717 - - - - - - - - - - - - - -

Haelllanto-2 (n =50) (n =50) (n = 50) (n=33) (n=22) (n=48) (n=10) (n=09) (n=11) (n=47) (n=22) (n=02) (n=02) (n=0)
1/1 - - 0,02 - - - 0,10 - - 0,11 - 0,5 - -
1/2 0,12 0,20 0,11 0,15 0,14 0,02 0,20 0,11 - 0,17 0,05 - 1,00 -
1/3 - 0,04 - - 0,18 0,04 - 0,11 - 0,08 0,05 - - -
2/2 0,88 0,72 0,75 0,85 0,59 0,46 0,40 0,45 0,91 0,47 0,54 0,5 - -
2/3 - 0,02 0,04 - 0,15 0,20 0,11 0,09 0,13 - - -

3/3 - 0,02 0,08 - 0,09 0,33 0,10 0,22 - 0,04 0,36 - - -
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Tabela 10. Continuagéao.

Populagbes

Genoétipos SER SRT SMS SAN SSR ITl GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG

Haelllanto-3 (n =50) (n =50) (n = 50) (n=32) (n=22) (n =50) (n=10) (n=10) (n=09) (n=49) (n=22) (n=24) (n=24) (n=23)
1/1 - 0,04 - - - 0,04 - - - - - 0,30 0,42 0,35
1/2 0,02 - - - - 0,04 - - - 0,12 0,05 0,08 - -
1/3 - - - 0,03 - 0,04 0,10 - - 0,12 0,09 0,30 0,13 0,17
1/4 - - - - - 0,08 0,10 0,10 0,22 0,10 0,09 - - -
1/5 - - - - - - - - - 0,05 - 0,04 - -
1/6 - - - - - - - - - - 0,05 - - -
2/2 0,06 0,04 - - - 0,02 - - - 0,06 0,05 0,08 0,25 0,26
2/3 0,04 0,20 0,06 0,03 - 0,04 - - 0,11 0,08 0,05 - - -
2/4 0,04 0,02 0,04 0,06 - 0,18 0,30 0,10 - 0,14 0,13 0,12 0,08 0,09
2/5 - - - 0,03 - 0,04 0,10 0,20 - 0,02 0,09 - - -
3/3 0,08 0,12 0,14 0,03 - 0,08 0,10 0,10 - 0,06 - 0,04 0,08 0,13
3/4 0,14 0,26 0,18 0,10 - 0,10 - 0,10 0,11 0,16 0,09 - 0,04 -
3/5 0,04 - - 0,03 0,09 0,04 0,10 - 0,11 - - - - -
3/6 - - 0,02 0,03 - - - - - - - - - -
4/4 0,20 0,22 0,26 0,19 0,18 0,08 0,10 0,30 0,23 0,05 0,04 0,04 - -
4/5 0,16 0,04 0,06 0,16 0,27 0,14 0,10 - 0,22 0,02 0,27 - - -
4/6 - - 0,02 0,03 - 0,02 - - - - - - - -
5/5 0,20 0,06 0,16 0,28 0,32 0,06 - 0,10 - 0,02 - - - -
5/6 - - 0,06 - 0,05 - - - - - - - - -
6/6 0,02 - - - 0,09 - - - - - - - - -

Haelll400anto-4 (n=45) (=500 (n=48) (n=33) (n=21) (n=46) (=100 (h=10) (n=08) (n=48) (n=22) (n=22) (n=22) (n=20)
1/1 0,02 0,04 - - - 0,02 - 0,20 - 0,13 - 0,14 0,09 0,11
1/2 0,02 0,02 - - - - - - - - - 0,05 0,05 -
1/3 - 0,02 - - - 0,04 - - 0,12 - - 0,67 0,72 0,72
1/4 - - - - 0,05 - - - - - - - - -
2/2 0,16 0,26 0,10 - 0,09 0,09 - 0,10 - 0,06 0,04 0,05 0,05 -
2/3 0,09 0,06 0,02 - - 0,15 - 0,20 - 0,04 0,14 - - -
2/4 - 0,06 - - - 0,13 0,10 0,10 - 0,02 - 0,09 0,04 0,17
3/3 0,31 0,12 0,23 0,21 0,19 0,22 0,30 0,20 0,13 0,29 0,23 - 0,05 -
3/4 0,04 0,10 0,04 0,06 0,05 0,15 0,60 0,10 0,63 0,15 0,41 - - -
4/4 0,36 0,32 0,61 0,73 0,62 0,20 - 0,10 0,12 0,31 0,18 - - -
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Tabela 10. Continuagéao.

