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RESUMO

O estudo filogeografico € uma ferramenta que pode evidenciar padrdes
geograficos e genéticos capazes de refletir eventos histéricos sofridos por uma
espécie ou populagcédo ao longo de sua histéria evolutiva. O objetivo deste trabalho
foi estudar a estrutura populacional, histéria evolutiva, e distribuicdo das espécies
neotropicais Drosophila maculifrons (grupo guaramunu) e D. ornatifrons (grupo
guarani), coletadas no bioma Mata Atlantica da regidao sul do Brasil. Foram
analisadas as sequéncias dos genes mitocondriais Citocromo Oxidase | (COl) e Il
(COIll) de trés populagdes de D. maculifrons e nove de D. ornatifrons. A diversidade
nucleotidica média (1) encontrada para as populagbes de D. maculifrons para o
gene COI foi de 0,000476, e para COIl foi de 0,000651. A AMOVA, Analise de
Variancia Molecular, revelou variagao consideravel para COI (63,51%; ®ct = 0,63328
— p < 0,05) entre os grupos G1 e G2 (categorizados de acordo com a fitofisionomia
da Mata Atlantica onde as populagdes foram coletadas), e para COIl entre
populagdes dentro dos grupos (101,12%; ®dsc = -0,01481 — p < 0,05). Os graficos de
Mismatch Distribution (MD) para os dois genes apresentaram curvas multimodais, o
que sugere tanto equilibrio demografico, quanto subdivisao de populagdes. O padrao
de distribuicdo da variagao haplotipica de D. maculifrons também pode ser explicado
pela acao de selegcdo balanceadora, com redugdo da diversidade genética e
manutencao de polimorfismo ancestral; a diferenga na variagcdo observada entre as
populacdes pode ser tanto devido a composicao vegetal distinta encontrada nas
areas de Mata Atlantica amostradas, Floresta Estacional Semidecidual (FES) e
Floresta Ombrofila Mista (FOM), como também esta relagdo pode ser consequéncia
da maior proximidade geografica das populacbes da area de FOM em relagédo a
populacdo coletada na area de FES, sendo resultado de fluxo génico restrito pela
distancia. Para D. ornatifrons, os testes de neutralidade, o grafico de MD e a Analise
Bayesiana (BSP) para o gene COIl indicam que esta espécie sofreu possivelmente
um evento de expansao populacional. Este evento teria ocorrido provavelmente a
partir das populacdes litoraneas ou proximas ao litoral do estado do Rio Grande do
Sul, mais Umidas, como indicado pela posicdo da populacdo de llha dos
Marinheiros-RS na rede de haplétipos e a maior variagdo encontrada neste local. A
datagcédo pela BSP sugere que esta expansao teria ocorrido entre 20.000 e 25.000

anos atras, periodo em que as temperaturas no hemisfério sul estavam em torno de
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cinco ou seis graus mais baixas que as atuais. Portanto, a analise da distribuicdo da
diversidade de haplétipos dos genes COIl e COIl de D. maculifrons revelou uma
possivel relagao com o tipo de habitat (FES e FOM), contudo, uma amostragem com
maior amplitude geografica poderia contribuir com melhor precisao para a elucidagao
da historia evolutiva desta espécie. A analise filogeografia de D. ornatifrons sugeriu
qgue a regido litoranea do Rio Grande do Sul seria a area ancestral de dispersao e
origem das demais populag¢des analisadas. A restrigdo da distribuicdo da diversidade
observada na populacao costeira ancestral analisada, llha dos Marinheiros-RS, para
as areas colonizadas seria resultado da capacidade limitada de dispersdo destes
insetos, associada a dificuldade de transpor barreiras clinais, especialmente de

umidade, tao frequentes em ambientes florestais como a Mata Atlantica.
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ABSTRACT

Phylogeography is a research field that can evidence geographic and genetic
patterns resulted from historic events that a species or population has suffered along
its evolutionary history. The main goal of this work was to study the populational
structure, evolutionary history and distribution of the Neotropical Drosophila species,
Drosophila maculifrons (guaramunu group) and D. ornatifrons (guarani group),
collected in the Atlantic Forest biome from southern Brazil. Sequences of the
mitochondrial genes Cytochrome Oxidase | (COIl) and Il (COIll), from three
populations of D. maculifrons and nine populations of D. ornatifrons, were analyzed.
The mean nucleotide diversity (1) found for D. maculifrons in the COIl gene was
0.000476, and in COIl was 0.000651. The AMOVA, Analysis of Molecular Variance,
revealed considerable variation for COI (63.51%; ®ct = 0.63328 — p < 0.05) among
G1 and G2 groups (categorized according to the Atlantic Forest phytophysiognomy
were the population was located), and for COIl among populations within the groups
(101.12%; dsc = -0.01481 — p < 0.05). The Mismatch Distribution (MD) graphics for
both genes presented multimodal curves, which suggest the occurrence of
demographic equilibrium or population subdivision. The pattern of haplotipic variation
distribution for D. maculifrons can be also explained by balancing selection, with
genetic diversity reduction and maintenance of ancestral polymorphism; the
difference in the variation found among populations could be due to the distinct flora
composition of the sampled Atlantic Forest areas, Semideciduous Seazonal Forest
(FES) and Mixed Ombrophylous Forest (FOM), or as a consequence of the higher
geographic proximity among the FOM populations than among the FES populations,
resulting in restrict by distance gene flow. For D. ornatifrons, the COII neutrality tests,
MD graphics and Bayesian analysis indicated that this species may have suffered a
population expansion event. This event is possible to have initiated from coastal or
near to the coast populations of the Rio Grande do Sul state, more humid ones, as
indicated by the higher variation and the position of llha dos Marinheiros-RS
population in the haplotype net. The BSP dating suggested that this expansion would
have occurred between 20,000 and 25,000 years ago, period that the temperatures
were five to six degrees lower than the current mean temperature. Therefore, the
haplotype diversity distribution analysis of the COIl and COII genes of D. maculifrons

revealed a possible relation with the type of habitat (FES or FOM), however, a wider
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geographic sampling could contribute more precisely to elucidate this species
evolutionary history. The phylogegraphic study of D. ornatifrons suggested that the
coastal region of the Rio Grande do Sul state is possibly the ancestral area that
originated the other populations analysed. The restriction of the diversity distribution
observed in the coastal ancestral population analyzed, llha dos Marinheiros-RS,
toward to the colonized areas could be due to the limited capacity of dispersion of
these insects, associated with the difficulty of overcoming clinal barriers, specially
humidity, which are considerably frequent in forest environments, such as the Atlantic

Forest.
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1. INTRODUGAO GERAL

Para conhecer a historia evolutiva de uma espécie e compreender sua
distribuicdo atual € necessario distinguir for¢cas evolutivas recorrentes, tais como
fluxo génico, deriva genética e mutagdo, de eventos historicos, como expanséo e
colonizacao (Templeton, 2011). A filogeografia é a area capaz de fazer a distingéao
entre os fatores evolutivos recorrentes e histdricos responsaveis pela distribuicao
demografica das espécies. O contexto geografico da analise filogeografica é
examinado pelos processos historicos que podem ter influenciado a demografia
populacional, diferenciacéo e especiacao (Kingman, 1982; Fu e Li,1999; Avise, 2000,
2004, 2009; Beheregaray, 2008). O poder de resolugao desta area se deve a
investigacdo tanto dos componentes espaciais quanto temporais envolvidos no
processo de coalescéncia. A teoria da coalescéncia, por sua vez, € baseada em um
complexo conjunto de modelos matematicos que acomodam fendémenos bioldgicos
que refletem dados gendémicos e identificam uma genealogia ancestral por meio de
uma amostra contemporénea (Kingman, 1982).

A filogeografia pode ser separada em duas partes. Uma parte seria referente
as demonstracoes graficas, arvores explicativas da hipétese da histéria
biogeografica dos organismos, sustentada por métodos de reconstrucao filogenética,
rede de haplétipos e métodos de coalescéncia. A segunda parte esta fundamentada
na estatistica e na matematica para elucidar a demografia e estrutura populacional,
baseada na teoria da coalescéncia, em fendmenos estocasticos e estatistica
computacional, em que os modelos de analises utilizam métodos fundamentados na
verossimilhanga, particularmente por inferéncia Bayesiana (Knowles e Maddison,
2002; Nielsen e Beaumont, 2009).

O DNA mitocondrial tem mostrado ser um marcador importante para as
analises filogeograficas pela capacidade de caracterizar a variabilidade inter e
intraespecifica; poder identificar espécies e populagdes; inferir relagdes filogenéticas
(o que pode esclarecer possiveis eventos historicos); e principalmente pela
possibilidade de simular cenarios geoldgicos, padrées de fluxo génico historico,
isolamento histérico da diversidade genética, eventos de expansao demografica e
contracdo populacional. Todos estes aspectos, que podem ser abordados utilizando

este marcador, devem-se ao fato de que a sua analise é realizada pela reconstrucao



da linhagem materna, e também pela taxa de evolugdo mais rapida que sequéncias
nucleares, devido, entre outros fatores, ao tempo de coalescéncia mais rapido (Birky
et al.,, 1983; Avise et al., 1984; Tajima, 1989; Avise e Ball, 1990; Avise, 2000;
Hoffman et al., 2009).

O estudo da distribuicdo das espécies demanda a compreensao da histéria
geoldgica e biogeografica da Terra, pois os periodos glaciais ocorridos ha milhares
de anos influenciaram fortemente a constituicdo atual. Na era Paleozdica ha
registros de dois eventos de glaciagdo, um no inicio do Cambriano (570 milhdes de
anos atras) e outro no final do Permiano (250 milhdes de anos atras). No final do
periodo Terciario, no Plioceno superior (Gelasiano: 2,6 a 1,8 milhdes de anos atras),
e no Quaternario (1,8 milhdes de anos atras até o presente), houve um crescimento
expressivo na frequéncia das glaciagbes. No Pleistoceno do periodo Quaternario
foram registradas pelo menos 16 glaciagdes, com duragao média de 100 milhdes de
anos, intercaladas por periodos de climas mais quentes, ou interglaciais (Salgado-
Labouriau, 1994; Santana-Neto et al., 2005; Suguio et al., 2005). Dentre essas
glaciagdes pleistocénicas, cinco grandes ciclos glacias tiveram impacto profundo no
padrao da distribuicao geografica das espécies atuais, € as mudangas climaticas que
ocorreram neste periodo levaram a alteragao de muitos biomas durante cada ciclo
(Hewitt, 2000; Colbeck et al., 2008).

No hemisfério sul as mudancgas climaticas também foram impactantes, porém
em menor grau que no hemisfério norte, pois ndo houve formagao de geleiras. Ha
aproximadamente 40.000 anos atras, no periodo glacial do hemisfério sul, a variagdo
climatica foi consideravel, contudo, entre cinco e seis graus a menos que no
hemisfério norte; a cobertura vegetal predominante era de campos (estepes de
gramineas e de arbustos constituiram a cobertura primaria mais antiga); e o clima
nesta época era semi-arido (seco). Este clima seco perdurou até o Pleistoceno,
assim, a expansao da mata so teria ocorrido em um periodo mais recente, de clima
mais ameno e umido, a partir de um aumento gradual de temperatura (Rambo, 1953;
Maack, 1968; Hueck, 1972; Klein, 1975).

