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INTRODUCAO GERAL

O uso natural da terra mudou nas recentes décadas, ndo apenas resultando
em uma substancial diminuicdo no total da cobertura florestal, mas também em uma
distribuicdo e tamanho cada vez mais obliquo dos fragmentos remanescentes. Assim,
a fragmentacao florestal constitui o processo que mais contribui para a atual perda da
biodiversidade e extincdo das espécies e existe uma urgente necessidade de
identificar os seus principais efeitos sobre sistemas bidticos para encontrar solugcdes
de manejo (Didham et al. 1996).

A destruicdo de habitats (envolvendo diretamente a perda de habitats,
degradacao na qualidade dos habitats, e fragmentagcédo dos habitats remanescentes) é
a causa mais significativa da extincdo de populacdes e espécies (Hanski 1998). A
perda de habitats tem por consequéncia a diminuigdo na abundéancia de individuos e o
aumento nos niveis de isolamento entre as populagdes (restritas nos fragmentos
remanescentes). As diferencas genéticas entre as populacbes aumentam e a
variabilidade dentro das popula¢des diminui, assim, seus valores adaptativos podem
diminuir deixando-as mais suscetiveis a extingao (Templeton et al. 1990, 2001).

As comunidades de Florestas Tropicais sdo caracterizadas por sua alta riqueza
de espécies e baixa abundéancia, tendo exercido um papel fundamental no
desenvolvimento da biologia evolutiva (Darwin 1859; Bates 1862; Wallace 1878).
Assim, estudos em sistemas de Florestas Tropicais tém feito importantes
contribuicbes para a compreensdo dos padrées de diversidade das espécies e
estrutura das comunidades (DeVries e Walla 2001). Em vista do atual aumento na
destruicdo dos habitats globais, estudos sobre diversidade de espécies sdo de vital
importancia para compreender as comunidades biolégicas e sua conservacao (Purvis

e Hector 2000). Contudo, devido a grande riqueza de espécies nas Florestas



Tropicais, relativamente poucos estudos tem documentado as variacbes na
distribuicdo da abundancia das espécies de organismos Tropicais através do tempo e
do espaco (Hubbell e Foster 1986; Wolda 1978, 1992; Morse et al. 1988; Terborgh et
al. 1990; Gill 1991; Hanski e Cambefort 1991).

A distribuicdo de espécies no tempo e no espaco é vital para descrever as
comunidades biolégicas e desenvolver hipbteses para explicar a evolugdao e a
manutencao da diversidade de espécies (Gleason 1926; Elton 1966; MacArthur 1972;
Whittaker 1975; Wiens 1984; Tilman 1994; Brown 1995). A heterogeneidade
ambiental e a complexidade dos habitas sdo importantes determinantes na
composicao das comunidades, e as respostas das espécies as variacoes ambientais
fornecem informagdes ecolégicas e de processos evolutivos como especiagao,
adaptacao, dispersao, colonizacdo, entre outros (Hubbell 2001). Investigacdes
recentes também enfatizam a influéncia da heterogeneidade ambiental na
composi¢do das comunidades como um fator critico que afeta a diversidade das
espécies (Srivastava 1999; Loreau 2000; Gering e Crist 2002; Wagner e Wildi 2002).
Entédo, estudos sobre variagdes espaciais nas abundancias relativas das espécies sao
importantes para a compreenséo da dindmica das comunidades.

Outra observacao biolégica sobre as populacdes naturais € a flutuacao no
tamanho populacional, a qual implica em altera¢cdes na variabilidade genética dentro
das populacées e em diferenciacdes entre as populacées (Futuyma 1998). Esta
flutuacdo em muitas espécies é sazonal (variagbes temporais) e influenciada
fortemente por adaptacdes sazonais ligadas a fatores ambientais, e flutuacées anuais
(Krebs 1985). De acordo com Brncic et al. (1985), a sazonalidade de cada espécie é o
resultado de um longo e continuo processo de adaptacédo as condicées ambientais a
qual a espécie geralmente vive. Segundo Frankham (1995), a flutuacdo no tamanho

populacional é a varidvel mais importante que afeta a razdo do tamanho populacional
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efetivo com relacdo ao tamanho total (Ne/N). Esta razdo representa a taxa de
endogamia e de perda da variabilidade genética em populacées naturais, sendo um
parametro critico para a genética evolutiva e para a manutengéo da biodiversidade.

A variabilidade genética de uma populacdo é a base para 0s processos
evolutivos. Assim, estudos sobre a variabilidade genética de populacées naturais sao
extremamente importantes para compreender a histéria evolutiva de uma espécie
(Mateus e Sene 2003). E para ter uma completa compreensdo dos padrbées e
mecanismos evolutivos, é preciso relacionar a genética do organismo com o ambiente
no qual ele vive, colocando o conhecimento genético sobre um contexto ecoldgico
(Tidon 2006). Entdo, efetivas abordagens sobre a conservagdo da variabilidade
genética nas populacbes naturais e preservacdao da biodiversidade, necessitam de
analises conjuntas entre dados ecoldgicos e genéticos.

Pesquisas com dados isoenzimaticos, realizadas atraves de técnicas
eletroforéticas, vem sendo utilizadas por geneticistas evolutivos e de populacdes
desde a década de 1960. Isto porque elas oferecem uma maneira de avaliar a
variacdo genética das populacdes através do produto direto da expressdo génica
(Hubby e Lewontin 1966; Lewontin e Hubby 1966). Nos estudos envolvendo
polimorfismo de proteinas e isoenzimas, existe a preocupacdo de relacionar a
variacdo encontrada em populacées naturais com varios aspectos ambientais, e
também com as estruturas e fungdes das enzimas. Assim, a abordagem isoenzimatica
€ importante para estudos de variabilidade genética em populacdes (Mateus et al.
2005).