Populacdes

Genotipos SER SRT SMS SAN SSR ITI GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG

Haelll400anto-5 (n=50) (n=50) (h=50) (=33) (n=22) (n=47) (n=10) (n=10) (=07) (n=48) (n=22) (n=24) (n=24) (n=24)
1/1 0,08 0,04 0,08 0,06 0,04 0,10 0,10 - - 0,06 0,27 0,25 0,36 0,32
R 0,04 0,06 0,10 0,03 0,09 0,02 - - - 0,13 - 042 0,24 0,12
1/3 0,02 0,02 0,04 0,06 0,14 0,04 0,10 0,20 0,14 0,10 0,09 - 0,04
Ya - - - - - 0,09 0,10 - - 0,02 - - -
2/2 0,52 0,54 0,24 0,67 0,14 0,19 0,40 0,20 0,14 0,33 0,18 0,25 0,36 0,28
2/3 0,30 0,28 0,44 0,15 0,36 0,15 0,10 0,30 0,58 0,19 0,14 - - -
2/4 0,02 - - - - 0,06 - 0,10 0,14 0,02 0,32 - - -
3/3 0,02 0,06 0,10 0,03 0,23 0,13 0,10 0,10 - 0,15 - 0,08 0,04 0,24
Y - - - - - 0,09 0,10 - - - - - - -
4/4 - - - - - 0,13 - 0,10 - - - - - -

AluRSAlanto-6 (n=50) (n=50) (h=50) (=33) (n=22) (n=50) (M=10) (n=10) (n=11) (n=49) (M=22) (n=24) (n=24) (n=18)
1/1 0,08 0,26 0,18 0,09 0,23 0,18 0,30 0,10 0,09 0,14 0,09 0,21 - 0,17
R - - - - - 0,02 - - 0,09 0,10 0,09 0,34 0,14 0,28
1/3 - - - - - - - - - - - 0,04 - -
1/5 - - - - - - - - - - - 0,04 - -
2/2 0,28 0,24 0,40 0,09 0,45 0,08 0,10 0,10 0,18 0,19 0,09 0,25 0,19 0,33
2/3 - - - - - - - 0,20 0,09 0,22 0,09 0,04 0,38 0,11
2/4 - - - - - 0,04 - - 0,09 0,06 - - 0,29 -
2/5 - - - - - - - - - - 0,09 0,04 - -
3/3 0,20 0,16 0,12 0,09 0,14 0,12 0,20 0,40 0,28 0,19 0,05 - - 0,11
Y - - - - - 0,04 - - 0,18 0,08 0,05 - - -
3/5 - - - - - 0,02 - - - - - - - -
4/4 0,44 0,34 0,26 0,73 0,18 0,18 - 0,20 - 0,02 0,18 - - -
4/5 - - - - - 0,06 0,20 - - - 0,04 - - -
5/5 - - 0,04 - - 0,26 0,20 - - - 0,23 0,04 - -
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Tabela 10. Continuagéao.

Populacbes

Genoétipos SER SRT SMS SAN SSR ITI GUA SAP SJA ITA CIA RP CG SG

AluRSAlanto-7 (n=50) (n=50) (n=50) (n=33) (n=22) (n=50) (n=10) (n=10) (n=08) (n=49) (n=22) (n=24) (n=24) (n=25)
1/1 - - - - - 0,12 - - - - - 0,37 0,33 0,04
R 0,04 - - - - 0,06 - - - 0,04 0,41 0,13 0,29 0,08
1/3 - - - - - 0,02 - - - - 0,14 0,21 - -
Ya - - - - 0,05 0,06 - - - 0,02 0,05 - - 0,04
2/2 0,70 0,92 0,66 0,76 0,68 0,26 0,10 0,30 - 0,37 0,27 0,21 0,33 0,28
2/3 0,02 0,04 - 0,09 0,05 0,24 0,20 - - 0,25 0,05 0,04 0,15 -
2/4 0,16 - 0,30 0,15 0,22 0,02 0,10 0,20 0,13 0,16 0,04 - - -
3/3 0,06 0,04 - - - 0,08 0,20 0,20 - 0,02 - - - 0,40
Y - - - - - 0,04 - 0,20 0,37 0,06 0,04 0,04 - 0,12
4/4 0,02 - 0,04 - - 0,10 0,40 0,10 0,50 0,08 - - - 0,04
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Tabela 11. Teste do equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os loci dentro da Analise Macrogeografica.