Trabalhos palinolégicos e datacbes radiométricas estabeleceram a relagcédo de
sucessao entre mata com Araucaria e campos nos ultimos milénios no planalto do
sul do Brasil. A analise do perfil sedimentar do Parque Nacional dos Aparados da

Serra, em Cambara do Sul, leste do planalto, evidenciou uma fase de semi-aridez



muito anterior ha 10.000 anos, sendo que a expansao da mata com Araucaria sobre
o campo foi gradativa e culminou com o recente aumento da umidade (Roth e
Lorscheitter; 1993). Outro estudo de perfil sedimentar, nos Alpes de Sao Francisco,
no municipio de Sao Francisco de Paula, o mais meridional da regido da Serra Geral
no estado do Rio Grande do Sul, mostrou que esta regido tinha clima semi-arido ha
cerca de 11.000 anos, no inicio do Holoceno. A partir de 6.500 anos atras, houve
crescimento da mata com o aumento da temperatura, umidade, e intenso aumento
da pluviosidade (Leonhardt e Lorscheitter, 2007; Scherer e Lorscheitter, 2008).

O surgimento da biodiversidade no sul e sudeste do Brasil, no bioma que
compreende a bacia Parana-Paraguai, teve origem principalmente em eventos
vicariantes ocorridos em clima mais ameno. Existem varias hipéteses para explicar
como este processo pode ter ocorrido, e estas sdo comparadas com as hipéteses
que tentam explicar como aconteceram os eventos responsaveis pela origem da
Amazobnia.

A primeira delas, a Hipétese de Refugios, foi proposta por Haffer (1969) para
explicar a distribuicdo de aves na Amazonia, e foi aplicada por Vanzolini e Williams
(1970) para a distribuicdo de lagartos na Mata Atlantica. Esta hipbétese esta
fundamentada em mudancas climaticas ciclicas ocorridas entre o Pleistoceno e
Terciario, com a ocorréncia de periodos glaciais e interglaciais que se intercalaram.
Estas alteragcbes de umidade e temperatura podem ter sido o fator determinante para
contracbes e expansodes da floresta, fazendo com que espécies se diferenciassem
apos os eventos de vicariancia (Haffer, 1993; Marroig e Cerqueira, 1997). Porém, a
escassez de dados sobre as retragdes na Mata Atlantica nao permite um consenso
entre os autores. Ha apenas concordancia na retracdo das florestas no sul, como
nos recentes estudos de Tchaika e colaboradores (2006) e Carnaval e colaboradores
(2009), que aumentaram a confiabilidade da hipétese por terem observado uma alta
diversidade em refugios para o lobo-guara e espécies de anfibios, respectivamente.

A Hipotese de Gradientes Ecoldgicos de Endler (1977) sugere que selegao
diversificadora sobre fortes gradientes ambientais teria capacidade de proporcionar
diferenciacédo e especiacdo, apesar de manter o fluxo génico entre as populacgées.
As bases para esta teoria sao as diferengas ecoldgicas entre habitats, principalmente
devido a variagcdes de gradientes latitudinais e tipos de vegetagdo (Lara e Patton,

2000; Leite, 2003). Lara e Patton (2000), por exemplo, evidenciaram uma



associacdo diferencial de taxons aos habitats (gradientes ecolégicos) das Florestas
Ombréfila Densa e Semidecidual, tipos de Mata Atlantica.

A Hipotese de Vicaridncia Geotectbnica, proposta por Platnick e Nelson
(1978) e utilizada também por Cracraft e Prum (1988), supde a separagcdo de
populagdes por mudangas paleogeograficas e diferenciagcdo alopatrica ao longo do
tempo. Esta hipétese foi utilizada como explicagdo para o padrao de distribuicdo de
roedores equimideos na Mata Atlantica por Leite (2003).

A outra hipotese, denominada Hipotese de Rios (Pellegrino et al., 2005), é
baseada na diferenciacdo das popula¢gdes naturais devido a restricao do fluxo génico
pelo surgimento de barreiras aquaticas, como o aumento do nivel dos rios. Porém,
os rios dentro do bioma Mata Atlantica nao sédo tdo pronunciados quanto os
amazOnicos, € os dados sobre variagbes ao longo dos periodos geoldgicos nos
niveis dos rios da Mata Atlantica sdo escassos. Esta hipotese foi utilizada como
explicacdo para a distribuicdo de lagartos no sudeste e sul da Mata Atlantica
(Pellegrino et al., 2005).

Para reconhecer os possiveis sinais de ocorréncia de qualquer um dos quatro
eventos sugeridos pelas hipoteses acima € necessario aplicar a analise
filogeografica. Os insetos tem sido frequentemente utilizados como modelos em
trabalhos que investigam padrdes filogeograficos previamente descritos para
espécies de vertebrados, utilizando as hipodteses biogeograficas como base da
investigacao (Santos, 2011; Franco e Manfrin, 2012). Entre os insetos, um modelo
biolégico que tem sido aplicado em trabalhos filogeograficos € o género Drosophila,
principalmente por apresentar algumas espécies com ampla distribuicdo, sendo
encontradas em ambientes variados (como matas, campos ou ambientes xéricos),
enquanto que outras apresentam distribuicao mais restrita (Sene et al., 1982).

As Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) da América do Sul séo
caracterizadas por espécies vegetais semi-deciduas (que perdem as folhas durante
periodos de seca), e que apresentaram maior distribuicdo nos periodos frios e secos
do Pleistoceno (Prado e Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000; Prado, 2000). No
Brasil existem dois grandes nucleos de FTSS: o dominio da Caatinga e as regides
da bacia do Parana-Paraguai, conhecido como Nucleo Missiones (Prado e Gibbs,
1993; Prado, 2000; Morrone, 2006). Prado e Gibbs (1993) propdem a conexao

desses nucleos por dois caminhos principais, a rota norte e a rota sul, durante os



periodos frios/secos do Pleistoceno, baseado na existéncia do arco Pleistocénico,
qgue seriam reliquias formadas por vicaridncia de uma formacao florestal de grandes
dimensdes que cobria a América do Sul durante este periodo.

Na rota sul de conexao dos nucleos de FTSS, na bacia Parana-Paraguai, esta
presente o bioma Floresta Atlantica, caracterizado por apresentar, além das
formacdes FTSS, também a Floresta Subtropical, que inclui a Floresta de Araucaria.
Originalmente este bioma ocupava aproximadamente 1,5 milhdes de quildbmetros
quadrados do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul ao longo da costa
brasileira, com largura da mata muito variavel, podendo se estender do sudeste do
Brasil até o leste do Paraguai e na provincia de Missiones na Argentina (Cabrera e
Willink, 1973; Galindo-Leal e Camara, 2003; Oliveira-Filho et al., 2006). Atualmente,
devido principalmente ao desmatamento, € composta de cerca de 7% a 16% de
remanescentes da cobertura inicial (SOS Mata Atlantica/INPE, 1993, 2000;
Dinerstein et al., 1995; Galindo-Leal e Camara, 2003; Ribeiro et al., 2009).

As espécies Drosophila maculifrons e D. ornatifrons tem ampla distribuicao
em areas de matas do Brasil e ocorrem com maior frequéncia nos dominios da Mata
Atlantica das regides sul e sudeste. Recentemente os subgrupos do grupo guarani,
aos quais estas espécies pertenciam, foram elevados a categoria de grupos: grupo
guaramunu de D. maculifrons e grupo guarani de D. ornatifrons (Robe et al., 2010a).
Esta alteracdo taxonébmica foi proposta com base em dados citogenéticos e
moleculares, os quais indicam que espécies membros do subgrupo guaramunu
apresentam maior similaridade com espécies do grupo tripunctata do que com
espécies do subgrupo guarani (Kastritsis, 1969, Kastritsis et al., 1970; Yotoko et al.,
2003; Robe et al., 2005; 2010a,b). A escassez de dados sobre a histdria evolutiva de
ambas espécies, assim como a recente alteragcédo taxondmica dos grupos aos quais
D. maculifrons e D. ornatifrons pertencem, as tornam objeto relevante para a
comparagao dos padrdes biogeograficos que influenciaram na distribuicdo atual

destas espécies.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar a estrutura populacional e
histéria evolutiva das espécies Drosophila maculifrons do grupo guaramunu e D.
ornatifrons do grupo guarani, no bioma Mata Atlantica da regido sul do Brasil,

utilizando sequéncias dos genes mitocondriais Citocromo Oxidase | e Il.

2.2. Objetivos especificos

- Estimar a variabilidade genética intra e interpopulacional das espécies
Drosophila maculifrons e D. ornatifrons;

- Inferir se existe estruturagédo populacional para ambas as espécies;

- Analisar a possivel ocorréncia de eventos historicos e/ou ecoldgicos que
possam ter contribuido para o atual padrao de distribuicdo das populagbes das

espécies analisadas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foram analisados 33 individuos de Drosophila maculifrons provenientes de trés
populagdes do bioma Mata Atlantica do estado do Parana, na regido sul do Brasil,
sendo uma populacao com fitofisionomia da Floresta Estacional Semidecidual (FES)
e duas areas de Floresta Ombrofila Mista (FOM). Para D. ornatifrons foram
analisados 64 individuos provenientes de nove localidades de fragmentos do bioma
Mata Atlantica da regido sul do Brasil. Vinte e cinco individuos de D. maculifrons
foram avaliados quanto a variagao nas sequéncias dos genes Citocromo Oxidase |
(COIl, no restante do trabalho), e 51 de D. ornatifrons. Para o gene Citocromo
Oxidase Il (COll, no restante do trabalho) foram analisados 33 e 64 individuos de D.
maculifrons e D. ornatifrons, respectivamente (Tabela 1 e Figura 1).

Os individuos das populacdes da espécie Drosophila maculifrons do Parque
Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR, PA no restante do trabalho), Parque
Municipal S&o Francisco da Esperanga (Guarapuava-PR, SF no restante do
trabalho), e Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR, MG no restante do
trabalho) foram coletados utilizando armadilhas abertas constituidas de pratos no
solo contendo iscas de banana, laranja e fermento bioldgico fresco (levedura
Sacharomices cerevisae). Apos 24, 48 e 72 horas, as moscas foram capturadas com
o auxilio de rede entomoldgica (dos Santos et al.,, 2010), e, entdo, levados ao
laboratério para identificagcao.

Os individuos dos grupos guarani e guaramunu foram identificados por meio da
chave de identificagdo de Freire-Maia e Pavan (1949). Posteriormente, os
espécimes machos de Drosophila maculifrons (grupo guaramunu) e D. ornatifrons
(grupo guarani) foram identificados por meio de preparagdo de laminas para a
analise da morfologia do edeago (Kaneshiro, 1969, com modificagdes), de acordo
com o descrito por Vilela e Bachli (1990), e foram, entdo, armazenados a 20° C
negativos.

Os individuos de todas as localidades da espécie Drosophila ornatifrons, com
excegdo de Guarapuava-PR (localidade referente a populagago PA de D.
maculifrons), foram cedidos por LJ Robe da Universidade Federal do Rio Grande,
em Rio Grande-RS.



Tabela 1. Coordenadas e fitofisionomias do bioma Mata Atlantica dos locais de coleta das populagbes
de Drosophila maculifrons (e) e das localidades de D. ornatifrons (A) da regido sul do Brasil,
utilizadas para analise das sequéncias dos genes Citocromo Oxidase | (COI) e Il (COIll). n = numero
de individuos amostrados para cada um dos genes. FED = Floresta Estacional Decidual; FES =
Floresta Estacional Semidecidual; FOM = Floresta Ombrdfila Mista; MP = Mata Paludosa.