Assim, o isolamento e a fragmentacdo induzem mudancas na estrutura
florestal, podendo causar o rompimento dos processos biolégicos que mantém a
biodiversidade e o funcionamento do ecossistema. Esses processos sédo largamente

mediados por insetos, e a fragmentacdo florestal ndo apenas influencia na
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abundancia e diversidade deste grupo de organismos, mas também modifica as
interacdes entre insetos, incluindo Drosophila, e outros organismos, direta e
indiretamente. Enquanto as fungdes ecoldgicas dos insetos sdo geralmente bem
documentadas, os efeitos da fragmentagao florestal nas suas populacées sao pouco

compreendidos (Didham et al. 1996).

Drosophila

O género Drosophila é€ o mais abundante da familia Drosophilidae,
compreendendo aproximadamente 53% das mais de 3500 espécies de pequenas
moscas descritas para esta familia (Bachli 1998). Algumas delas sdo endémicas de
certas regides, e outras sdo cosmopolitas que muitas vezes se dispersam em
associacdo as atividades humanas (Tidon-Sklorz e Sene 1999). A fauna de
Drosophila nas regides Neotropicais é altamente diversificada (Val et al. 1981), com
numerosas espécies ainda por serem descritas.

Sobre a abordagem genética, varios estudos tém investigado o polimorfismo de
proteinas e isoenzimas em populacdes naturais de Drosophila (Kojima et al. 1972;
Sene e Carson 1977; Cavener e Clegg 1981; Prout e Barker 1993; Saavedra et al.
1995b; Moraes e Sene 2002; Mateus e Sene 2003, 2007; Mateus et al. 2005, 2008;
Cavasini et al. 2008). Porém, poucos apresentaram o objetivo de relacionar a
variabilidade genética com a qualidade dos ambientes naturais e o seu estado de
conservagao.

Os primeiros dados sobre comunidades brasileiras de Drosophila foram
publicados por Duda (1925). Na regiao sudeste do Brasil, Dobzhansky e Pavan (1943)
foram pioneiros e descreveram varias espécies novas. Apds 1940, muitos trabalhos
sobre a fauna brasileira de Drosophila foram publicados (Pavan e Cunha 1947;

Dobzhansky e Pavan 1950; Pavan 1950, 1959; Mouréo et al. 1965). Posteriormente,
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outros pesquisadores analisaram a fauna de Drosophila nos dominios morfocliméaticos
do Brasil, com o objetivo de melhor compreender a distribuicdo geogréafica das
espécies mais comuns (Sene et al. 1980; Val et al. 1981; Vilela et al. 1983).

Varios aspectos fazem da Drosophila um excelente modelo bioldgico: tamanho
pequeno; grande abundancia; ampla distribuicdo; ciclo de vida curto; facil coleta,
identificacdo e manipulacéo; extrema sensibilidade para mudancgas nas condi¢des de
seu habitat; entre outros (Tidon 2006). Este género desempenhou um importante
papel no desenvolvimento das teorias genéticas e evolutivas, e mais recentemente
em estudos de biologia molecular e do desenvolvimento (Brookes 2001). Atualmente,
também tem sido utilizado como um possivel grupo foco para estudos de
biodiversidade (Van der Linde e Sevenster 2002), e algumas espécies como
bioindicadores para perturbacées humanas na qualidade do ambiente (da Mata et al.
2008).

Flutuagdes acentuadas no tamanho das populacées ocorrem em muitas
espécies de Drosophila em ciclos anuais, geralmente por causa de especificidades
ecoldgicas por locais de reproducdo, e em resposta a disponibilidade de recursos
(Dobzhansky e Pavan 1950). Estes insetos sao altamente sensiveis a pequenas
modificacbes ambientais, que séo refletidas no tamanho das populagdes naturais
(Tidon-Sklorz e Sene 1992). Assim, estudos sobre a estrutura populacional e ecologia
de espécies de Drosophila tem fornecido importantes informagdes, proporcionando
melhor entendimento sobre seus processos evolutivos (Bizzo e Sene 1982). Desta
forma, estas caracteristicas corroboram com a utilizacdo de comunidades de
Drosophila como indicadores da qualidade ambiental.

Embora as populacdes naturais Neotropicais de Drosophila sejam objeto de
varios estudos ecolégicos (Dobzhansky e Pavan 1950; Pavan 1959; Val et al. 1981;

Tidon-Sklorz e Sene 1992, 1995; Saavedra et al. 1995a; Moraes e Sene 2003; Mateus
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et al. 2006; Tidon 2006; de Toni et al. 2007; da Mata et al. 2008), o conhecimento
sobre a ecologia das populagdes da maioria das espécies Neotropicais ainda é
limitado (Brncic et al. 1985; Saavedra et al. 1995a) comparado ao das espécies

Paleérticas deste grupo.

Drosophila mediopunctata

Drosophila mediopunctata Dobzhansky e Pavan (1943) pertence ao grupo
tripunctata (Frota-Pessoa 1954), o qual é endémico das regides Neotropicais e inclui
64 espécies descritas que residem nos habitats de florestas (Vilela e Béchli 2000).
Este é o segundo maior grupo de Drosophila nesta regidao e o maior do género que
ocorre nas Florestas Neotropicais (Klaczko 2006). Drosophila mediopunctata € uma
espécie que reside estritamente em florestas e ndo € associada com habitats
humanos, tem ampla distribuicdo geogréafica sendo encontrada em muitas partes do
Brasil e El Salvador (Val et al. 1981). E muito abundante em algumas areas,
particularmente no sul da sua distribuicdo ou em elevadas altitudes durante os meses
mais frios do ano (Saavedra et al. 1995a). Varios aspectos de sua biologia fazem de
D. mediopunctata um interesante modelo para estudos em genética de populacdes
naturais e evolugéo (Klaczko 1995, 2006), bem como para estudos sobre a qualidade
ambiental em Florestas Neotropicais, visto que esta espécie € restrita a estes habitats
e ndo esta associada a ambientes alterados.