Loci
Populacdes AluRSAlanto-1 Haelllanto-2 Haelllanto-3 Haelll400anto-4 Haelll400anto-5 AluRSAlanto-6 AluRSAlanto-7
Serrana-SP 0,5646 1,0 0,0679 Or** 0,3202 O** 0,0554
Sertdozinho-SP 0,0265* 0,1266 0,0333* Or** 0,2979 Or** 0,004 7***
S. M. Serra-SP O** 0,0006*** 0,0083** O** 0,7770 Q*** 1,0
Santiago-RS 0,1103 1,0 0,0026** Or** 0,0071* Q*** 1,0
S. S. Rosa-PR 0,0211* 0,0015** 0,4133 0,0004*** 1,00 Or** 0,5381
Itirapina-SP 0,7814 Or** 0,3543 0,0692 0,0041* Or** 0,0193*
Guartela-PR 0,4799 0,5732 1,00 1,00 0,0150* 0,0031** 0,0150*
Sapopema-PR 0,1707 0,1707 0,2455 0,4799 0,5732 0,0751 0,0817
S. Japi-SP 0,4805 1,00 1,00 0,4779 0,5105 0,2145 1,00
Itatiba-SP 0,0001*** 0,0133* 0,7049 O** 0,0223* 0,2310 0,7667
Cianorte-PR 1,00 O** 0,3376 1,00 0,0129* 0,0028** 1,00
Rio do Pogo -PR 0,0196* - 0,2371 0,0842 0,4333 0,4333 0,1145
Cantagalo- PR 0,3993 1,00 0,0002*** 0,0289* 0,0140* 0,0044** 0,1867
Segredo- PR 0,0001*** - 0,0023 0,1510 0,0009*** 0,3698 0,0001***
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Tabela 12. Estatistica F de Wright para todos os loci dentro da Andlise

Macrogeogréfica.
Loci Fis Fit Fst
AluRSAlanto-1 0.3623* 0.4441* 0.1283 *
Haelllanto-2 0.3990* 0.4677* 0.1144 *
Haelllanto-3 0.2357 0.2972 0.0805
Haelll400anto-4 0.4296* 0.4892* 0.1045*
Haelll400anto-5 0.3062* 0.3618 0.0802
AluRSAlanto-6 0.7137 0.7411 0.0956*
AluRSAlanto-7 0.2664 0.4117* 0.1981
Todos os loci 0.3949* 0.4624* 0.1115*
I.C. 95%
- minimo 0.2875 0.3633 0.0903

- maximo 0.5330 0.5827 0.1440
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As distancias genéticas de Reynolds et al. (1983) estdo apresentadas na
Tabela 13. As populagBes que apresentaram a maior distancia genética foram
Cantagalo-PR e Santiago-RS (0,4461). As que apresentaram a menor distancia
genética foram Serra do Japi-SP e Guartela-PR (-0.0015). Estas distancias foram
utilizadas na andlise de agrupamento entre os vizinhos mais proximos (Neighbor-
Joining) (Figura 5). As popula¢des pertencentes a bacia do Rio Iguacu (utilizadas na
Andlise Regional descrita acima), formaram um (nico ramo mais proximo a
populagdo de Cianorte-PR, que esta localizada na bacia do rio Ligeiro, a qual € a
mais proxima tanto ecologicamente quanto geograficamente. As duas populacdes
gue estdo dentro da bacia do rio Grande (divisa entre os estados de S&o Paulo e
Minas Gerais), Serrana-SP e Sertdozinho-SP, também ficaram situadas em um ramo
Unico. Para as demais popula¢des ndo houve uma correlacdo entre localizacao

geografica e posicionamento na arvore de agrupamento.
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Tabela 13. Distancias de Reynolds et al. (1983) entre todas as popula¢des dentro da Anélise Macrogeogréfica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1) Serrana-SP ok
2) Sertdozinho-SP 0,0222  x¥xkx
3) S.M.Serra-SP 0,0321 00,0299  xxxxx
4) Santiago-RS 0,0492 0,0751 0,0650  ***=*=x
5) S.S.Rosa-PR 0,0679 0,0792 0,0099 0,0955  *xxx*
6) ltirapina-SP 0,0965 0,0827 0,0671 0,1341 0,0794  ***=*=
7) Guartela-PR 0,1049 0,1232 0,0801 0,1951 0,1066 0,0007  ***=*=x
8) Sapopema-PR 0,0946 0,1112 0,1032 0,2041 0,1079 0,0285 0,0146  *xxx*
9) S.Japi-SP 0,1275 0,1983 0,1202 0,2656 0,1446 0,0609 -0,0015 0,0056  ****=*
10) Itatiba-SP 0,0647 0,0505 0,0357 0,1279 0,0607 0,0379 0,0205 0,0274 0,0511 @ *****
11) Cianorte-PR 0,0980 0,1077 0,0677 0,1634 0,0672 0,0091 0,0289 0,0476 0,0884 0,0448  ***=*=x
12) R.Poc¢o-PR 0,2615 0,2612 0,269 0,4106 0,2579 0,1372 0,1708 0,1831 0,2489 0,1555 0,1358  *****
13) Cantagalo-PR 0,2971 0,2916 0,2934 0,4461 0,2810 0,1557 0,1979 0,2157 0,2828 0,1782 0,1374 0,0268  ****=
14) Segredo-PR 0,2168 0,2596 0,2510 0,4158 0,2451 0,1355 0,1387 0,1481 0,2128 0,1265 0,1324 0,0339 0,0642  *****
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Itirapina _
Itatiba
SSRosa
SMserr Rio Grande
Sertdozinho
Serrana Rio Uruguai
Guartela Rio Tieté e Santiago
Rio Paranapanema
4‘_‘jaoooema
Rio Ligeiro
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Rio Poco
Cantagalo