Populagdes/Localidades n-COIl n-COIl Fitofisionomia Coordenadas

Parque Municipal das Araucarias - 24 (A) 23 (A) FOM 51°27'19" O, 25°23'36" S
Guarapuava-PR (e/A) 13 (o) 7 (o)
Parque Municipal Sao Franciscoda 9 (e) 12 (o) FOM 50°00'35" O, 29°44'44" S
Esperanca - Guarapuava-PR (e)
Parque Estadual da Mata dos 3 (o) 14 (o) FES 50°11'15" O, 29°56'15" S
Godoy - Londrina-PR (e)

Chapeco-SC (A) 3(A) - FED 52°34'47" O, 27°05'37" S
Horizontina-RS (A) 1(A) 1(A) FED 54°18'19" O, 27°30'29" S
Jacutinga-RS (A) 2(A) 3(A) FOM 52°32'11" O, 27°42'06" S
Sé&o Nicolau-RS (A) 1(A) - FED 55°16'19" O, 27°57'54" S
Porto Alegre-RS (A) 1(A) 1(A) FES 50°17'43" O, 30°00'25" S
Cangugu-RS (A) 15(A) 21(A) FES 52°40'14" O, 31°23'54" S
llha dos Marinheiros-RS (A) 2(A) 15(A) MP 52°09'33" O, 31°59'44" S
Taim-RS (A) 2 (A) - MP 52°34'47" O, 32°29'45" S
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Figura 1. Distribuicdo dos biomas Mata Atlantica e Pampa da regido sul do Brasil, e posicao das
populagdes de Drosophila maculifrons (e), e das localidades de D. ornatifrons (A) amostradas para a
andlise das sequéncias dos genes Citocromo Oxidase | e Il. A e 1 — Parque Municipal das
Araucarias/Guarapuava-PR; B — Parque Municipal S&o Francisco da Esperanca (Guarapuava-PR); C
- Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR); 2 — Chapeco-SC; 3 — Horizontina-RS; 4 -
Jacutinga-RS; 5 - Sdo Nicolau-RS; 6 - Porto Alegre-RS; 7- Cangugu-RS; 8 - llha dos Marinheiros-RS;
9 — Taim-RS.
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3.2. Sequenciamento dos genes COl e COIl

O DNA genbmico de machos das espécies Drosophila maculifrons e D.
ornatifrons foi extraido macerando individualmente as amostras em solucdes de Lise
de Ndcleo (Promega) e EDTA (0,5 M, pH = 8,0). Apds incubagédo da reagdo com
Proteinase K (20 mg/mL) em banho-maria a 65° C, foi acrescentada Solugédo de
Precipitagdo de Proteina (Promega) e, entdo, as amostras permaneceram a 0° C por
10 minutos. Posteriormente a centrifugacdo e precipitagdo das proteinas, o
sobrenadante foi transferido para microtubo contendo isopropanol. Apds outra
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o DNA purificado em mais um ciclo
de centrifugagdo com etanol 70%. O etanol foi descartado e apds secagem dos
microtubos a 40° C, o DNA foi ressuspendido em 60 pL de agua ultrapura
autoclavada, permaneceu a 4° C por 12 horas, e entdo foi armazenado a 20° C
negativos.

O isolamento e a amplificacao de fragmentos da primeira metade da subunidade
| do gene Citocromo Oxidase (COI) foram realizados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores forward TY-J-1460
(Simon et al., 1994) e reverse C-1-N-2191 (de Brito et al., 2002). Ja nas reagbes de
PCR para amplificacao de fragmentos da subunidade Il do gene Citocromo Oxidase
(COIl) foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores forward TL2-J-3037 e
reverse TK-N-3785 (Simon et al., 1994).

A amplificacédo via PCR de COlI foi realizada em 25 pL de reagéo contendo: 6,4
ng de DNA; 0,01 pmol de cada dNTP; 0,08 pmol de cada um dos oligonucleotideos;
2,5 uL de tampao 10X; e 0,06 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen). A mesma
reacao descrita para a amplificacdo de COI foi utilizada para amplificacdo de COll,
com alteracao apenas da concentragcédo dos oligonucleotideos (0,256 pmol) e de Taq
DNA polimerase (0,1 U). As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador Bio
Rad, sob as seguintes condigdes para o gene COI: 94° C por 1 min 30 s; 30 ciclos
de 94° C por 40 s, 52° C por 40 s e 72° C por 2 min; finalizando a 72° C por 2 min.
Para o gene COIl, a PCR foi realizada sob as seguintes condigdes: um ciclo a 94° C
por 7 min; 35 ciclos a 94° C por 1 min, 55° C por 1 min e 72° C por 1 min; finalizando
a 72° C por 5 min.

A visualizacdo dos produtos de PCR de ambos os genes foi realizada em

eletroforese em gel de agarose a 1%, preparado em tampao 1X TBE (0,089 M Tris-
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Base; 0,089 M Acido Bérico; 2 mM EDTA) contendo brometo de etideo (10mg/mL),
com concentracao final de 0,5 ug/mL. Para a purificagdo do DNA, foi utilizado o
conjunto de reagentes GFX Purification (GE Healthcare) seguindo as instrugbes do
fabricante. Os produtos purificados de cada PCR foram enviados para servigo
terceirizado de sequenciamento da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
do Campus de Jaboticabal (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP).

3.3. Analise e edicao das sequéncias

As sequéncias dos genes COI e COIll de individuos de Drosophila maculifrons e
D. ornatifrons foram comparadas, corrigidas e editadas ao nivel de significancia de
25% com o auxilio do software Staden (1996), contudo, quando necessario, a
correcao das sequéncias também foi realizada manualmente. Para o alinhamento
multiplo das sequéncias foi utilizado o pacote de programas Bioedit 7.3.1.0, o qual
inclui o programa Clustal W 1.8 (Thompson et al., 1994). A busca por identidade das
sequéncias semelhantes as obtidas neste trabalho foi realizada no banco de dados
do NCBI GenBank (National Center for Biotechnology Information), utilizando o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). As sequéncias dos

haplétipos geradas foram disponibilizadas no GenBank.

3.4. Andlises estatisticas

Nem todos os individuos apresentaram amplificacdo positiva e de qualidade
para os dois genes, deste modo, foram realizadas duas analises, uma considerando
somente os individuos que foram sequenciados para ambos os genes; e a outra
considerando todos os individuos sequenciados. Nao houve diferenca nos
resultados obtidos, assim, as analises a seguir foram baseadas no total de
individuos sequenciados.

A partir do sequenciamento dos genes COIl e COIl de Drosophila maculifrons e
D. ornatifrons foram estimados o indice de diversidade nucleotidica (11), 0 niUmero de
haplétipos (h), a diversidade haplotipica (Hd), e as diferengas par-a-par, utilizando o
software Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2005), também os calculos dos parametros de
Mismatch Distribution foram realizados com o auxilio deste programa. Foi utilizado o

software Mega 5.0.5 (Tamura et al., 2011) para verificar qual modelo de substituicao
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nucleotidica melhor explica a evolugao das sequéncias, utilizando o critério Akaike
(AIC), seguindo o modelo Tamura e Nei (1993).

Foram realizados o0s seguintes testes de neutralidade, baseados nos
polimorfismos das sequéncias, para verificar os fatores atuantes na evolugao das
sequéncias dos genes COIl e COIll de Drosophila maculifrons e D. ornatifrons: D de
Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997), utilizando o programa Arlequin 3.5
(Excoffier et al., 2005); Teste R2 (Ramos-Onsins e Rozas, 2002) e F*/D* (Fu e Li,
1993), por meio do programa DNAsp 4.20 (Rozas et al., 2003).

A analise Bayesian Skyline Plot (BSP) foi realizada com os dados gerados das
sequéncias de COIl de Drosophila ornatifrons para datagéo dos eventos atuantes na
distribuicdo dos individuos, com o auxilio do software BEAST 1.5.4 (Drummond et
al., 2005), utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica HKY, previamente
determinado, conforme mencionado acima. A analise BSP é baseada na estatistica
bayesiana, que estima a variagdo do tamanho efetivo da populagcdo ao longo do
tempo, a partir de um modelo de substituicdo nucleotidica e taxa de mutacao
(Drummond et al., 2005). Foram utilizadas 100 milhdes de interacdes de Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) amostradas a cada 5.000 interacdes, das quais 10 a
15% foram descartadas como burn-in. Uma taxa de substituicdo de 1,4% por milhdo
de anos foi empregada baseada nos calculos para as sequéncias de COIl das
espécies D. melanogaster e D. yakuba (Russo et al., 1995; Nagaraja et al. 2004). Os
graficos Skyline do software BEAST foram construidos com o auxilio do programa
TRACER 1.5 (Drummond et al., 2005).

3.5. Estrutura populacional

Para verificar se as localidades amostradas das espécies Drosophila maculifrons
e D. ornatifrons apresentavam estruturagao, foi realizada uma Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) por meio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2005). Para
aplicar esta analise, as amostras devem ser categorizadas, deste modo, as
populacdes de Drosophila maculifrons foram agrupadas de acordo com a
proximidade geografica e fitofisionomia da Mata Atlantica do estado do Parana em
que foram coletadas em: Grupo 1 (G1), populagdes em areas de FOM (PA e SF); e
Grupo 2 (G2), populacdo em area de FES (MG) (Tabela 1).
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Para Drosophila ornatifrons as localidades foram agrupadas em interior e litoral,
gerando dois grupos, Sul 1 e Sul 2. O grupo Sul 1 compreende as localidades a pelo
menos 300 km do litoral e mais ao norte da distribuicdo dos individuos amostrados:
Guarapuava-PR, Chapeco6-SC, Horizontina-RS, Jacutinga-RS e Sao Nicolau-RS
(localidades 1 a 5 da Figura 1). O grupo Sul 1 foi subdividido em Sul 1a e Sul 1b,
sendo que Sul 1a compreende a localidade de Guarapuava-PR (mais ao norte da
distribuicdo e representada pela fitofisionomia Floresta de Araucaria de altitude do
bioma Mata Atlantica), e Sul 1b, as demais localidades do grupo Sul 1. As
localidades de Chapeco-SC e Sao Nicolau-RS do grupo Sul 1 ndo foram amostradas
para o gene COIl.

O grupo Sul 2 compreende as localidades distantes, no maximo, 100 km do
litoral, com distribuicdo mais ao sul da area amostrada, e representada por
fragmentos do bioma Mata Atlantica inseridos no bioma Pampa: Porto Alegre-RS,
Cangucu-RS, llha dos Marinheiros-RS e Taim-RS (localidades 6 a 9 da Figura 1).
Neste agrupamento, apenas a localidade de Taim-RS nao foi amostrada para COII.

A AMOVA realiza estimativas de componentes de varidncia dentro e entre os
grupos categorizados, e fornece valores de ® que refletem a correlacdo da
diversidade haplotipica em diferentes niveis hierarquicos (Excoffier et al., 2005): ®st
corresponde a covariancia dentro das localidades; ®sc é a covariancia entre as

localidades dentro dos grupos; e ®ct corresponde a covariancia entre grupos.

3.6. Analises filogeograficas

A Nested Clade Phylogeographic Analysis (NCPA) (Templeton et al., 1995;
Templeton, 1998) foi realizada para inferir os eventos evolutivos que podem ter
influenciado na variacdo das sequéncias do gene COIl de Drosophila ornatifrons.
Nao foi possivel empregar esta andlise para o gene COI de D. ornatifrons e para D.
maculifrons, devido a baixa variagao revelada para este gene, e o pequeno nimero
de populagdes (no caso de D. maculifrons), contudo, as redes de haplétipos geradas
demonstram que ambos os genes refletem a mesma histéria evolutiva.

A analise NCPA ¢ baseada na chave de inferéncia que considera a influéncia de
eventos histoérico/ecologicos sobre a distribuicdo das amostras (Templeton et al.,
1995; Templeton, 2004; Panchall e Beaumont, 2007). A NCPA ¢ aplicada seguindo

quatro etapas: 12 - Geracdo da rede de haplétipos ndo enraizada pelo programa
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TCS 1.21 (Clement et al., 2000) (realizada para os dois genes, nas duas espécies);
22 - Aninhamento dos clados por hierarquizagdo, segundo Templeton et al. (1987,
1995); 32 - Teste da significancia por meio do programa Geodis 2.0 (Posada et al.,
2000) com 5.000 permutacgdes; 42 - Interpretagdo da significancia dos clados pela
chave de inferéncia de Templeton (2004).