Drosophila mediopunctata tem seis pares de cromossomos (2n = 12), cinco
acrocéntricos ‘rods’ e um par de ‘dot’ (0 qual ndo se politeniza) (Kastritsis 1966).
Ananina et al. (2002) publicaram um mapa destes cromossomos politénicos com um
total de 2111 bandas, onde foram marcados os pontos de quebras das inversdes que
ocorrem naturalmente nesta espécie. Os cromossomos X, Il e IV apresentaram

polimorfismo de inversdes, sendo o cromossomo Il o mais polimérfico com 17
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inversdes, oito na regido distal e nove na proximal, com um forte desequilibrio de
ligacdo entre as inversdes destas duas regides (Peixoto e Klaczko 1991; Ananina et
al. 2002). A frequiéncia de algumas destas inversdes sdo correlacionadas com
variagdes sazonais, altitudinais e latitudinais (Ananina et al. 2004), variacdes no
tamanho e na forma das asas (Bitner-Mathé et al. 1995), e variacbes na temperatura e
no policromatismo (Hatadani et al. 2004). O cromossomo X tem quatro arranjos
génicos diferentes, um deles é associado com o fendmeno da razdo sexual (Carvalho
et al. 1989). O cromossomo |V tem apenas duas inversoes.

Estudos de hereditariedade em algumas caracteristicas de D. mediopunctata
também foram realizados, como por exemplo, a herdabilidade do nimero de ramos
nas aristas (Bitner-Mathé e Klaczko 1998), do tamanho e forma das asas (Bitner-
Mathé e Klaczko 1999a, 1999b), e da proporcdo sexual (Varandas et al. 1997).
Entretanto, até o momento ndo existe nenhum estudo sobre a variacao isoenzimatica
em populacdes naturais de D. mediopunctata, apenas uma analise prévia em
espécies do grupo tripunctata (Mateus et al. 2008), e uma anadlise da expressao
isoenzimatica diferencial do corpo de individuos desta espécie (Cavasini et al. 2008)

(Capitulo 2).

Objetivos

Tendo em vista o atual impacto da acao antrépica sobre os habitats naturais,
resultando na fragmentacao florestal e na consequente perda de biodiversidade,
estudos sobre comunidades bioldgicas e suas populagdes sdo de vital importancia
para melhor entender como eventos ecoldgicos e processos evolutivos auxiliam na
manutenc¢ao da biodiversidade. Assim, os objetivos deste estudo foram os de avaliar a
estrutura de duas comunidades de Drosophila através do tempo e do espaco, bem

como a variabilidade isoenzimatica intrapopulacional de suas popula¢cdes naturais de
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D. mediopunctata. Desta forma, poder-se-a relacionar a diversidade bioldgica e a
variabilidade genética avaliadas com as caracteristicas e estado de preservacao de
cada uma das areas estudadas, a fim de contribuir para futuros programas de

conservacao biolégica e de biodiversidade de florestas tropicais da América do Sul.
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CAPITULO 1

ESTRUTURA DAS COMUNIDADES DE DROSOPHILA (DIPTERA:

DROSOPHILIDAE) EM DOIS FRAGMENTOS COM FLORESTA DE ARAUCARIA
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Resumo

Devido ao aumento atual na destruicdo dos habitats globais, estudos sobre
diversidade sao de vital importancia para compreender as comunidades biologicas e
sua conservacao. O género Drosophila € um excelente modelo biolégico e vem sendo
utilizado em estudos de biodiversidade e na avaliagdo da qualidade ambiental. Assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a estrutura de duas comunidades de Drosophila
através do tempo e do espaco a fim de relacionar sua composicéo e variagdo com o
estado de conservacao das areas. Os resultados indicaram que o fragmento florestal
do Parque Municipal das Araucarias (Parque), uma unidade de conservacao,
apresentou maiores indices de diversidade, abundancia e riqueza de espécies,
quando comparado ao fragmento florestal da Fazenda Brandalise (Guairaca), uma
propriedade particular com area superior a quatro vezes o tamanho do Parque. Esta
observacdo pode ser explicada pela maior heterogeneidade e melhor estado de
conservacdo da area do Parque. Entretanto, as proporcoes de espécies
bioindicadoras, endémicas e ndo associadas a ambientes alterados foram maiores no
Guairacd. Em andlises temporais, estas propor¢cées diminuiram significativamente
entre o ano de 2006 e 2008, principalmente na area do Guairaca, podendo indicar
assim, que a qualidade das comunidades de Drosophila das areas estudadas podem
estar diminuindo, possivelmente devido a alteracées dos ambientes naturais causados

pela acao antropica.

Palavras-chave: Comunidade de Drosophila; variagdo espacial e temporal;

fragmentacao florestal; conservagéo bioldgica.
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Abstract

Due to the current increase in habitat destruction, works about diversity are
important to understand aspects of the biological communities for their conservation.
The Drosophila genus consists in a good biological model and it has been used in
environmental quality evaluation and bioindication studies. Thus, the aim of this work
was to assess two Drosophila communities structure throughout time and space. The
results pointed out that the Drosophila community of the forest fragment found in the
Parque Municipal das Araucarias (Parque), which constitute a conservation unit,
showed larger species diversity, abundance and richness indexes when compared
with the community found in the Fazenda Brandalise (Guairaca) fragment, a private
property with more than four times the total Parque area. This observation can be
explained because of the larger heterogeneity and better conservation state of the
Parque area. However, the proportions of bioindicator, endemic and not associate with
disturbed environments species were larger in Guairaca. In temporal analysis, this
proportion decreased significantly between the years 2006 and 2008, specially in the
Guairacéa area, indicating that the Drosophila community quality of the studied areas
are decreasing, possible due to alterations in the natural environment caused by

antropic action.

Key words: Drosophila community; spatial and temporal variations; forest

fragmentation; biological conservation.
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Introducao

A destruicao de habitats naturais € a causa mais significativa da extincdo de
populacdes e espécies (Hanski 1998) e a fragmentacgao florestal é o processo que
mais contribui para a atual perda da biodiversidade. Assim, existe uma urgente
necessidade de identificar os principais efeitos da fragmentacao florestal em sistemas
biéticos e de encontrar solu¢gées de manejo (Didham et al. 1996). Devido ao aumento
atual na destruicdo dos habitats globais, estudos sobre diversidade sdo de vital
importancia para compreender as comunidades biolégicas e sua conservacao (Purvis
e Hector 2000).