Figura 5. Andlise de agrupamento dos vizinhos mais proximos (Neighbour-Joining)

para todas as populacdes dentro da Andlise Macrogeogréfica, utilizando
as distancias de Reynolds et al. (1983).
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DISCUSSAO

Analise Regional

As é&reas estudadas evidenciam vegetacao xerofitica relictual pela presenca
do cacto Cereus hildmaniannus, remanescente da retracdo deste tipo de vegetacao
depois do ultimo periodo frio e seco do quaternario (Bigarella et al., 1975; Vanzolini,
1981; Ab’Saber, 2000). Estas areas xerofiticas estéo localizadas em remanescentes
de Mata Atlantica do dominio de Floresta Ombrdfila Mista, ou Mata de Araucéria.
Este bioma atualmente esta sob intensa acdo de degradacdo, principalmente pelo
aumento das areas urbanas e pela exploragdo da terra para atividades
agropecuarias.

Nas viagens de coleta realizadas na regido da Campina do Sim&o/PR e
Santa Maria do Oeste/PR né&o foram localizadas areas propicias para a coleta de
Drosophila antonietae. Isto provavelmente deve-se ao fato de haver um grande
processo exploratério nesta regido, que consiste de &reas de pastagem e
bovinocultura, sendo a presenca dos cactos indesejada. As outras localidades
amostradas (Cantagalo-PR, Rio do Poco-PR e Segredo-PR) também sofrem
acentuada acdo antropica, porém com cultivo de gréos, ficando os cactos em
aglomerados geralmente associados a regides rochosas, sendo estes locais de
dificil acesso pelas maquinas.

Atualmente as populagdes de D. antonietae estdo geograficamente isoladas,
formando verdadeiras ilhas continentais (Mateus e Sene, 2003) provavelmente em
decorréncia dos ciclos de glaciacdo dos periodos Terciario e Quaternério (Bigarella
et al., 1975; Vanzolini, 1981; Brown e Gibson, 1983; Ab’Saber, 2000). Em periodos
quentes e Umidos as populagbes de cactos estariam restritas pelas florestas
tropicais a regiéo litordnea e ao longo dos vales dos rios (provavelmente o caso de
Cereus hildmaniannus, cacto hospedeiro de D. antonietae — Monteiro, 1997,
Mateus, 2001). Porém estes processos naturais resultaram em tamanhos
populacionais suficientes para manutencdo da sobrevivéncia de ambas as espécies
(cactos e drosofilideos). A formacédo de fragmentos de mata em &reas de cultivo nas
Ultimas décadas ndo considera estes critérios ecologicos. Este fator, de ordem
antropica, também deve ser considerado para explicar a distribuicdo da variabilidade

genética no presente trabalho.
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Dentro do processo evolutivo, a variabilidade genética de uma populagéo
fornece a base para as modificagdes ao longo do tempo, permitindo que as
populacdes se diferenciem dos seus ancestrais (Strickberger, 2000). Desta forma,
estudos da variabilidade em populacdes naturais sdo altamente importantes para o
entendimento da historia evolutiva de uma espécie.

Nossos dados mostraram um polimorfismo genético de 100%, e freqiiéncias
alélicas com desvios do esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando que
estas possivelmente ndo sdo mantidas por mutagdes recorrentes. Como a
variabilidade genética € base para o processo evolutivo, esse desvio do equilibrio
pode ser causado por um fator evolutivo, ou a soma deles: fluxo génico, selegéo
natural, deriva genética e/ou endogamia.

A heterozigosidade média observada para cada populacdo ficou abaixo da
heterozigosidade média esperada. Porém a média geral, considerando as trés
populagBes dentro da Analise Regional, foi de 0,4614. Este valor ficou acima da
média detectada para drosofilas cactofilicas (Ho = 0,087) e ndo cactofilicas (Ho =
0,160), como seria esperado para alozimas (revisdo de Zouros, 1973; Johnson,
1974; Barker e Mulley, 1976; Moraes e Sene, 2002). Assim como a calculada para
D. antonietae, também com alozimas (Ho = 0,2242 — Mateus e Sene, 2003). O valor
obtido neste trabalho ficou acima também dos obtidos recentemente, pelo nosso
grupo, na andlise de uma espécie ndo cactofila, de ocorréncia em matas, no estado
do Parand, Drosophila mediopunctata. A heterozigozidade média observada para
esta espécie ficou entre 0,130 e 0,250 (Cavasini, 2009). Por outro lado, a
heterozigozidade observada obtida neste trabalho esta préxima, mas ainda acima
da obtida por Machado (2003), utilizando o marcador microssatélite em D.
antonietae (Ho = 0,3835).

O indice de fixagdo (F) quantifica o efeito do endocruzamento, causado pela
estruturagdo de populagbes, e é medido pela reducdo na heterozigosidade
esperada pela panmixia. O indice Fis, que representa o decréscimo
intrapopulacional na heterozigosidade, demonstrou que ha uma deficiéncia de
heterozigotos muito alta dentro das populagdes analisadas (0,2561). Este resultado
sugere a agdo conjunta ou individual de alguns fatores, tais como, deriva genética,
endogamia, efeito de Wahlund, cruzamentos preferenciais, alelos nulos e/ou selecao
contra heterozigotos.