Para corroborar os resultados de isolamento por distancia gerados pela NCPA
para COIlI de Drosophila ornatifrons, foi realizado o Teste de Mantel (Mantel, 1967)

com auxilio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2005).

4. RESULTADOS

Esta dissertacdo esta organizada em dois capitulos, apresentados como parte
de artigo cientifico que foi submetido a revista especializada (Capitulo 1), € na forma

de artigo cientifico (Capitulo II).

4.1. Capitulo |

FILOGEOGRAFIA DA ESPECIE Drosophila  maculifrons (DIPTERA,
DROSOPHILIDAE)

Este capitulo apresenta parte dos resultados que foram submetidos como
artigo cientifico para a revista Molecular Ecology (Qualis A1 na area de
Biodiversidade da CAPES) em co-autoria com pesquisadores da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande/RS.

4.2. Capitulo Il

FILOGEOGRAFIA E HISTORIA EVOLUTIVA DA ESPECIE Drosophila ornatifrons
(DIPTERA, DROSOPHILIDAE)

Trabalho nas normas de submissao para publicacdo na revista Genetics and

Molecular Biology, que apresenta Qualis B1 na Area de Biodiversidade da CAPES.
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4.1. Capitulo |

FILOGEOGRAFIA DA ESPECIE Drosophila  maculifrons (DIPTERA,
DROSOPHILIDAE)

4.1.1. Resumo

A espécie Drosophila maculifrons pertence ao grupo guaramunu, o qual apresenta
ampla ocorréncia no bioma Mata Atlantica brasileiro. O objetivo deste trabalho foi
contribuir com o entendimento da estrutura populacional, histéria evolutiva e
distribuicdo da espécie D. maculifrons em areas de Mata Atlantica do estado do
Parana, na regidao sul do Brasil, utilizando sequéncias dos genes mitocondriais
Citocromo Oxidase | (COl) e Il (COIll). Foram sequenciados 744 pares de bases (pb)
para o gene COI de 26 individuos, provenientes de trés populagdes, revelando seis
haplétipos; para o gene COIl, foram sequenciadas 746 pb de 33 individuos
provenientes de trés populagdes, sendo também encontrados seis haplotipos. A
diversidade nucleotidica média de D. maculifrons para COI foi 0,000476 e COIl
0,000651; a AMOVA mostrou que houve variagao consideravel entre e dentro dos
grupos para COIl. Os graficos de Mismatch Distribution para os dois genes
demonstraram que os fatores evolutivos que podem ter ocorrido ndo foram
suficientes para causar desequilibrio demografico nas populagdes de D. maculifrons,
apesar da separacdo dos haplétipos nas redes apresentarem indicios de um
possivel evento de expansdo das populacbes desta espécie. O padrao de
distribuicdo da variagcao haplotipica observado em D. maculifrons também pode ser
explicado pela agado de selecdo balanceadora com reducao da diversidade genética
e manutencao de polimorfismo ancestral. A diferengca na variagdo observada entre
as populagdes pode ser devido a composi¢céo vegetal distinta encontrada nas areas
de Mata Atlantica amostradas, Floresta Estacional Semidecidual (FES) e Floresta
Ombrdfila Mista (FOM), contudo, esta relagdo pode ser devido a maior proximidade
das populagbes coletadas em areas de FOM, em relagcdo a area de FES, sendo
resultado de fluxo génico restrito pela distancia. Assim, uma maior amplitude
geografica de amostragem poderia contribuir com melhor preciséo para a elucidagao

da historia evolutiva desta espécie.



16

4.1.2. Introdugao

A Mata Atlantica é uma formacao vegetal possivelmente originada entre o
Cretaceo e o Terciario. Este bioma brasileiro foi fortemente influenciado pelas
mudancgas climaticas ocorridas no Quaternario, que alteraram sua distribuicdo e a
diversidade bioldgica. Este tipo florestal se estende dos estados do Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul, seguindo a costa brasileira e ocupando seus
interiores. A Floresta Atlantica tem ampla variagao altitudinal, latitudinal, e apresenta
reflexo dos eventos ecoldgicos e evolutivos que a influenciaram no passado. Como
consequéncia destes eventos, diferentes tipos fitofisiondbmicos foram gerados,
formacdes abertas, mistas e densas, semi-deciduas e deciduas (Dinerstein et al.,
1995; Ribeiro et al., 2009).

A Floresta Ombrdfila Mista (FOM) é uma fitofisionomia da Mata Atlantica, que
teve seu crescimento intensificado ha pelo menos 3000 mil anos atras, composta por
elementos arbdreos (perenifélios ou deciduos), arbustivos (lianas e epifitas), mas a
cobertura caracteristica € a de Araucaria angustifolia que varia em abundancia e
porte. O clima é umido, com temperaturas em estacbes mais quentes inferiores a
25° C (Maack, 1981).

A Floresta Estacional Semidecidual (FES) é um tipo vegetacional da Mata
Atlantica que possui acentuada variagao térmica relacionada a latitudes maiores que
24° S, que determina sua forte estacionalidade foliar de elementos arboéreos
dominantes pelo longo tempo de deficiéncia hidrica, bem como por alguns periodos
de frio intenso. Esta floresta é principalmente composta por elementos arboéreos
(perenifélios ou deciduos), lianas e epifitas (Veloso et al., 1991).

Algumas espécies do género Drosophila sdo encontradas em ambientes
variados da América do Sul em matas fechadas (como o bioma Mata Atlantica),
campos ou ambientes xéricos, sendo que outras espécies podem apresentar
distribuicdo restrita a uma determinada formagao vegetal (Pereira et al., 1983).

Drosophila maculifrons, encontrada com frequéncia em areas de Mata
Atlantica, pertencia ao subgrupo guaramunu do grupo guarani, contudo este
subgrupo foi elevado recentemente a categoria de grupo (Robe et al.,, 2010a). A
necessidade deste reposicionamento taxondmico foi primeiramente inferida por
Kastritsis (1969) e Kastritsis e colaboradores (1970) por meio de analises

citogenéticas, e mais recentemente por evidéncias moleculares (Yotoko et al., 2003;
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Robe et al., 2005, 2010a,b; Hatadani et al., 2009). Tanto as analises citogenéticas,
quanto as moleculares, revelaram que as espécies analisadas do subgrupo
guaramunu do grupo guarani estavam mais relacionadas a espécies do grupo
trinpunctata, do que a outras do subgrupo guarani.

Até o momento, poucos sao os trabalhos que tiveram como enfoque principal
a variacao em populagdes de Drosophila maculifrons (Saavedra et al., 1995; De Ré,
2012). Assim, baseado na escassez de dados sobre a histéria evolutiva para esta
espécie este trabalho teve como objetivo entender o padrdo de distribuicdo da
variacdo de genes mitocondriais de populagdes de D. maculifrons do bioma Mata
Atlantica por meio da analise da variabilidade genética intra e interpopulacional, da
estruturacdo populacional e aplicagdo de testes de neutralidade, que permitiram

inferir quais fatores evolutivos foram atuantes na distribuicdo da variagao observada.

4.1.3. Material e Métodos

Esta secdo esta descrita no item 3 desta dissertacao

4.1.4. Resultados

4.1.4.1. Sequenciamento dos genes COl e COIl

O sequenciamento da primeira metade do gene COI, com 744 pares de bases
(pb), de 25 individuos de Drosophila maculifrons resultou em seis haplétipos;
enquanto o sequenciamento do fragmento do gene COIl, com 746 pb, de 33
individuos revelou cinco haplétipos (Tabela 2).

O melhor modelo de substituicdo nucleotidica, que explica a evolugao das
sequéncias ao longo do tempo, selecionado para ambos 0s genes para serem
aplicados nestes dados, foram HKY, seguido pelo Tamura Nei 93 (Tamura e Nei,
1993). A maior diversidade nucleotidica encontrada para ambos os genes foi

apresentada pela populagdo MG (Tabela 3).
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Tabela 2. Haplotipos dos genes Citocromo Oxidase | (COIl) e Il (COIl) encontrados para populagdes
de Drosophila maculifrons do estado do Parana, na regido sul do Brasil. As populagdes foram
categorizadas nos grupos G1 e G2 de acordo com o tipo de fitofisionomia da Mata Atlantica em que
foram coletadas (ver Material e Métodos). n = nimero de individuos amostrados.

Grupo Populagoes n Haplétipos (Frequéncia)

COl

Parque Municipal das Araucarias

o (Guarapuava-PR) 13 HO1 (12) e HO2 (1)
Parque Municipal S&o Francisco da
Esperanca (Guarapuava-PR) 9 HO1 (7). HO4 (1) e HO5 (1)
G2 Parque Estadual da Mata dos Godoy 3 HO1 (1) HO3 (2)

(Londrina-PR)

COll
Parque Municipal das Araucarias
o (Guarapuava-PR) 7 HO1 (5), HO5 (1) e HO6 (1)
Parque Municipal Séo Francisco da 12 HO1 (11) e HO3 (1)

Esperancga (Guarapuava-PR)
G2 Parque Estadual da Mata dos Godoy

(Londrina-PR) 14 HO1 (11) HO2 (1), HO3 (1) e HO4 (1)

Tabela 3. indices de diversidade nucleotidica (11) e diversidade haplotipica (h) para sequéncias dos
genes Citocromo Oxidase | (COIl) e Il (COIll) obtidos para populagdes de Drosophila maculifrons do
estado do Parana, na regido sul do Brasil. As populagdes foram categorizadas nos grupos G1 e G2
de acordo com o tipo de fitofisionomia da Mata Atlantica em que foram coletadas (ver Material e
Métodos). n = nimero de individuos amostrados.

Grupo Populagoes n h n
COl
G1 Parque Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR) 13 0,1429 0,000000
Parque Municipal Sdo Francisco da Esperanga (Guarapuava-PR) 9 0,4167 0,000526
G2 Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR) 3 0,6667 0,000902
Total 25 0,4087 0,000476
call
G1 Parque Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR) 7 0,5238 0,000769
Parque Municipal Sdo Francisco da Esperanga (Guarapuava-PR) 12 0,1667 0,000224
G2 Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR) 14 0,3956 0,000962
Total 33 0,3602 0,000651

4.1.4.2. Estrutura populacional e Fst

Os resultados da AMOVA (Tabela 4) para as populagdes categorizadas em
dois grupos (G1 - PA e SF, G2 - MG) mostraram que a maior porcentagem da
variacao foi encontrada entre os grupos (63,51%) para o gene COI, e entre as
populagdes dentro dos grupos (101,12%) para COIl. Os valores de Fst revelaram

gue as populagdes estao estruturadas (Tabela 5).
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Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para os genes Citocromo Oxidase | (COI) e Il
(COIl) de populagdes de Drosophila maculifrons do estadodo Parana, na regido sul do Brasil,
categorizadas de acordo com o descrito em Material e Métodos. ®st = covariancia dentro das
localidades; ®sc = covariancia entre localidades dentro dos grupos; ®ct = covariancia entre grupos.