O isolamento e a fragmentacdo induzem mudangas na estrutura florestal,
podendo causar o rompimento dos processos biolégicos que mantém a biodiversidade
e o funcionamento do ecossistema. Em um nivel amplo, esses processos sao
mediados por insetos, e a fragmentacdo florestal ndo apenas influencia na sua
abundancia e diversidade, como também modifica as interacdes entre insetos,
incluindo Drosophila, e outros organismos, direta e indiretamente. Enquanto as
fungbes ecoldgicas dos insetos sdo geralmente bem documentadas, os efeitos da
fragmentacao florestal nas suas populagcbées sdo pouco compreendidos (Didham et al.
1996).

O género Drosophila € o mais abundante da familia Drosophilidae (Bachli
1998), algumas espécies sao endémicas de certas regides e outras sdo cosmopolitas
que muitas vezes se dispersam em associacdo as atividades humanas (Tidon-Sklorz
e Sene 1999). A fauna de Drosophila nas regides Neotropicais €& altamente
diversificada (Val et al. 1981), com numerosas espécies ainda por serem descritas.
Varios aspectos fazem da Drosophila um excelente modelo bioldgico: tamanho

pequeno; grande abundancia; ampla distribuicdo; ciclo de vida curto; facil coleta,
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identificacdo e manipulagcéo; extrema sensibilidade para mudancgas nas condi¢des de
seu habitat: entre outros (Tidon 2006). Este género tem sido utilizado como um
possivel grupo foco para estudos de biodiversidade (Van der Linde e Sevenster 2002),
e algumas espécies como bioindicadores para perturbagcdes humanas na qualidade
do ambiente (da Mata et al. 2008).

Embora as populacdes naturais Neotropicais de Drosophila sejam objeto de
estudos ecoldgicos (Dobzhansky e Pavan 1950; Pavan 1959; Val et al. 1981; Tidon-
Sklorz e Sene 1992, 1995; Saavedra et al. 1995; Moraes e Sene 2003; Mateus et al.
2006; Tidon 2006; de Toni et al. 2007; da Mata et al. 2008), o conhecimento sobre a
ecologia das populagcdes da maioria das espécies Neotropicais ainda é limitado
(Brncic et al. 1985; Saavedra et al. 1995) comparado ao das espécies Palearticas
deste grupo.

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a estrutura de duas
comunidades de Drosophila através do tempo e do espaco, quanto a abundancia de
individuos, numero de espécies, e indices ecoldgicos de diversidade, levando em
consideracao as proporcdes de espécies bioindicadoras da qualidade ambiental, e
espécies endémicas nao associadas a ambientes alterados. A partir disso, a
biodiversidade avaliada para cada uma das comunidades de Drosophila foi
relacionada com as caracteristicas e estado de conservacao de cada uma das areas

estudadas.
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Materiais e Métodos

Areas de Estudo

Para a realizacao deste estudo foram escolhidas duas areas representativas de
Floresta Ombroéfila Mista — Mata de Araucaria, com predominancia de Araucaria
angustifolia (Coniferae: Araucariaceae) (Figura 1). Estes fragmentos estao localizados
no terceiro planalto paranaense, na sub-regido denominada por Maack (1981) de
Planalto de Guarapuava. Segundo a classificacdo climatica de Kéeppen, a regido de
Guarapuava tem clima mesotérmico umido e superumido, sem estacdes secas e com
veroes frescos. As médias de temperatura dos meses mais quentes sao inferiores a
22 °C. As geadas sao severas e freqlentes, e a temperatura média do més mais frio €
12,9 °C. As duas éareas de coleta estdo geograficamente separadas a uma distancia
de 6 Km, e entre elas existem outros fragmentos compostos por Floresta de

Araucaria.

Parque Municipal das Araucarias:

O primeiro fragmento € uma unidade de conservagdo denominada Parque
Municipal das Araucérias (25°21’14” S, 51229’50” O, 1064 m de altitude). Com uma
area total de 104 ha composta por Mata de Araucaria (43 ha), Floresta de Galeria
(10,1 ha) (fisionomia distinta da Floresta de Araucéria, onde a dominancia do pinheiro
€ substituida pela do branquilho), Campo (6,8 ha), Varzea (11,1 ha), e areas alteradas
(33 ha) (fonte: SEMAFLOR — Guarapuava-PR). Esta area sera citada aqui como

“Parque”.
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Figura 1. Imagem de satélite da regido a nordeste da cidade de Guarapuava — Parana

— Brasil. a) Parque Municipal das Araucarias. b) Fazenda Brandalise.
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Fazenda Brandalise:

O segundo fragmento é uma area situada em uma propriedade particular
denominada Fazenda Brandalise (25°18'58” S, 51°24'54” O, 1160 m de altitude), que
se encontra no caminho de acesso ao distrito do Guairacd. Com uma area de floresta
de aproximadamente 400 ha compreendendo Floresta de Araucaria e areas alteradas.
Neste fragmento existe uma grande atividade antropica extrativista (erva-mate e
pinhdo), além da substituicdo de habitats naturais por areas cultivadas. Esta area sera

citada aqui como “Guairaca”.

Amostragem de Drosophila

Nas duas areas foram realizadas coletas representativas das quatro estacdes
do ano, durante os anos de 2006 e 2008: Verdo — 26/Fevereiro/2006 e
19/Fevereiro/2008; Outono — 21/Maio/2006 e 19/Maio/2008; Inverno — 13/Agosto/2006
e 09/Agosto/2008; e Primavera — 05/Dezembro/2006 e 30/Outubro/2008.

Nestas coletas foram utilizadas armadilhas fechadas, modificadas daquelas
descritas por Medeiros e Klaczko (1999), com iscas compostas de banana, laranja e
fermento biolégico (Sene et al. 1981). Em cada fragmento foram tragadas duas
transec¢des horizontais paralelas, a uma distancia de 15 m uma da outra, e com 200
m de comprimento cada. Foram instaladas seis armadilhas ao longo de cada
transeccao, distantes 40 m umas das outras e a 1,5 m acima do solo. Em cada coleta,
as armadilhas permaneciam armadas por trés dias. Os individuos adultos do género
Drosophila capturados em cada coleta realizada foram transferidos diretamente das
armadilhas para dentro de tubos de ensaio contendo meio de cultura, e transportados

vivos até o laboratério.
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Taxonomia

Os individuos coletados foram identificados com o auxilio de microscépios
estereoscdpicos, utilizando chaves de identificacdo taxondmica existentes na literatura
(Freire-Maia e Pavan 1949; Frota-Pessoa 1954).