Kimura e Crow (1963) propuseram que em popula¢c6es panmiticas os indices
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Fis deveriam ser negativos. Nossos resultados evidenciaram um locus com Fis
negativo (Haellanto-4), e para os outros loci ocorreu variagéo entre alta e muito alta
deficiéncia de heterozigotos dentro das populacbes (Tabela 8). Estes resultados
divergem do que seria esperado para populagdes endogamicas, pois diferentes
valores de Fis foram observados para cada locus. O esperado seria que a
endogamia afetasse de forma semelhante todos os loci. Além disso, Mateus e Sene
(2003) demostraram a nao ocorréncia de cruzamentos endogamicos para D.
antonietae, utilizando dados obtidos de amostras provenientes de moscas adultas
que eclodiram de um Unico cladédio.

O efeito Wahlund pode ser uma causa comum de deficiéncia de
heterozigotos em estudos de genética de populacBes (Johnson e Black, 1984). Tal
efeito pode ser observado em dois casos: 1) o padrdo encontrando pode ser
resultado do agrupamento de moscas de diferentes gerag6es numa Unica amostra,
ou 2) se as subpopulagbes forem consideradas em conjunto como uma Unica
populacdo, ou seja, existe uma estruturagdo populacional em habitats que foram
naturalmente fragmentados, ou as areas favoraveis sédo intermediadas por regides
desfavoraveis, ou ainda, ocorreu fragmentacdo posterior das é&reas favoraveis.
Como as populagbes dentro da Andlise Regional estdo geograficamente isoladas,
apenas o primeiro caso poderia explicar a deficiéncia de heterozigotos detectada,
nao podendo ela ser descartada.

Outra causa provéavel de deficiéncia de heterozigotos € a ocorréncia de alelos
nulos. A presenca destes pode ser comum dentro das amostras (por exemplo, os
trabalhos de Van Treuren, 1998; e McGoldrick et al., 2000). A fixacdo de um alelo
nulo é responsavel pela maioria das falhas nos experimentos de amplificacdo
(Callan et al.,, 1993). Os alelos nulos sé@o alelos que ndo amplificam quando
segregantes com outro alelo, resultando em falso homozigoto. A amplificacdo de
dois alelos para o locus Haelllanto-2 em apenas quatro individuos (dois do Rio do
Poco e dois de Cantagalo) é uma evidéncia da presenca de alelos nulos para este
locus em especifico. Segundo Machado (2003), a presenca de alelos nulos pode
explicar a ndo amplificacdo dos loci de Drosophila buzzatii em D. antonietae.
Machado et al. (2010), numa andlise dos sete loci de microssatelites para D.
antonietae utilizados neste trabalho, verificaram a presenca de alelos nulos para o
locus AluRSAlanto-6. Ainda segundo Machado et al. (2010), foi verificada a

presenca de homoplasia de tamanho, e ambos parecem n&o representar problemas
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significativos para as analises de genética populacional em D. antonietae, devido a
grande quantidade de variabilidade nos loci de microssatélites, pois esta pode
compensar a baixa freqiéncia dos mesmos nas populagfes investigadas. Porém,
para as trés populacdes analisadas aqui, a presenca de alelos nulos foi um fator
importante que evitou a incluséo do locus Haelllanto-2 nas andlises populacionais
dentro da Analise Regional.

Outro evento que pode estar levando a deficiéncia de heterozigotos nestas
populagBes é a selecdo natural contra os heterozigotos. Considerando que selecao
natural € sobrevivéncia e reproducéo diferencial de gendétipos mais bem adaptados,
seria necessario mensurar estatisticamente o valor adaptativo relativo do
heterozigoto ao longo das geracdes. Nossos dados nédo permitem esta avaliagéo,
mas em estudos realizados por Mateus e Sene (2003) foi verificada a possivel acao
da selegcdo natural em D. antonietae através da andlise da variagdo temporal e
espacial aloenzimética. Posteriormente, Mateus e Sene (2007) apontaram a selecao
natural como um possivel fator de atuagédo na prevengdo da divergéncia genética
entre as popula¢gdes. Machado (2003) testou a ocorréncia de um possivel efeito
carona entre 7 loci de microssatélites e 10 isoenzimaticos em D. antonietae, e
através da analise realizada desconsiderou a possibilidade de ocorréncia de tal
efeito entre estes dois marcadores. Porém, nao foi descartada a hipétese de que
loci de microssatélite estejam sofrendo um efeito carona de selecdo natural
estabilizadora em algum outro sistema genético ao qual os loci de microssatélite
estejam ligados, mantendo o nivel de variabilidade e impedindo a divergéncia entre
as populagoes.