Fonte de Variagcao Soma dos Quadrados Componentes de Porcentagem de
Variagao Variagao
COl
®ct =0,63328 p < 0,05 1,208 0,19704 63,51
®st = 0,66764 p < 0,05 0,272 0,01598 5,15
®sc = 0,09370 p < 0,05 2,237 0,09724 31,34
Total 3,717 0,731026
call
®ct =0,00358 p > 0,05 0,213 0,00086 0,36
®st =-0,01118 p > 0,05 0,212 -0,00355 -1,48
®sc =-0,01481 p < 0,05 7,301 0,23388 101,12
Total 7,726 0,24068

Tabela 5. Fst par a par para haplétipos dos genes Citocromo Oxidase | (COI) e Il (COIl) de
populagées de Drosophila maculifrons do estado do Parana, na regido sul do Brasil. Valores para COI
na linha superior, valores para COIl na linha inferior. *p < 0,05

Populagbes 1 2 3

1 — Parque Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR) -

2 — Parque Municipal Sao Francisco da Esperanca (Guarapuava-PR)  0,14414* -
0,19820* -
3 — Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR) 0,00000*  0,00901* -
0,45946*  0,90990* -

4.1.4.3. Rede de haploétipos

As redes de haplotipos n&o enraizadas mais parcimoniosas geradas para 0s
genes COIl e COIl de Drosophila maculifrons da regiao sul do Brasil apresentaram
forma de estrela, ou Star Shape, segundo Avise (2000) (Figura 2). Esta configuragao
pode se dar provavelmente pela alta frequéncia de alguns haplétipos, enquanto

outros apresentam pouca variagao, sendo posicionados nas extremidades.

4.1.4.4. Historia demografica

Teste de Neutralidade e Mismatch Distribution

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu apresentaram valores
negativos e nao significativos para as sequéncias do gene COIl de Drosophila
maculifrons da regido sul do Brasil, enquanto o teste Fs de Fu foi significativo para o
gene COIl (Tabela 6). Considerando a categorizagdo nos grupos G1 e G2 (Tabela
2), o teste Fs de Fu, para o gene COIl, e D de Tajima, para o gene COIl,

apresentaram valores negativos e significativos para G2. Os testes F* e D*
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apresentaram indices negativos e nado significativos para o gene COIl de G1,
enquanto para o gene COIll nenhum destes indices indicaram a ocorréncia de evento
de expansao das populagdes. Ja o teste R2 foi significativo para ambos os genes.
Os dados de Mismatch Distribution ndo foram significativos e a curva do gréfico foi
multimodal para ambos os genes, sugerindo equilibrio demografico ou subdivisdo de

populagdes (Figura 3).
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Figura 2. Redes de haplotipos dos genes Citocromo Oxidase | (A) e |l (B) de populagbes de
Drosophila maculifrons do estado do Parana, na regido sul do Brasil. Os numeros (1 a 5 para COI, e 1
a 6 para COIl) representam os haplotipos observados para cada populagdo. Linhas inteiras e
tracejadas correspondem aos aninhamentos para analise NCPA (Templeton, 1998). SF = Parque
Municipal Sdo Francisco da Esperanc¢a (Guarapuava-PR); MG = Parque Estadual da Mata dos Godoy
(Londrina-PR); PA = Parque Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR).
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Tabela 6. Resultados dos testes de neutralidade e Mismatch Distribution realizados para haplétipos
dos genes Citocromo Oxidase | (COIl) e Il (COIll) de populagbes de Drosophila maculifrons do estado
do Parana, na regiao sul do Brasil, categorizadas de acordo com o descrito em Material e Métodos.
PA = Parque Municipal das Araucarias (Guarapuava-PR); SF = Parque Municipal Sdo Francisco da
Esperanga (Guarapuava-PR); MG = Parque Estadual da Mata dos Godoy (Londrina-PR). n = nUmero

de individuos amostrados.

Populagoes n D de Fs de Fu D* F* R2 Mismatch
Tajima Distribution
COl Tau: 0,41
PA 13 0,000 0,00000 - - - 60=0,0000
SF 9 -1,006  -0,09474 0,84 0,74 - 04 = 66666,14
MG 3 -1.140  -2,1352' - - - S8SD=0.11
Total 25 -0,483 -0,74334 0,83 0,48 0,24° p =0,87
Coll Tau: 1,23
PA 23 -1,23 -0,920 -1,29 -1,37 - 60=0,0000
SF 4 -1,14 0,4700 -1,32 1,44 - 6, = 66666,15
MG 37 -1,88° -1,15 -2,40° 2,59 - SSD = 0,09
Total 64 -1,42 -0,84' -3,00° -3,18° 0,27° p=0,24

! p < 0,02- valor significativo para o Fs de Fu; “ p < 0,05 — valor significativo para os demais testes de

neutralidade (Fu, 1997; Excoffier et al., 2005).
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Figura 3. Mismatch Distribution para o gene Citocromo Oxidase | (A), p = 0,87 e Il (B), p = 0,24 para
populagbes de Drosophila maculifrons do estado do Parana, na regido sul do Brasil. Linha cinza
representa a frequéncia esperada; linha preta representa a frequéncia observada.
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4.1.5. Discussao

A variabilidade genética encontrada neste trabalho para os genes COIl e COIl
de populagbes de Drosophila maculifrons resultou em diversidade haplotipica
semelhante para ambos os genes (h = 0,4087 - COIl; h = 0,3602 - COIl), e em
valores medios baixos de diversidade nucleotidica (1 = 0,000476 — COIl; ™ =
0,000651 — COIl) (Tabela 3) quando comparados aos indices encontrados para
outras populagcdes desta mesma espécie por De Ré (2012), e com espécies
cactofilicas, tais como: D. borborema, D. serido e D. buzzati (de Brito et al., 2002;
Santos, 2011; Franco e Manfrin, 2012). Segundo Lohman e colaboradores (2008), a
baixa diversidade genética pode ser influenciada por eventos histéricos, como
gargalo de garrafa, uma rapida expansao e/ou a agado da selegdo sobre o genoma
mitocondrial.

Os testes de neutralidade, principalmente o Fs de Fu, apresentaram desvios,
podendo indicar um evento de expansdo que pode ser responsavel pela baixa
variagcado dos genes COIl e COIl encontrada para as populagdes de Drosophila
maculifrons. Outra possibilidade para explicar a baixa diversidade, também
envolvendo evento de expansao populacional, € que os individuos podem ser
descendentes de uma expansdo, a partir da qual o polimorfismo ancestral foi
mantido apds contragao populacional (Lohman et al., 2008).

Em geral, os testes de neutralidade apresentam desvios devido ao tamanho
pequeno amostral, demografia e a presenca de estruturagdo populacional. Contudo,
quando o foco sdo genes e ndo 0 genoma, um panorama sobre os eventos que
podem ter ocorrido pode ser mais amplo do que o demonstrado por estes indices.
Por exemplo, selecdo balanceadora pode ser a explicagdo para a diminuicdo da
variabilidade quando ndo ha heterogeneidade nas taxas de mutacao, visto que a
purificadora tem sido relacionada com a redugédo na variagao inclusive em regides
de recombinagdo. Portanto, a aplicacdo de uma analise mais refinada poderia
comprovar o isolamento ou restricdo ao fluxo génico entre as populagdes devido a
distancia, e, assim, seria possivel supor que a selecdo balanceadora estaria
mantendo um polimorfismo ancestral que justificaria a nao diferenciacdo genética
encontrada para os genes (Hartl e Clark, 1997; Kim e Stephan, 2002; Stephan,
2010). Apesar dos problemas encontrados na aplicagdo dos testes de neutralidade,

a disposicao dos haplétipos na rede pode indicar evento de expansao populacional
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(Figura 2). Segundo Templeton (2011), os representantes mais jovens, raros ou
pouco frequentes, estdo dispersos geograficamente de seu ancestral, sendo
localizados nas extremidades das redes, o que pode revelar um “sinal de expansao”.

Além disso, as principais diferengas encontradas nos testes podem ser em
grande parte pela fitofisionomia das areas de Mata Atlantica em que as populagdes
sdo encontradas. As populagcdes PA e SF pertencem a Floresta Ombrofila Mista
(FOM) da regidao de Guarapuava, localizada no centro-sul do estado do Parana,
enquanto que a populagdo MG pertence a Floresta Estacional Semidecidual (FES),
no norte do estado do Parana. A primeira, FOM, tem presenca consideravel do
Pinheiro-do-Parana, Araucaria angustifolia, e a regido de Guarapuava-PR apresenta
clima mesotérmico, umido e superumido, sem estagcao seca, com verdes frescos e
com médias dos meses mais quentes inferiores a 22° C, conforme classificacdo de
Kdeper. As geadas desta regido sao severas e frequentes, e a temperatura média
do més mais frio ¢ 12,9° C. Ja a FES é composta por florestas fisionomicamente
variaveis, de elementos arbéreos (perenifélios ou deciduos), arbustivos, liana e
epifitas, com clima sub-tropical umido mesotérmico, com verdes quentes e geadas
pouco frequentes, e a temperatura média no inverno é de 18° C (Maack 1981;
Buschini, 2006). Dados floristicos no ecétone da FOM e da FES revelam que as
duas areas sao consideravelmente diferentes em sua complexidade estrutural, o que
pode ter reflexo na composi¢éo faunistica da regido (Mikich e Silva, 2001).

A variagcdo entre os grupos categorizados para aplicagcdo da Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) para o gene COI foi de aproximadamente 63,51%,
indicando estruturagao populacional entre os grupos. Contudo, para o gene COIl, a
maior variagdo observada foi entre as populagdes dentro dos grupos (101,12%), o
qgue sugere estruturacdo populacional (Tabela 4). Este dado é corroborado também
pelos valores de Fst (Tabela 5) que indicam estruturacdo devido a taxas reduzidas
ou quase nulas de fluxo génico.

Desse modo, a partir desta amostragem é possivel estimar que eventos
recorrentes e histéricos possam ter influenciado a distribuicido das trés populacdes
de Drosophila maculifrons da regido sul do Brasil analisadas. A fitofisionomia da
Mata Atlantica e/ou a distancia entre as areas amostradas podem ser responsaveis
pelo fluxo génico restrito, o qual consequentemente determinou a estruturacao das

populacdes.
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4.1.6. Conclusao

A diversidade nucleotidica observada para as populacbes de Drosophila
maculifrons analisadas foi baixa quando comparada com a encontrada na literatura.
Essa baixa diversidade pode ser explicada por diferentes fatores histéricos, como
eventos de gargalo de garrafa, expansao populacional, e/ou sele¢gdo balanceadora
com manutengao de polimorfismo ancestral.