Devido a existéncia de espécies cripticas e/ou de dificil identificagdo, alguns
espécimes foram identificados somente até o nivel de grupo ou subgrupo. O subgrupo
willistoni inclui seis espécies cripticas de dificil identificacdo (Tidon-Sklorz e Sene
1999), duas destas espécies (D. paulistorum e D. willistoni) ocorrem nos estados de
Sao Paulo e Santa Catarina (Tidon-Sklorz e Sene 1999; Schmitz et al. 2007;
respectivamente). O subgrupo repleta inclui sete espécies, destas, trés (D. eleonorae,
D. repleta e D. zottii) sao descritas para o estado de Sao Paulo e duas (D. repleta e D.
zotti) para Santa Catarina (Tidon-Sklorz e Sene 1999; Schmitz et al. 2007;
respectivamente). O grupo saltans é formado por aproximadamente 20 espécies de

ocorréncia neotropical (Val et al. 1981), e algumas delas sado de dificil identificacao.

Dados Abioticos

Os dados de temperatura, umidade relativa, precipitacdo e luminosidade
(Anexo 1), relativos ao periodo das coletas foram fornecidos pela Estacao
Meteorolégica do Campus do CEDETEG — UNICENTRO. Esta estacao € localizada a
menos de 10 km das duas areas estudadas. Estes fatores ambientais foram
escolhidos porque interagem fortemente com Drosophila e sao limitantes para a

abundancia e a presenca das espécies deste género (Tidon 2006).
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Analises dos Dados

Para estimar a diversidade da comunidade de Drosophila em cada fragmento e
em cada estacao, trés indices ecoldgicos foram utilizados segundo Magurran (1988):
(1) indice de riqueza de Margalef, Duyg = (S—=1)/(In N), onde S representa o niumero de
espécies e N o nimero de individuos. (2) indice de heterogeneidade de Shannon, H =
— (3piIn p), onde p; representa a freqiiéncia da espécie i. (3) indice de equitabilidade
de Pielou, J = H/(In §), onde H é o indice de Shannon e S’ 0 numero de espécies na
amostra. Através do niumero de espécies (S) e da abundancia de individuos (N).

Foram realizadas regressdes entre as médias dos fatores ambientais avaliados
(Anexo 1) e a abundancia das espécies representativas (N > 30), através das
estacdes ao longo dos anos estudados. Os resultados significativos de p indicarao
possiveis influéncias destes fatores ambientais na presenca e na abundancia destas
espécies de Drosophila. O programa PAST (Paleontological Statistics — software para
computador e manual esta disponivel em: http://folk.uio.no/ohammer/past/) foi
utilizado para calcular os indices ecoldgicos (Dug; H; J) e as regressoes.

Para avaliar a qualidade da assembléia de Drosophila de cada fragmento em
cada um dos anos estudados, duas abordagens foram utilizadas: (1) Comparacgao das
frequéncias de espécies exdticas (introduzidas na regido neotropical) e/ou
relacionadas com habitats antropicos (ambientes alterados), com espécies
Neotropicais € ndo associadas a habitats humanos (classificagdo de acordo com
Tidon-Sklorz e Sene 1999; Tidon 2006; Schmitz et al. 2007; da Mata et al. 2008). (2)
Comparacéo das frequiéncias de espécies consideradas indicadoras confidveis para a
avaliagdo da qualidade de ambientes florestais, com espécies nado bioindicadoras
(segundo da Mata et al. 2008 — D. ornatifrons, D. paraguayensis e D. willistoni,

apresentam preferéncia por Florestas de Galeria nao alteradas).
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Resultados

Para as coletas realizadas nos anos de 2006 e 2008, um total de 3481
espécimes do género Drosophila foram coletados e identificados (Tabela 1, Anexos 2
e 3). Estes individuos foram identificados como pertencentes a quatro diferentes
subgéneros, 17 grupos e 57 espécies. Deste total, 1943 foram capturados na area do
Parque, com representantes de todos os subgéneros e grupos amostrados, e de 50
das 57 espécies. Para o fragmento do Guairaca, foram coletados 1538 individuos
pertencentes a 45 diferentes espécies, 15 grupos e aos quatro subgéneros.

A Tabela 1 mostra que além do maior numero de espécies e individuos
coletados, a area do Parque também apresentou os maiores valores para os trés
indices de diversidade avaliados, quando comparado ao Guairaca: riqueza (Parque,
Dwg = 6,47; Guairaca, Dyg = 6,00); heterogeneidade (Parque, H = 2,21; Guairaca, H =

1,57); e equitabilidade (Parque, J = 0,57; Guairaca, J = 0,41).
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Tabela 1. Abundéancia absoluta das espécies de Drosophila coletadas sazonalmente

em dois fragmentos de Floresta de Araucarias durante os anos de 2006 e 2008 e

resultados dos indices de diversidade: riqueza (Margalef - Dyy); heterogeneidade

(Shannon - H); e equitabilidade (Pielou - J).