O desequilibrio de ligagdo gamético € um fator que pode influenciar o padrao
de variabilidade em populag¢des naturais. Ele ocorre quando dois genes estdo muito
proximos em um cromossomo, sem dissociagdo gamética, sendo transmitido a
progénie como um par. Mesmo que os loci ndo estejam ligados fisicamente em um
cromossomo, eles podem ser funcionalmente relacionados ou ainda estar sobre o
efeito de sele¢cdo e assim ser transmitidos como um par, assim o desequilibrio
gameético cria uma pseudo-replicata para analise de loci. Como ja citado, os loci de
microssatélite geralmente estdo presentes em regides intergénicas do genoma,
porém podem estar associados a estas regides (Bachtrog, 1999), que podem estar
sob a acdo da selecdo natural. Machado (2003), na analise de 12 populagbes

naturais, verificou a nao ocorréncia de desequilibrio gamético nos loci de
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microssatélite utilizados no presente trabalho em D. antonietae, portanto este ndo
deve ser um fator atuante neste caso.

Populag6es naturais podem apresentar deficiéncia de heterozigotos também
em decorréncia de cruzamentos preferéncias. Para o cluster D. buzzatii, Machado et
al. (2002) em analise de corte, observaram que os machos do grupo cortejam as
fémeas independentemente delas serem da mesma espécie. Kelly e Noor (1996)
também observaram o mesmo padrdo em estudos de especiacdo em Drosophila.
Seria necesséria a andlise em relagdo ao comportamento das fémeas que poderiam
estar selecionando os machos. Mas as evidéncias déo indicios da ndo ocorréncia de
cruzamentos preferéncias ndo s6 para o cluster D. buzzatii, e sim para o género
Drosophila em geral.

O Fst mede o efeito da estruturacdo das populagdes sobre a diversidade
genética. O valor obtido para este indice na Analise Regional foi de 0,0491,
indicando uma baixa diferenciagdo entre as populacbes analisadas. Esta
diferenciacdo (Fst) € menor do que a observada em analise microgeografica
realizada em D. mediopunctata em regides de fragmentos de Mata de Araucaria no
estado do Parana (Fst = 0,066 no inverno - Cavasini, 2009), indicando um padréao
menor de diferenciacdo para D. antonietae. Mas o indice € maior do que a
diferenciac@o observada, por Mateus e Sene (2003), para D. antonietae em analise
intrapopulacional em dimens&o temporal e espacial através de isoenzimas (Fst =
0,0355 e 0,0023 respectivamente), sugerindo que ha estruturacdo das populacdes
analisadas. Ja em relagdo as analises macrogeograficas para D. antonietae, o
indice de diferenciacdo observado no presente trabalho foi um pouco inferior aos
obtidos para isoenzimas (Fst = 0,0723 - Mateus e Sene, 2007) e microssatélites (Fst
= 0,0730 - Machado, 2003). Os indices de distancia de Reynolds et al. (1983)
(Tabela 7) demonstraram valores condizentes ao Fst, representando o nivel de
identidade entre as populacdes.

O fluxo génico é um fator que pode levar a diminuigdo da diferenciacé@o entre
populagdes, e o compartilhamento de alelos aumenta a variabilidade genética dentro
das populagbes, considerando que o tamanho das subpopulacdes ndo seja
pequeno a ponto da deriva genética ser importante. Conforme observado, existe um
alto polimorfismo e alta diversidade dentro das populagbes avaliadas, e baixa
diferenciagédo entre as mesmas.

Fluxo génico foi sugerido por Monteiro e Sene (1995) como o fator promotor
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da baixa diferenciacéo observada na morfologia de edeago em populacdes isoladas
geograficamente de Drosophila antonietae. Porém, a distancia geogréfica entre as
populacdes leva ao questionamento da possibilidade de ocorréncia de fluxo génico
atual entre elas. Mateus e Sene (2007), com estudo isoenzimético, indicaram certa
diferenciag@o geografica nas populacdes de D. antonietae, separando populacdes
do alto da bacia dos rios Parani-Uruguai da parte baixa. O mesmo foi observado
por Manfrin et al. (2001) e de Brito et al. (2002), através de haplétipo de DNA
mitocondrial, e Esguicero (2006), atraves de morfologia de asa.

Em decorréncia da associagdo entre D. antonietae ao cacto Cereus
hildmaniannus, distribuido principalmente ao longo do curso dos rios, 0 que se
propde é a possibilidade da existéncia de fluxo génico histdrico entre as populacdes
através de corredores ao longo da distribuicdo das cactidceas, sendo assim
dificultado um processo de diferenciacdo entre elas (Monteiro e Sene, 1995;
Machado, 2003; Mateus e Sene, 2007). Manfrin e Sene (2006) discutem esta
associacdo cactofilica do cluster D. buzzatti como um aspecto importante,
indagando a questdo adaptativa em relacdo a D. antonietae e Cereus
hildmaniannus. Pela existéncia desta especificidade ecolégica, populacdes de
drosofilas cactéfilas devem ter acompanhado as expansées e retracdes das areas
xerofiticas causadas pelas mudancgas paleocliméticas ciclicas com atual distribuicdo
consequente do ultimo ciclo de glaciacdo e também decorrente de ciclos anteriores
no Periodo Terciario. Essas mudancas ciclicas, agindo como agente vicariante,
seriam fatores atuantes no quadro evolutivo observado (Sene et al., 1988).