As populacbdes de Drosophila maculifrons estdo estruturadas geneticamente
devido, provavelmente, ao fato de as areas amostradas apresentarem uma distancia
relativamente grande e pertencerem a fitofisionomia muito distintas (FOM e FES) da

Mata Atlantica do sul do Brasil.
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Resumo

A espécie Drosophila ornatifrons do grupo guarani € encontrada principalmente em
ambientes imidos do bioma Mata Atlantica, em especial na regido sul do Brasil. Eventos de
fragmentag@o historicos e contemporaneos influenciaram a diversidade e distribuicdo das
espécies neste bioma. O objetivo deste trabalho foi avaliar a estrutura populacional e
demografica de D. ornatifrons de localidades de coletas de remanescentes de Mata Atlantica
do sul do Brasil, com o proposito de contribuir para o entendimento dos eventos que podem
ser responsaveis pelo padrdo de distribuicdo das espécies neste local. Os resultados obtidos
indicam que D. ornatifrons possivelmente sofreu um evento de expansdo demografica a partir
das localidades mais ao sul e proximas ao litoral, de remanescentes de Mata Atlantica
inseridos no bioma Pampa (agrupamento Sul 2), em dire¢do ao interior (agrupamento Sul 1).
Este evento teria ocorrido entre 20.000 e 25.000 anos atras, no periodo Wisconsiniano, apds o
ultimo maximo glacial, quando houve aumento da temperatura. Neste trabalho ¢ discutido
como os haplotipos encontraram barreiras ao fluxo génico e a dispersdo, influenciadas pelo

padrio biogeografico da Mata Atlantica.
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Introducio

A Mata Atlantica ¢ uma das maiores florestas tropicais do mundo, tem formacao
antiga, provavelmente durante o Cretaceo e Tercidrio, apresentando distribui¢do restrita nos
periodos mais frios e secos do Pleistoceno (Redford e Eisenberg, 1992; Ribeiro et al., 2009).
Este bioma tem uma histéria geoldgica complexa e pouco conhecida e, por esta razdo, existem
diferentes hipoteses para explicar como a diversidade biologica pode ter se originado neste
local. Estas hipoteses baseiam-se na diversificacdo das espécies por alopatria e simpatria: em
refugios, formados na intercalacdo de periodos glaciais e interglaciais (Haffer, 1969); e/ou
devido a acdo da selegdo diversificadora sobre gradientes ambientais/ecologicos e tipos
vegetacionais distintos (Endler, 1977); e/ou em decorréncia de eventos paleogeograficos, tais
como a separacdo de continentes ou soerguimento de montanhas (Platnick e Nelson, 1978);
e/ou o agente limitador do fluxo génico entre as populagdes naturais, e consequente
diferenciacdo e especiagdo, seriam as grandes extensdes aquaticas e com fluxo substancial de
agua (Pellegrino et al., 2005).

A ocupagdo original da Mata Atlantica era de cerca de 150 milhdes de hectares do
territorio brasileiro, porém atualmente, devido principalmente ao desmatamento, ¢ composta
de cerca de 7% a 16% de remanescentes da cobertura inicial (SOS Mata Atlantica/INPE,
1993, 2000; Dinerstein et al., 1995; Galindo-Leal e Camara, 2003; Ribeiro et al., 2009). A
area de ocorréncia desta floresta compreende a costa brasileira desde os estados do Rio
Grande do Norte at¢é o Rio do Grande do Sul, com largura muito variavel, podendo se
estender do sudeste do Brasil até o leste do Paraguai e na provincia de Missiones na Argentina
(Cabrera e Willink, 1973; Galindo-Leal e Camara, 2003; Oliveira-Filho et al., 2006).

Devido aos eventos contemporaneos e historicos de fragmentacao desta floresta, se
torna relevante conhecer como esses fatores atuaram sobre o bioma da Mata Atlantica e,

consequentemente, influenciaram a constitui¢do e distribuicdo de sua diversidade. Os insetos
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tem sido frequentemente utilizados como modelos em trabalhos que investigam padroes
filogeograficos previamente descritos para espécies de vertebrados, utilizando as hipoteses
biogeograficas como base para o estudo.

O género Drosophila (Diptera, Drosophilidae) ¢ indicado para estudos filogeograficos,
pois apresenta tanto espécies com ampla distribui¢do, podendo ser encontradas em ambientes
variados como matas, campos ou ambientes xéricos; enquanto que outras apresentam
distribuicdo mais restrita (Sene et al., 1982). Espécies de Drosophila cactofilas vem sendo
utilizadas em trabalhos filogeograficos de ambientes xéricos da América do Sul (Manfrin et
al., 2001; de Brito et al., 2002a; Franco e Manfrin, 2012), contudo espécies deste género ainda
nao foram empregadas para o entendimento dos eventos que podem ter contribuido com o
padrio de distribuicdo na Mata Atlantica.

O grupo de Drosophila guarani é endémico do Neotropico e era dividido em dois
subgrupos: guarani e guaramunu (King, 1947). Contudo, recentemente estes subgrupos foram
elevados a categoria de grupo, corroborado por um conjunto de analises citogenéticas e
moleculares que suportam esta alteragdo taxonomica (Kastritsis, 1969; Kastritsis et al. 1970;
Yotoko et al., 2003; Robe et al., 2005, 2010a, 2010b; Hatadani et al., 2009).

Drosophila ornatifrons pertence ao grupo guarani e populagdes desta espécie sao
encontradas principalmente em ambientes umidos de Mata Atlantica das regides sul e sudeste
do Brasil (Medeiros e Klaczko, 2004; Gottschalk et al., 2007; Ddge et al., 2008; Hochmiiller
et al., 2010; Cavasini et al., 2013), contudo individuos desta espécie também foram coletados
em florestas de galerias do cerrado, e mais raramente nas savanas (Tidon, 2006). Poucos sao
os estudos que abordam a variabilidade das populacdes de D. ornatifrons, apenas
recentemente a estrutura de populacdes do sul e sudeste do Brasil foi averiguada por meio da

analise de loci isoenzimaticos (Machado et al., 2012).
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A relagdo da frequéncia de Drosophila ornatifrons com ambientes imidos de mata faz
com que esta espécie seja importante para o entendimento de como e quais eventos ecologicos
e/ou historicos influenciaram o padrao de distribuicdo das espécies no bioma brasileiro da
Mata Atlantica. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo inédito da estrutura
populacional de D. ornatifrons, utilizando haplotipos dos genes mitocondriais Citocromo
Oxidase I e 11, contribuindo para a elucidagdo de sua historia evolutiva, além de, por meio de
analises filogeograficas, inferir quais os fatores que atuaram na variagdo e distribuicdo desta

espécie no bioma Mata Atlantica do sul do Brasil.

Material e Métodos

Esta secdo esta descrita no item 3 desta dissertagao

Resultados
Sequenciamento dos genes COI and COII

Foram sequenciados 717 pares de bases (pb) do gene COI de 51 individuos de
Drosophila ornatifrons, de nove localidades do sul do Brasil, resultando em seis haplotipos.
Para o gene COII, foram sequenciados 714 pb de 64 individuos coletados em seis localidades,
resultando em 11 haplétipos. Foi encontrado um tnico haplotipo do gene COI na localidade
Guarapuava-PR, e este foi exclusivo desta area. Também foram observados dois haplotipos
exclusivos de COI em Cangugu-RS, e um em Chapeco-SC (Tabela 2). Para o gene COII
foram encontrados haplotipos exclusivos em Guarapuava-PR (1), Cangugu-RS (2) e Ilha dos
Marinheiros (5) (Tabela 3). O melhor modelo de substituicdo nucleotidica escolhido, que
pode explicar a evolucdo das sequéncias ao longo do tempo, para ser aplicado nestes dados

para ambos os genes, foi T92 seguido por HKY e TN93.
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O agrupamento Sul 2 (Porto Alegre-RS, Cangucu-RS, Ilha dos Marinheiros-RS, Taim-
RS) apresentou os maiores indices de diversidade nucleotidica () e haplotipica (%), para

ambos os genes (Tabela 4).

Estrutura populacional e Fst

Para o gene COI, a maior porcentagem da variagdo foi encontrada dentro das
localidades, ja para COII a maior variagdo foi entre localidades dentro dos grupos (Tabela 5).
Os valores de Fst para COI indicam que Guarapuava-PR esta estruturada em relagdo a maioria
das localidades, com excecdo de Horizontina-RS, Sdo Nicolau-RS e Porto Alegre-RS. Dentre
as localidades amostradas para COIl, Guarapuava-PR também apresentou estruturacdo em

relacdo a maioria, com exce¢do de Horizontina-RS e Porto Alegre-RS (Tabela 6).

Rede de haplétipos

As redes de haplotipos ndo enraizadas mais parcimoniosas geradas para os genes COI
e COIl (Figura 2) de Drosophila ornatifrons de localidades da regido sul do Brasil
apresentaram forma de estrela (star shape, segundo Avise, 2000). Esta configuragdo pode ser
provavelmente resultado da distribuicdo mais ampla de alguns haplétipos, enquanto outros
sd0 mais restritos, sendo encontrados nas extremidades. A rede gerada para o gene COI
demonstra que a maior variacdo foi observada no agrupamento Sul 2, evidenciada pelo maior
numero de haplotipos; o haplotipo 1, representado pelo retangulo (Figura 2), € sugerido ser a
possivel ligacdo entre os haplotipos encontrados para COIL. Para o gene COII, a maioria da
variagdo também foi observada no agrupamento Sul 2; e o hapldtipo 1, representado pelo
retangulo (Figura 2), apresenta a maior frequéncia e demonstra a relagdo entre o restante dos

haploétipos.
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A andlise de NCPA realizada para COII (Tabela 7) foi corroborada pelo teste de
Mantel (r = 0,6979; p = 0,005) e indica que fluxo gé€nico restrito pela distancia seria o evento

evolutivo responsavel pelo padrido de distribuicao demografica dos haplotipos.

Historia demografica

Os indices totais dos testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu foram negativos
e ndo significativos para as sequéncias do gene COI de Drosophila ornatifrons de localidades
da regido sul do Brasil (Tabela 8). Estes resultados indicam que os fatores evolutivos atuantes
nao geraram desequilibrio populacional. Ja para o gene COIl, os valores totais de D de Tajima
e Fs de Fu foram negativos e significativos, indicando que algum evento ou fator evolutivo
possa ter perturbado o equilibrio. Considerando a categorizagdo realizada para a analise de
AMOVA, o agrupamento Sul 2 de COI apresentou Fs de Fu negativo e significativo, ja para o
gene COIl, os dois indices de neutralidade foram negativos e significativos para este
agrupamento. Os indices D* e F* foram negativos e ndo significativos para COI, e negativos
e significativos para COII no total e também para o agrupamento Sul 2; enquanto que o indice
R2 foi significativo para ambos os genes.

O grafico de Mismatch Distribution resultou na presenca de uma curva multimodal
para o gene COI, o que sugere tanto equilibrio demografico, quanto subdivisdao de populagdes.
Para o gene COll, o grafico produziu uma curva unimodal, indicando um evento de expansao

populacional (Figura 3).

Datacio temporal
A analise Bayesiana indica que pode ter ocorrido uma intensificacdo da expansio
populacional entre 20.000 e 25.000 anos atrds que corresponde ao término do periodo

Wisconsiniano do Pleistoceno, ao final da tiltima glaciacao (Figura 4).
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Discussao

A analise de variabilidade genética dos genes COI e COII da espécie Drosophila
ornatifrons de localidades da regido sul Brasil revelou valores médios de diversidade
haplotipica (0,2163 — COI; 0,6038 — COII, Tabela 4) maiores que os observados para
populagoes de D. maculifrons, e inferiores que os detectados para D. grisolineata,
provenientes da mesma regido do Brasil (De Ré, 2012). Estas duas espécies tem relagdo
filogenética estreita com D. ornatifrons, pertencendo ao grupo guaramunu da “radiagdo”
tripunctata, a qual inclui o grupo guarani de D. ornatifrons (Hatadani et al., 2009; Robe et al.,
2010a, 2010b).

Os valores observados de diversidade nucleotidica de Drosophila ornatifrons
(0,000269 — COI; 0,000948 — COII) sao considerados baixos quando comparados aos indices
encontrados para outras espécies de Drosophila (de Brito et al., 2002a, 2002b; Santos, 2011;
De Ré, 2012; Franco e Manfrin, 2012). Varios fatores sdo responsaveis pela
alteragdo/diminui¢do da diversidade genética, tais como: populagdes que historicamente
experimentaram pouco ou nenhum fluxo génico por longos periodos de tempo (Carvalho e
Almeida, 2010); quando sdao amostradas populacdes do centro de dispersdo de uma espécie; a
ocorréncia de evento de expansdo de populagdo, pois a partir do ponto de origem os
haplétipos sd@o mais difundidos e com menor diversidade; gargalo de garrafa; ou ainda, a agao
de selegao natural (Cann et al., 1987; Templeton, 1998; de Brito et al., 2002b; Lohman et al.,
2008).