Espacial Temporal
Grupo Espécie PA GC Ver Out Inv Pri Total
Género Drosophila
Subgénero Dorsilopha
busckii D. busckii 1 4 1 2 2 0 5
Subgénero Drosophila
annulimana D. annulimana 5 8 8 0 0 5 13
D. arassari 12 7 0 7 11 1 19
bromeliae D. bromelioides 7 1 6 0 2 0 8
calloptera D. calloptera 1 0 0 0 1 0 1
cardini D. cardini 46 21 24 26 0 17 67
D. neocardini 4 23 26 1 0 0 27
D. polymorpha 253 120 217 22 11 123 373
coffeata D. coffeata 1 0 0 0 1 0 1
D. fuscolineata 2 1 0 2 1 0 3
dreyfusi D. camargoi 4 0 2 1 0 1 4
D. dreyfusi 7 2 0 8 1 0 9
guarani D. griseolineata 1 2 0 0 2 1 3
D. guaraja 21 9 5 21 3 1 30
D. guaru 12 22 2 4 283 5 34
D. maculifrons 24 5 11 15 0 3 29
D. ornatifrons 26 12 5 4 28 1 38
immigrans D. immigrans 13 6 3 6 2 8 19
mesophragmatica  D. mesophragmatica 8 2 10 0 0 0 10
pallidipennis D. pallidipennis 11 7 1 7 2 8 18
Continua
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Continuagao

peruviana D. peruviana 9 0 0O 0O o0 9 9
repleta D. fascioloides 1 0 0 1 0 0 1
D. hydei 1 1 1 o o0 1 2
D. moju 3 4 2 4 A1 0 7
D. onca 2 0 o o0 2 o0 2
D. repleta* 0 5 5 0 0 O 5
tripunctata D .addisoni 9 5 0 7 7 0 14
D. angustibucca 2 0 0 2 0 O 2
D. bandeirantorum 18 8 4 9 5 8 26
D. bifilum 4 1 0 5 0 0 5
D. bipunctata 4 0 0 4 0 O 4
D. divisa 0 1 0o 1 0 o 1
D. mediocris 1 0 0 1 0 O 1
D. medioimpressa 6 3 o 7 2 0 9
D. mediopicta 30 7 12 18 0 7 37
D. mediopunctata 72 61 0 60 52 21 133
D. mediostriata 12 7 14 3 1 1 19
D. morena 5 1 0o 4 2 0 6
D. nigricinta 2 0 0 2 0 O 2
D. paraguayensis 19 9 0 28 0 O 28
D. platitarsus 1 0 0 1 0 0 1
D. prosimilis 10 3 0 12 0 1 13
D. pruinifacies 4 1 0 5 0 0 5
D. trifilum 0 1 0o 1 0 o 1
N&o agrupada D. caponei 1 1 0 o0 1 1 2
N&o agrupada D. impudica 0 1 1 0O 0 O 1
Nao agrupada D. tuchaua 2 3 0 4 1 0 5
Subgénero Scaptodrosophila
N&o agrupada D. latifasciaeformis 5 1 4 1 1 0 6
Subgénero Sophophora
melanogaster D. ananassae 3 0 0o o0 2 1 3
D. montium 744 121 807 7 11 40 865
D. simulans 82 10 5 29 0 4 92

Continua
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Continuagao

saltans D. prosaltans 0 1 0 0 0 1 1

D. saltans** 0 2 2 0 0 0 2

D. sturtevanti 16 6 16 0 4 2 22

willistoni D. bocainensis 0 1 0 0 1 0 1

D. capricorni 17 12 5 13 1 10 29

D. willistoni* 399 1009 1082 266 22 38 1408

Abundancia Total (N) 1943 1538 2335 621 206 319 3481
Numero de Espécies (S) 50 45 28 40 31 27 57
Riqueza (Dy,g) 6,47 6,00 3,48 6,06 5,63 4,51 6,87
Heterogeneidade (H) 2,21 1,57 1,43 246 2,61 225 2,08
Equitabilidade (J) 0,57 0,41 0,43 0,67 0,76 0,68 0,51

PA, Parque; GC, Guairacd; Ver, Verao; Out, Outono; Inv, Inverno; Pri, Primavera.

*

e ™, espécies cripticas ou ndo que foram identificadas somente até o nivel de subgrupo* ou grupo**.
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Os resultados das andlises sazonais através das estacbes do ano também
estdo apresentados na Tabela 1, e mostraram que o Verdo, com 28 espécies
coletadas e sendo a estacdo com maior abundéancia de individuos (2335), apresentou
0s menores valores para todos os indices de diversidade avaliados (Dyg = 3,48; H =
1,43; J = 0,43). No Outono, onde foram coletados 621 individuos e 0 maior nimero de
espécies (40), a riqueza (Dyy = 6,06) também foi a maior, mas os indices de
heterogeneidade (H = 2,46) e equitabilidade (S = 0,67) apresentaram valores
intermediarios. Os maiores valores de heterogeneidade (H = 2,61) e equitabilidade (/S
= 0,76) foram registrados no Inverno, onde foram coletadas 31 espécies e apresentou
a menor abundancia de individuos (206), e apresentou valores intermediarios para o
indice de riqueza (Dug = 5,63). Na Primavera, foram coletados 319 individuos e o
menor numero de espécies (27), onde todos os indices de diversidade analisados
apresentaram valores intermediarios entre as estacées (Dyg = 4,51; H = 2,25; J =
0,68).

As regressdes realizadas entre as variaveis ambientais e a abundancia das
espécies representativas (N > 30), revelaram que quatro espécies apresentaram uma
significativa influéncia de pelo menos um dos fatores ambientais avaliados (Tabela 2):
D. polymorpha com luminosidade (p = 0,028); D. mediopunctata com temperatura (p =
0,068) e luminosidade (p = 0,100); D. ornatifrons com luminosidade (p = 0,071); e D.

guaraja com temperatura (p = 0,091).
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Tabela 2. Valores das regressées entre o numero de individuos das espécies

representativas (N > 30) e as variaveis climaticas avaliadas.