Apesar da alta identidade entre as populagdes, foi verificada a existéncia de
alelos exclusivos para 2 dos 7 loci avaliados. Cantagalo e Segredo foram as
populagBes que mais divergiram em relagdo aos alelos e também na distancia de
Reynolds et al. (1983). Rio do Pogo e Cantagalo apresentaram a menor distancia
(Tabela 7). Na analise de agrupamento foi possivel verificar a populacdo do Rio do
Poco, apesar de estar localizada na cabeceira do rio Cavernoso, ela ficou
intermediéria a Cantagalo e Segredo (Figura 4). Esta auséncia de padrdo entre o
posicionamento geografico e as distdncias genéticas foi comprovada pela néo
significancia estatistica da correlagdo entre as matrizes de distancias genéticas e
fisicas através do teste de Mantel.

Assim, os resultados obtidos através dos loci de microssatélites da porcao

média da bacia do rio Iguagu, afluente do rio Parana, ndo deixam de ser
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congruentes aos obtidos através de outros marcadores para popula¢des naturais de
Drosophila antonietae, isto €, alta diversidade intrapopulacional e baixa

diferenciagéo interpopulacional.

Analise Macrogeografica

Drosophila antonietae, espécie associada ao cacto Cereus hildmaniannus,
tem uma distribuigcdo geogréfica principalmente ao longo do curso dos rios, fator que
possibilitaria a existéncia de fluxo génico entre as populagbes e dificultaria um
processo de diferenciagéo entre elas (Monteiro e Sene, 1995; Tidon-Sklorz e Sene,
2001; Machado, 2003; Mateus e Sene, 2003). Esta hipotese foi sugerida através de
informagdes de marcadores independentes (Monteiro e Sene, 1995; Machado,
2003; Mateus e Sene, 2007). Nossos dados incluem, entre essas informagodes, a
regido do curso médio da bacia dos rios Parana-Uruguai, através de um marcador
seletivamente neutro, os microssatélites.

Nossos dados indicam que as populacdes apresentaram loci fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 11) e, portanto, devem estar sob a agdo dos
processos evolutivos ja discutidos acima. No caso do fluxo génico, este tem sido
proposto como fator gerador da homogeneidade genética observada para as
populacdes naturais de Drosophila antonietae. Segundo Markow e Castrezana
(2000), drosofilideos nédo dispersam para muito longe das regifes xerofiticas, sendo
este um limitante para o fluxo génico. Mateus e Sene (2007) arguem que, pela
existéncia da especificidade ecolégica e em decorréncia das mudancas
paleocliméticas ciclicas, isto €, ciclos climéticos frio/seco e do quente/Gmido do
Quaternério (Bigarella et al., 1975; Ab’Saber, 2000), a vegetagdo xerofitica ficou
restrita as florestas do litoral e vales dos rios com solos de baixa umidade, como é o
caso de Cereus hildmaniannus. Manfrin e Sene (2006) discutem ainda que durante
os periodos frio/seco, as populagbes de cactos podem ter expandido e o quadro
atual é decorrente ndo somente do ultimo ciclo de retragdo. Mateus e Sene (2007)
sugerem entdo que a homogeneidade pode ser decorrente da manutengdo do
polimorfismo ancestral dos periodos de expansao xerofitica, onde deve ter ocorrido
fluxo génico entre as populacdes, com posterior acdo de selecdo natural
estabilizadora, levando ao padrdo de homogeneidade encontrado.

Encontramos, entre as 14 populagdes analisadas, uma diferenciacao
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genética moderada (Fst = 0,1115 — Tabela 12), e indices de distancias genéticas
(Reynolds et al.,, 1983) representativo desta diferenciagdo moderada (menor
distancia = -0,0015; maior distancia = 0,4461 — Tabela 13). A distancia de Reynolds
et al. (1983) evidenciou ainda, como mais semelhantes, as populagdes do alto e
baixo da bacia, ficando mais distantes as populacfes localizadas na por¢do média
(Tabela 13). Estes dados estdo de acordo com a similaridade genética das
populagBes de Drosophila antonietae, porém novamente ndo corroboram que esta
similaridade seja continua ao longo da bacia dos Rios Parana-Uruguai, pois a
porcdo média apresentou maior distdncia assim como a maior variabilidade
genética.