O conjunto de dados obtidos para COIl sugere que um evento de expansdo
populacional poderia ser responsavel pela baixa diversidade nucleotidica observada para
Drosophila ornatifrons, quando comparado com outras espécies deste género. A expansao
populacional foi revelada pelos indices de Fs de Fu, que é o mais sensivel entre os testes de

neutralidade, e R2, que representa o indice mais adequado para ser aplicado em amostras
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pequenas como as deste trabalho, além do teste D de Tajima (Tabela 8) e da Analise
Bayesiana (Figura 4). Deste modo, o conjunto de dados obtidos para COII sugere que um
evento de expansao populacional poderia ser responsavel pela baixa diversidade nucleotidica
observada para Drosophila ornatifrons, quando comparado com outras espécies deste género.

De acordo com a datagdo realizada pela Analise Bayesiana, este evento de expansdo
pode ter ocorrido entre 25.000 ¢ 20.000 anos atras, e se intensificado até o presente (Figura 4).
Este intervalo corresponde aproximadamente ao final da tltima glaciagdo no hemisfério norte,
no periodo Winscosiano do Pleistoceno, nesta época os niveis dos oceanos estavam retraidos
entre 80 e 130 metros em relacdo aos niveis atuais, e a plataforma continental estava emersa
em grande parte, devido ao resfriamento e congelamento completo deste hemisfério (Suguio,
2008). No hemisfério sul, contudo, durante o Pleistoceno ocorreu apenas uma pequena
variagdo térmica em relagcdo aos niveis atuais, com temperaturas em torno de cinco ou seis
graus inferiores as observadas atualmente e ndo houve formagdo de geleiras (McFadden e
McAulife, 1977; Vester e Van Rooyen, 1999).

Estudos em area preservada de Mata Atlantica no planalto do Itatiaia, no estado de
Minas Gerais, revelaram que a principal modificagdo ambiental durante o ultimo maximo
glacial do Pleistoceno foi a queda de temperatura, porém processos geocriogénicos ocorreram
apenas acima de 2.000 metros de altura, com nevadas abundantes cobrindo os picos mais
altos, como, por exemplo, da Serra da Mantiqueira. Durante o Holoceno, houve diminuigao
das atividades morfodindmicas e dos processos geomorficos, as condi¢des ambientais
tornaram-se mais constantes, com predominancia de clima mais imido, o qual permaneceu,
sem grandes interrupc¢des, nos ultimos 8.500 anos (Modonesi, 1992; Modonesi-Gauttieri e
Nunes, 1998).

Dados de levantamento de fauna sugerem que um dos fatores determinantes para a

ocorréncia de Drosophila ornatifrons seja umidade alta e temperatura amena, visto que a
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maior frequéncia de individuos desta espécie ¢ observada em areas de matas mais umidas da
Mata Atlantica do sul e sudeste do Brasil (Medeiros e Klaczko, 2004; Gottschalk et al., 2007;
Doge et al., 2008; Hochmiiller et al., 2010; Cavasini et al., 2013), e floresta de galeria do
Cerrado (Tidon, 2006), sendo raramente coletada ou ausente na Floresta Amazonica (Martins,
1987; Acurio e Rafael, 2009), na fitofisionomia Floresta Semidecidua ¢ Decidua da Mata
Atlantica (Medeiros e Klaczko, 2004; dados de coleta deste trabalho), na savana (Tidon,
2006), em Floresta de Mangue (Schmitz et al., 2007), areas de restinga (Bizzo et al., 2010) e
Floresta Ombroéfila Densa ¢ Mata Paludosa do litoral (Medeiros ¢ Klaczko, 2004; dados de
coleta deste trabalho), e no Pampa gaucho (Poppe et al., 2012).

A baixa frequéncia de individuos de Drosophila ornatifrons na fitofisiomia Floresta
Semidecidua da Mata Atlantica também foi evidenciada nas coletas para este trabalho,
realizadas em novembro de 2012 em trés areas distintas desta fisionomia no sudeste do Brasil.
Mesmo utilizando metodologia de coleta mais adequada para captura de espécimes da
“radiacdo” tripunctata (Medeiros e Klaczko, 2004; dos Santos et al., 2010), e em periodos
mais imidos, nenhum individuo de D. ornatifrons foi coletado (dados ndo mostrados). Ainda,
regides de mata mais propicias para a captura desta espécie muitas vezes apresentam baixa
frequéncia de individuos (confirmado pelo pequeno niimero amostral deste trabalho, Tabela
1), sugerindo que além dos fatores abiodticos (temperatura e umidade), fatores ecoldgicos
ainda ndo identificados também parecem ser importantes para a ocorréncia de D. ornatifions.
Por exemplo, Gottschalk e colaboradores (2009) observaram que a maioria das espécies de
Drosophila coletadas em fungos da Mata Atlantica e em ambientes antropizados do sul e
sudeste do Brasil pertence a radiacdo imigrans-tripunctata, a qual o grupo guarani pertence,
contudo nenhum individuo de D. ornatifrons foi encontrado, indicando que estas espécies sao
mais versateis no uso dos recursos que D. ornatifrons. A limitagdo de D. ornatifrons em

explorar o meio, quando comparada a outras espécies de grupos relacionados, também pode
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ser uma das causas da baixa frequéncia de individuos desta espécie na maioria das areas de
coleta.

Deste modo, a distribuicdo atual das populagdes de Drosophila ornatifrons em
fragmentos de Mata Atlantica do sul do Brasil, assim como da sua variabilidade genética,
seria resultado da combinagdao de fatores climaticos recentes e historicos, com fatores
ecologicos, paleogeograficos, e da ocorréncia de possiveis refigios. A maior diversidade
haplotipica dos genes COI e COII foi observada nas localidades do grupo Sul 2, de
fragmentos de Mata Atlantica inseridos no Pampa. O estabelecimento de populagdes nesta
area deve ser muito anterior ha 10.000 anos, visto que estudos no Parque Nacional dos
Aparados da Serra no Rio Grande do Sul evidenciaram que, com aumento da umidade neste
periodo, houve expansdo gradativa da mata sobre o campo, o0 que permitiria que as
populagdes de D. ornatifrons acompanhassem a expansdo da mata em direcdo aos dominios
do bioma Pampa (Roth e Lorscheitter, 1993).

O padrdo de distribuicdo da variabilidade haplotipica de Drosophila ornatifrons
pode ser decorréncia da dispersdo da variacdo a partir de uma populagdo ancestral do grupo
Sul 2 (com maior diversidade haplotipica), possivelmente do litoral, pois a proximidade com
0 mar nesta regido seria propicia para a conservacdo da umidade, determinante para a
ocorréncia da espécie, fornecendo condigdes para expansdo e estabelecimento de novas
populagdes nos periodos menos frios ao final do ultimo maximo glacial, entre 25.000 e
20.000 anos atras, de acordo com a datacdo da analise Bayesiana (Figura 4). A migracao de
D. ornatifrons pode ter se intensificado quando as temperaturas ficaram mais constantes, a
partir do Holoceno (aproximadamente ha 10.000 anos).

A ocupacdo mais recente das areas do grupo Sul 1 pode ser inferida pela diminuigao
da variagdo conforme se aumenta a distancia do provavel centro de dispersdo, como pode ser

visualizado na rede de haplotipos de COII (Figura 2), e também pelo menor niimero de
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haplotipos exclusivos do gene COII encontrados no grupo Sul 1 (1) em relagdo ao grupo Sul 2
(sete, sendo cinco da localidade de Ilha dos Marinheiros-RS). Na rede para o gene COII
(Figura 2), os haplotipos mais recentes (na extremidade) sdo encontrados nas localidades do
grupo Sul 2, sugerido como a area ancestral do grupo Sul 1, pois um haplotipo recente (novo)
tem maior probabilidade de ser encontrado e mantido em uma linhagem em seu local de
origem. Este fato se deve a capacidade de dispersdo limitada destes insetos em areas naturais,
resultando em um longo periodo de tempo para que uma nova mutagdo possa atingir uma
maior amplitude geografica, a menos que a espécie ocupe areas contiguas, o que aumentaria a
probabilidade de fixa¢do desta mutacdo. Ja a localidade de Guarapuava-PR (com o maior
niamero de individuos amostrados) pode ter sofrido efeito do fundador ou de gargalo que
tenha reduzido a varia¢do ancestral e fixado por deriva genética um Unico e raro (exclusivo)
haplotipo para COL

Os resultados da NCPA para COII (Tabela 7), confirmados pelo teste de Mantel,
sugerem um padrao de isolamento restrito pela distdncia, gerando a associacdo entre a
variagdo genética e geografica observada para Drosophila ornatifrons. Ao longo da migragao
de D. ornatifrons para novas areas, os individuos podem ter encontrado barreiras a sua
dispersao devido a alteragdes latitudinais de clima e zonagdo ecoldgica da Mata Atlantica que
podem ter sido originadas na formacdo deste bioma. Segundo Carnaval e colaboradores
(2009), estes gradientes de variagdo podem ser esperados em florestas, com as espécies
apresentando variados niveis de tolerancia e nichos, e quando, e se, transpostos, esses
gradientes seriam capazes de gerar diferenciacdo e especiagdo por meio da agdo de selecao
diversificadora (Endler, 1977; Almeida-Neto et al., 2006).

Além dos processos historicos apresentados que limitaram e/ou influenciaram na
distribuicao da diversidade genética das populacdes (capacidade de dispersdo e barreiras

clinais ao fluxo génico), o continuo, crescente ¢ mais recente desmatamento das areas de
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floresta pelo homem funcionaria como barreira ao fluxo génico, limitando a dispersdo e
reduzindo a diversidade devido a fragmentacdo dos habitats. Ainda, mesmo que a destrui¢do
de habitats ndo seja unicamente responsavel pela diminuicdo da diversidade, esta poderia
apagar assinaturas ou sinais de processos historicos que facilitariam a melhor compreensio da
historia evolutiva de uma espécie (Carnaval et al., 2009).

Em conclusao, o estudo da filogeografia de Drosophila ornatifrons do bioma Mata
Atlantica do sul do Brasil sugere que o extremo sul do Rio Grande do Sul, mais proximo ao
litoral (grupo Sul 2), possivelmente representa a area de partida da dispersdo/expansido que
originou os demais haplotipos dos genes COI e COIL. O processo de expansdo da populagdo
para novas areas pode ter ocorrido por volta de 20.000 a 25.000 anos atras, se intensificando
até o periodo recente, ap6s o fim do Pleistoceno quando as temperaturas se tornaram menos
variaveis, ¢ o clima mais umido. A restricao a distribuicdo da diversidade a partir do litoral
mais ao sul do Brasil para as demais areas ¢ resultado da capacidade limitada de dispersao
destes insetos, associada a dificuldade de transpor barreiras clinais frequentes em ambientes
de floresta, como a Mata Atlantica. Estes eventos historicos € outros mais recentes, como o
desmatamento por acdo antropica, resultariam na descontinuidade do habitat de D.
ornatifrons, e na consequente diminuigao da diversidade haplotipica conforme o aumento da

distancia a partir da populag@o ancestral.
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Tabela 2. Haplotipos do gene Citocromo Oxidase I encontrados para Drosophila ornatifrons

coletada na regido sul do Brasil. As localidades foram categorizadas de acordo com o descrito

em Material e Métodos. n = nimero de individuos amostrados.