Espécie Temperatura Umidade Precipitacao Luminosidade
D. willistoni 0,233 0,610 0,417 0,867
D. montium 0,317 0,955 0,536 0,136
D. polymorpha 0,120 0,456 0,435 0,028**
D. mediopunctata 0,068* 0,608 0,940 0,100*
D. simulans 0,765 0,905 0,584 0,302
D. cardini 0,441 0,931 0,793 0,167
D. ornatifrons 0,111 0,310 0,113 0,071*
D. mediopicta 0,904 0,976 0,636 0,810
D. guaru 0,584 0,385 0,809 0,367
D. guaraja 0,091~ 0,560 0,977 0,863

Significancia *p < 0,1; **p < 0,05.
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A Figura 2 apresenta a comparacao entre a freqiéncia das espécies exdticas
e/ou relacionadas com habitats antrépicos (D. ananassae, D. busckii, D. fuscolineata,
D. hydei, D. immigrans, D. latifasciaeformis, D. montium, D. polymorpha, D.
prosaltans, D. repleta, e D. simulans), com espécies Neotropicais e ndo associadas a
ambientes alterados. A média para os anos de 2006 e 2008 da propor¢cao de espécies
endémicas ndo associadas com ambientes alterados foi maior no Guairaca do que no
Parque (82,4% e 43,2%, respectivamente; dados ndo mostrados), e para as duas
areas esta proporcao foi maior no ano de 2006 e menor em 2008 (Parque 20086,
60,5%; Parque 2008, 36,8%; Guairaca 2006, 91,6%; Guairaca 2008, 54,8%).

A comparagcdo das frequéncias de espécies consideradas indicadoras
confidveis para a avaliacdo da qualidade de ambientes florestais (D. ornatifrons, D
paraguayensis e D. williston)), com espécies ndo consideradas bioindicadoras
confidveis, sao apresentadas na Figura 3. A média para os anos de 2006 e 2008 da
proporcao de espécies bioindicadoras foi maior no Guairacé do que no Parque (67,0%
e 22,9%, respectivamente; dados ndo mostrados), e para as duas areas esta
proporcao foi maior no ano de 2006 e menor em 2008 (Parque 2006, 32,8%; Parque
2008, 19,2%; Guairacé 2006, 83,0%; Guairaca 2008, 18,5%). Entretanto, para o ano

de 2008, o Parque apresentou maior freqiéncia do que o Guairaca.
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Figura 2. Frequiéncias de espécies exdticas e/ou associadas com habitats antropicos
comparadas com as freqliéncias de espécies Neotropicais (endémicas) e nao
associadas com ambientes alterados, considerando as duas areas de Floresta de

Araucatria, Parque e Guairaca, em dois anos de coleta (2006 e 2008).
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Figura 3. Frequiéncias de espécies bioindicadoras confidveis para a avaliacdo da
qualidade de ambientes florestais comparadas com as freqliéncias de espécies nao
bioindicadoras, considerando as duas areas de Floresta de Araucaria, Parque e

Guairaca, em dois anos de coleta (2006 e 2008).
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Discussao

Abordagens sobre variacbes temporais e espaciais na composicao de
comunidades biolégicas sdo importantes para estudos sobre a estrutura e a
diversidade destas comunidades, bem como para estudos sobre a conservacado da
biodiversidade por meio da conservagdo e preservacao dos habitats naturais e de
suas comunidades.

A comparacao realizada por Tidon (2006) entre populacées de Drosophilidae
do Cerrado e de Florestas de Galeria, indicou uma maior diversidade na estacédo seca
(Inverno) em ambos os ecossistemas, apesar de que as maiores riquezas especificas
foram encontradas nos periodos umidos. A autora atribui este fato a reducdo do
tamanho populacional de quase todas as espécies, devido ao estresse ambiental em
estacdes secas e a migracao destas espécies para ecossistemas adjacentes. Assim,
a diversidade é elevada pela uniformidade na contribuicdo de individuos de cada
espécie.

Nossos resultados indicaram que no Outono ocorreu um aumento na riqueza
de espécies (maiores valores de S e Dyg). Mas no Inverno, com uma situagdo de
elevado estresse ambiental, o tamanho da maioria das popula¢des foi reduzido,
causando um aumento na diversidade da comunidade de Drosophila (maiores valores
de J e H). Estas observacées foram devido ao aumento da equitabilidade e
heterogeneidade, e a consequente diminuicdo da dominancia das espécies no
Inverno. Estas observacdes também foram relatadas por Tidon (2006) e de Toni et al.
(2007).

A abundéancia em populacdes de insetos pode variar constantemente no tempo
por alguns motivos, como mudangas macro e microclimaticas, e variacbes na

disponibilidade de recursos alimentares (Wolda 1988). As diferentes condi¢des
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climaticas durante o ano s&o fundamentais para a flutuagado no tamanho populacional.
A temperatura e a umidade afetam a maioria dos pardmetros vitais para a
sobrevivéncia de Drosophila, assim como a viabilidade, comportamento de
acasalamento, fertilidade, tempo de desenvolvimento, descendéncia, e outros fatores
gue sao relacionados diretamente com o tamanho de uma populacao. Além disso, a
temperatura afeta a agilidade e conseqlientemente o nimero de moscas que se
movem em direcao as iscas (de Toni et al. 2007).

Os estudos de Drosophila em regides Temperadas revelam que a abundancia
de diferentes espécies muda significativamente com o tempo e freqientemente séo
dependes das condi¢cdes climaticas (Patterson 1943; Pipkin 1952; Basden 1953;
Cooper e Dobzhansky 1956; Mather 1956; Paik 1957; Shorrocks 1975; Kimura 1976;
Jaenike 1978a, 1978b; Franck e Valente 1985; Valente et al. 1989; Valente e Araujo
1991; Benado e Brncic 1994; Saavedra et al. 1995; Kim 1996; Rohde e Valente 1996;
Goni et al. 1997). Entretanto, estudos sazonais em regides Tropicais ndo apresentam
padrées consistentes relativos ao relacionamento entre a abundancia de espécies e
fatores climaticos (Dobzhansky e Pavan 1950; Pipkin 1953; Heed 1957; Pavan 1959;
Hunter 1966; Hunter e Navarro 1969; Gupta 1974; Dasmohapatra et al. 1982; Martins
1987; Tidon-Sklorz e Sene 1992). Isto indica que, nestas areas, a disponibilidade de
locais de reproducéo e alimentagdo desempenha um papel decisivo na flutuagdo do
tamanho populacional das espécies de Drosophila (Tidon 2006), e as Florestas
Tropicais podem ser consideradas sistemas de grande complexidade que devem ter
propriedades nao presentes em sistemas simples, tais como os encontrados em
climas Temperados (Dobzhansky e Pavan 1950).