A andlise de agrupamento, realizada por de Brito et al. (2002), separou as
populacdes Drosophila antonietae do sul, das popula¢des do norte, mas ndo pode
discriminar entre fragmentagéo no passado e fluxo génico restrito com isolamento
pela distancia, devido a ndo amostragem dos individuos de populacdes situadas
entre essas duas regides. A Analise Macrogeogréfica realizada no presente trabalho
contemplou todas as regides, porém ndo evidenciou uma associacdo clara entre
localizacdo dentro da bacia dos rios Parana-Uruguai (Figura 5) e as distancias
genéticas. Os dados de correlagdo entre as distancias genéticas e fisicas, através
do teste de Mantel, também ndo foram significativos, indicando que ndo ha
correlacdo entre os mesmos. Estes dados estdo em consonancia com 0 proposto
para homogeneidade genética até o presente momento para D. antonietae.
Machado et al. (2010), através do marcador microssatélite, também ndo detectaram
estruturagcd@o entre populacdes do alto e da porcao baixa da bacia dos rios Parané-
Uruguai, como encontrado para DNA mitocondrial por de Brito et al. (2002).

Pode ser levantada a hipétese de que a homogeneidade e alto indice de
polimorfismo nas popula¢des naturais de D. antonietae sejam decorrentes de uma
manutengdo histérica de polimorfismos compartilhados, conforme proposto por
Mateus e Sene (2007). Por outro lado, os nossos dados parecem indicar que esta
havendo uma diversificagdo incipiente, que pode ser em resposta adaptativa
regional, ou simplesmente por eventos estocasticos.

Desta forma, os eventos que subdividiram as populagdes de Drosophila
antonietae podem ser resultado de retragbes das areas xerofiticas que ocorreram
durante os ciclos paleoclimaticos do Terciario e Quaternério (Bigarella et al., 1975;

Ab’Saber, 2000), associadas a fragmentac&do recente por agcdo humana. A cada



84
Programa de Pds-Graduacao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

retracdo, as populagbes remanescentes podem ter mantido o polimorfismo da
populagéo ancestral através de varios fatores ndo excludentes: 1) por apresentarem
tamanho efetivo populacional grande (Mateus e Sene, 2003), diminuindo a a¢éo da
deriva genética; 2) pelo tempo de divergéncia entre as popula¢des ndo ter sido
suficiente (Manfrin e Sene, 2006; Mateus e Sene, 2007), e; 3) os marcadores
microssatélites estariam sofrendo um efeito “carona” de selecao natural em outros
sistemas genéticos, com a provavel excegdo de isoenzimas (Machado, 2003). Fluxo
génico atual ou recente entre as popula¢cdes parece ndo ser o caso, pois o teste de
Mantel, realizado neste trabalho, ndo demonstrou correlagéo entre posicionamento
geogréafico e diferenciagdo genética. Porém, um fluxo génico historico poderia
explicar os resultados obtidos, pois a distribuicdo das cactaceas ao longo dos vales
dos rios da bacia Parana-Uruguai teria formado corredores por onde pode ter

ocorrido fluxo génico entre as populacdes de Drosophila antonietae.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados do capitulo sobre a estrutura da comunidade de
drosofilideos em um fragmento de Mata de Araucaria (Capitulo 1), foi possivel
ampliar o conhecimento sobre a composicéo de fauna de drosofilideos em regido de
Mata Atlantica, analisar espacialmente a diversidade de drosofilideos em um
fragmento de Floresta Ombroéfila Mista do sul do Brasil, investigar a riqueza e
diversidade sazonal de espécies de drosofilideos deste fragmento, e inferir aspectos
ecoldgicos sobre a composicdo faunistica de areas fragmentadas. Assim, estes
dados podem servir como base para futuros projetos de conservagdo do bioma
Floresta Ombréfila Mista, uma vez que este se encontra em intenso processo de
degradacéo.

Os dados obtidos através do marcador DNA microssatélite para populacées
naturais de Drosophila antonietae, analisados no Capitulo 1l deste trabalho,
possibilitou: caracteriza-las dentro do contexto da histéria evolutiva desta espécie,
ampliando o conhecimento da estrutura populacional e da variabilidade genética de
suas populagdes naturais; inferir o efeito dos fatores evolutivos no padréo obtido,
através da analise da estatistica F de Wright, e; correlacionar os dados sobre
Drosophila antonietae do alto, médio e baixo curso da bacia dos rios Parana-
Uruguai, com a finalidade de inferir eventos histéricos e ecoldgicos que determinam
0 padréo evolutivo da espécie em estudo.

A andlise relacionando as distancias genéticas com distancias geograficas e
ecoldgicas mostrou que nédo h& evidencia de fluxo génico atual através dos rios em
menor escala, conforme proposto por estudos realizados previamente em grande
escala de distribuicdo das populacdes analisadas. Porém, foi possivel demonstrar
que ha uma similaridade entre as mesmas. As hipéteses para explicar esta
homogeneidade ao longo da distribuicdo de Drosophila antonietae envolvem fluxo
génico historico, provavelmente ao longo do curso dos rios, e a manutencdo da
identidade entre as populagdes seria resultado de selegdo natural estabilizadora e

manutencgdo de polimorfismo ancestral.
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