Localidades N Haplotipos (Frequéncia) Haplotipos Exclusivos
Sul 1
Sul 1a
Guarapuava-PR 24 HO02 (24) HO02
Sul 1b
Chapeco-SC 03 HO03 (2), HO4 (1) HO04
Horizontina-RS 01 HO3 (1)
Jacutinga-RS 02 HO3 (2)
Sao Nicolau-RS 01 HO3 (1)
Sul 2
Porto Alegre-RS 01 HO3 (1)
Cangucu-RS 15| HO1 (1), HO3 (11), HOS (1), HO6 (2) HO05, HO6
Ilha dos Marinheiros-RS | 02 HO3 (2)
Taim-RS 02 HO03 (2)

Nota: Numero de acesso do GenBank — HO1: KF358214; H02: KF358215; HO3: KF358216;

HO4: KF358217; HOS5: KF358218; HO06: KF358219.



49

Tabela 3. Haplotipos do gene Citocromo Oxidase Il encontrados para Drosophila ornatifions

coletada na regido sul do Brasil. As localidades foram categorizadas de acordo com o descrito

em Material e Métodos. n = nimero de individuos amostrados.

Localidades N Haplotipos (Frequéncia) Haplotipos Exclusivos
Sul 1
Sul 1a
Guarapuava-PR 23 HO1 (17), HO5 (6) HO5
Sul 1b
Horizontina-RS 01 HO02 (1)
Jacutinga-RS 03 HO1 (2), HO2 (1)
Sul 2
Porto Alegre-RS 01 HO02 (1)
Cangugu-RS 21| HOI1 (4), HO2 (10), HO4 (5), HO8 HO08, HO9
(1), HO9 (1)
Ilha dos Marinheriros-RS | 15 | HO1 (3), HO2 (6), HO3 (1), HO4 (1), | HO3, HO6, HO7, H10,

HO6 (1), HO7 (1), H10 (1), H11 (1)

Hl11

Nota: Numero de acesso do GenBank — HO1: KF360843; H02: KF360844; HO3: KF360845;

HO4: KF360846; HOS5: KF360847; HO6: KF360848; HO7: KF360849; HO8: KF360850; H09:

KF360851; H10: KF360852; H11: KF360853.
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Tabela 4. Indices de diversidade nucleotidica () e diversidade haplotipica (/) para sequéncias
dos genes Citocromo Oxidase I (COI) e II (COIl) obtidos para Drosophila ornatifrons de
localidades da regido sul do Brasil, categorizadas de acordo com o descrito em Material e

Métodos. n = nimero de individuos amostrados.

COI con
Agrupamentos n h T n h T
Sul 1
Sul 1a 24 0,0000  0,000000 23 0,4032  0,000000
Sul 1b 7 0,2857  0,000402 04 0,66667  0,000937
Sul 2 20 0,3632  0,000406 37 0,7417 ~ 0,001907

Total 51 0,2163  0,000269 64 0,6038  0,000948
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Tabela 5. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para os genes Citocromo Oxidase |
(COI) e I (COI) de Drosophila ornatifrons de localidades da regidao sul do Brasil,
categorizadas de acordo com o descrito em Material e Métodos. ®st = covariancia dentro das

localidades; ®sc = covariancia entre localidades dentro dos grupos; ®ct = covariancia entre

grupos.
Fonte de Somados Componentes Porcentagem
Variacao Quadrados - Variagao - Variagdo
COlI
®ct =-0,3243 13,914 -0,26621 -32,42
p>0,05
®st = 0,90796 11,041 1,01172 123,22
p <0,05
®sc =0,93050 3,627 0,07557 9,20
p <0,05
Total 29,333 0,83479
COll
®ct =0,17008 5,255 0,09887 17,01
p>0,05
®st =0,28043 0,855 0,06415 11,03
p <0,05
®sc =0,13296 25,517 0,41831 71,96
p <0,05

Total 31,627 0,58133
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Tabela 6. Fst par a par para haplotipos dos genes Citocromo Oxidase 1 (COI) e II (COII) de
Drosophila ornatifrons de localidades da regido sul do Brasil. Valores para COI na linha

superior, valores para COII na linha inferior. xxx = localidades ndo amostradas para COII.

Localities 1 2 3 4 5 6 7 8

1 — Guarapuava-PR -

2 — Chapeco 0,000* -
Xxx -
3 — Horizontina 0,991 0,991 -
0,991 XXX -
4 — Jacutinga 0,027* 0,991 0,991 -

0,018*  xxx  0.991 -

5 - Sdo Nicolau 0,991 0,991 0991 0,991 -
Xxx XXX XXX XXX -
6 - Porto Alegre 0,991 0,991 0991 0,991 0,991 -

0,991 XXX 0,991 0,991 XXX -
7 — Cangugu 0,000* 0,270 0991 0991 0,991 0,991 -
0,000*  xxx 0991 0441 =xxx 0,991 -
8 - Ilha dos Marinheiros-RS ~ 0,009* 0,991 0,991 0,991 0,991 0,991 0,991 -
0,000* xxx 0991 0,676 xxx 0,991 0,279 -
9-Taim 0,000* 0,216 0991 0991 0991 0,991 0,523 0,991

Xxx XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

*p < 0,05
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Tabela 7. Resultados da Analise de Clados Nao Enraizados (NCPA) para haplotipos do gene

COIlI de Drosophila ornatifrons de localidades da regido sul do Brasil.

Amostra Passos da chave de inferéncia Evento evolutivo inferido
de Templeton (2004)
HO4 1-2-3-4-Nao Fluxo génico restrito com isolamento por

distancia




54

Tabela 8. Resultados dos testes de neutralidade e Mismatch Distribution realizados para
haplotipos dos genes Citocromo Oxidase I (COI) e II (COIl) de Drosophila ornatifrons de
localidades da regido sul do Brasil, categorizadas de acordo com o descrito em Material e

Métodos. n = nimero de individuos amostrados.

Localidades n D de Tajima FsdeFu D* F* R2  Mismatch Distribution

COl Tau: 2,4277
Sul 1

Sul 1a 24 0,000 0,00000 - - - 00=0,0000

Sul 1b 7 -1,006 -0,09474  -1,04 -1,10 - 01 = 99999
Sul 2 20 -1,140 22,1352 20,59 -0,85 - SSD = 0,08
Total 51 -0,483 -0,74334  -0,10 0,14 0,17 p=023

COll Tau: 1,22
Sul 1

Sul 1a 23 0,000 1,0884 - - - 0o=0,0000

Sul 1b 4 1,630 0,5400 1,63 1,27 - 01 = 99999
Sul 2 37 -1,653°  -42969' -3,01° 3,03 - SSD = 0,06

Total 64 -1,721° -4972" 3,677 -356° 0,15 p=0,15

"' p < 0,02 — valor significativo para Fs de Fu; > p < 0,05 — valor significativo para os demais

testes de neutralidade (Fu, 1997; Excoffier et al., 2005).
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Figura 2. Redes de haplotipos dos genes Citocromo Oxidase I (A) e II (B) de localidades de
Drosophila ornatifrons da regido sul do Brasil. Os niimeros (1 a 6 para COI, ¢ 1 a 11 para
COII) representam os haplotipos observados em cada localidade. Linhas inteiras e tracejadas

em COII correspondem aos aninhamentos realizados para analise NCPA (Templeton, 1998).
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Figura 3. Mismatch Distribution para o gene Citocromo Oxidase I (A), p=0,23 eIl (B),p =
0,15 para Drosophila ornatifrons de localidades da regido sul do Brasil. Linha cinza

representa a frequéncia esperada; linha preta representa a frequéncia observada.
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Figura 4. Resultados da Bayesian Skyline Analyses (BSP) para o gene Citocromo Oxidase 11
de Drosophila ornatifrons de localidades da regido sul do Brasil. A média de variagdo do
tamanho efetivo populacional (Ne) esta compreendida dentro da area de probabilidade entre a
linha cinza e a linha preta, com valor de tau = 1,03. O eixo das ordenadas corresponde a
média do tamanho populacional, medido pelo produto do tamanho efetivo populacional (Ne)

e o tempo de geracdo em anos. Os retdngulos em cinza representam os periodos glaciais.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Analises filogenéticas recentes elevaram a categoria de grupos os
subgrupos guaramunu e guarani (que pertenciam ao grupo guarani), 0S quais
Drosophila maculifrons e D. ornatifrons pertencem. Apesar da existéncia de
trabalhos filogenéticos que envolveram analises de algumas populagdes destas
espécies, até o momento poucos trabalhos foram publicados com o objetivo principal
de analisar a variabilidade intra e interpopulacional. Este trabalho pretendeu iniciar
tal abordagem populacional para as espécies D. maculifrons e D. ornatifrons, por
meio da analise da variagdo de haplotipos de genes mitocondriais de individuos
coletados em areas de Mata Atlantica do sul do Brasil.

A Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as trés populagcdes de D.
maculifrons analisadas revelou diferenga significativa na variacdo haplotipica entre
individuos coletados em areas de Mata Atlantica de Floresta Ombrdfila Mista (FOM)
e de Floresta Estacional Semidecidual (FES) no estado do Parana, sugerindo uma
relacdo da distribuicdo da variagdao com o habitat. Contudo, esta relagdo pode ser
devido a maior proximidade das populacbes coletadas em areas de FOM
(aproximadamente 6 Km), em relacao a area de FES (aproximadamente 350 Km),
sendo resultado de fluxo génico restrito pela distancia.

Uma analise de um numero maior de populagdes coletadas em areas de
FOM e FES pode esclarecer melhor o padrao de distribuicao das populagdes desta
espécie. Desse modo, os dados gerados neste trabalho para Drosophila maculifrons
foram agrupados com os resultados obtidos para outras populagdes amostradas em
areas de Mata Atlantica de diferentes fitofisionomias dos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina e submetido para publicagdo na revista Molecular Ecology. As
populacdes de D. maculifrons dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
foram analisadas por De Ré (2012), da Universidade Federal de Santa Maria, em
Santa Maria/RS, e mais trés populacdées de Sao Paulo serdo inseridas nestas
analises e no artigo em submissao.

Para a espécie Drosophila ornatifrons foram analisadas nove localidades da
regido sul do Brasil, abrangendo uma ampla area de distribuicdo visto que a
ocorréncia desta espécie parece estar altamente restrita a ambientes Umidos
especificos e de temperaturas mais amenas, encontrados especialmente na regiao

sul do Brasil. Foram realizadas coletas em outras trés regides do estado de Sao
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Paulo, contudo nenhum individuo de D. ornatifrons foi encontrado, provavelmente
devido as condigdes de temperatura e umidade dessas areas nao serem favoraveis
a ocorréncia desses individuos. Além disso, também foi observado que mesmo nas
areas de coleta mais umidas, a frequéncia de D. ornatifrons é baixa, especialmente
quando comparada com D. maculifrons.

As analises dos individuos de Drosophila ornatifrons revelaram que
possivelmente um evento de expansdao demografica ocorreu entre 20.000 e 25.000
anos atras a partir do litoral do Rio Grande Sul. Os individuos que migraram podem
ter originado as populagdes amostradas no interior do Rio Grande do Sul, bem como
de Santa Catarina e Parana. Este evento teve seu inicio principalmente no final do
Winsconsiniano, quando houve o estabelecimento de temperaturas mais quentes e
constantes no fim deste periodo, favorecendo a expansao desta espécie. Portanto,
com o aparecimento destas condicdes adequadas a Mata Atlantica expandiu sua
distribuicdo, que foi seguida por populagdes de D. ornatifrons, as quais podem ter
encontrado barreiras clinais (provavelmente de umidade) a dispersao, que restringiu
o fluxo génico e resultou em menor diversidade das areas colonizadas em relagéo a
area ancestral.

Este trabalho contribuiu para a elucidagdo da historia evolutiva de
populagdes de Drosophla maculifrons e D. ornatifrons do bioma Mata Atlantica do
sul do Brasil, além de trazer achados importantes sobre a area de distribuicao

destas espécies.
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