Nossos resultados sobre a influéncia dos fatores ambientais na abundéancia das
espécies de Drosophila revelaram que quatro espécies apresentaram relagdes com a

temperatura e/ou luminosidade. Nenhuma espécie analisada mostrou relacoes
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significativas com umidade ou precipitacdo (Tabela 2). Assim, nossas observacdes
estdo de acordo com as relatadas para as Florestas Neotropicais (Tidon 2006).

Entretanto, a temperatura, a umidade (relativa e precipitacdo) e a intensidade
luminosa sao consideradas fatores que, mesmo independente da densidade, regulam
o tamanho das populacdes de Drosophila. Além disso, estes elementos também
exercem influéncias sobre os recursos alimentares e acbes de parasitas e predadores
(fatores dependentes da densidade). A fenologia das plantas exploradas por espécies
de Drosophila depende diretamente dos fatores climaticos, reforcando a importancia
da sazonalidade para a composicao das comunidades (de Toni et al. 2007).

Nossos dados sobre a distribuicdo temporal de Drosophila mostraram grandes
flutuacdes no tamanho das populagdes da maioria das espécies coletadas. Embora a
maioria destas espécies tenha apresentado o pico do tamanho populacional nas
estacdes Umidas, algumas delas foram mais abundantes nas estacées secas e frias.
Este fenbmeno apresenta novas oportunidades de nichos nas estagcdes secas devido
a diminuicdo do tamanho populacional da maioria das espécies de Drosophila. A
diversidade de espécies nas estacdes secas € geralmente alta, e esta flutuacéo
temporal da comunidade de Drosophila provavelmente contribui para a manutencao
da biodiversidade nas regides Tropicais (Tidon 2006).

Nas analises espaciais, o fragmento florestal do Parque apresentou maior
abundancia, riqueza e diversidade de espécies de Drosophila quando comparado a
area do Guairaca. Embora o Guairaca possua uma area florestal maior,
aproximadamente quatro vezes o tamanho do Parque, os resultados observados
podem ser explicados de duas formas: (1) o Parque possui varios tipos diferentes de
habitats na sua composi¢do, sendo mais heterogéneo que o Guairaca, podendo assim
apresentar mais microhabitats, ampliando as oportunidades de nichos, e assim, uma

maior biodiversidade poderia ser mantida; e/ou (2) o Parque é uma Reserva Ecolbgica
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desde 1991, portanto € uma area que € efetivamente preservada e conservada,
enquanto que no Guairaca existe uma grande atividade antrépica extrativista (erva-
mate e pinh&o), o que poderia afetar a estrutura da comunidade de Drosophila nesta
area, explicando assim a baixa diversidade encontrada em comparagdo a area do
Parque.

Entretanto, quando a composicdo da comunidade de Drosophila foi avaliada
qualitativamente para as duas areas, o Guairaca apresentou maiores propor¢cdes de
espécies bioindicadoras, endémicas e ndao associadas a ambientes alterados. Estes
resultados estdo diretamente relacionados com a grande dominancia do subgénero
willistoni nas amostras coletadas no Guairaca, principalmente no Verdo de 2006
(Anexo 3). Esta elevada dominancia também implicou em uma diminuicao nos indices
de diversidade (H e J) deste fragmento. Embora, estes dados também indiqguem que
para a média dos dois anos de coletas, a qualidade ambiental no fragmento do
Guairaca foi maior do que no Parque.

As espécies bioindicadoras (D. ornatifrons, D paraguayensis e D. willistoni)
apresentam niveis significativos de freqiiéncia de ocorréncia (fidelidade) e preferéncia
(especificidade) por areas nao alteradas de Floresta de Galeria, quando comparadas
a areas alteradas de Floresta de Galeria, areas abertas (Cerrado) ou urbanas (da
Mata et al. 2008). Por outro lado, as espécies exdticas e/ou associadas com habitats
antropicos (D. ananassae, D. busckii, D. fuscolineata, D. hydei, D. immigrans, D.
latifasciaeformis, D. montium, D. polymorpha, D. prosaltans, D. repleta, D. simulans)
aumentam suas preferéncias por ambientes alterados, quando comparado com
estagios ndo alterados. Estas espécies sdo chamadas de espécies detectoras, e
também sdo utilizadas como bioindicadores ecologicos. Assim, avaliar as mudancas
nas abundancias relativas das diferentes categorias de espécies fornece um bom

panorama das alteragcdes nas comunidades de Drosophila em diferentes habitats.
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Estas informacdes podem ser Uteis ndo apenas em pesquisas diagndésticas, mas
também em estudos periédicos de monitoramento e ocorréncia de disturbios
ambientais. Deste modo, abordagens qualitativas sdo extremamente apropriadas para
estudos relacionados com a conservacao da biodiversidade (da Mata et al. 2008).

Nas comparacgdes entre estas classes de espécies bioindicadoras através dos
anos estudados (Figuras 2 e 3) foi observado que as propor¢cdes nas abundancias das
espécies endémicas e ndo associadas a ambientes alterados foram maiores nas
coletas de 2006 e menores em 2008, nas duas &reas. Isto revela uma diminui¢cdo nas
frequéncias destas espécies bioindicadoras ao decorrer do periodo de estudo,
podendo assim indicar uma reducdo na qualidade destes ambientes. Entretanto, o
fragmento do Guairaca apresentou reducdes mais intensas nas freqiéncias destas
espécies, quando comparado com o Parque. Alguns fatores podem explicar os
resultados observados: (1) a intensa acao antrdpica sobre a area do Guairaca pode
estar diminuindo a qualidade ambiental do fragmento, reduzindo assim a frequiéncia
de espécies endémicas e ndao associadas a ambientes alterados; e (2) embora o
fragmento do Parque seja uma Reserva Ecoldgica efetivamente preservada e
conservada, a destruicdo de areas naturais proximas pode estar interferindo na sua
qualidade ambiental, e consequentemente na estrutura da comunidade de Drosophila
local. Além disso, a area do Parque localiza-se margeada por areas urbanas
(residenciais), o que poderia contribuir para os resultados observados.

Sobre a estrutura das comunidades de Drosophila avaliadas neste estudo, e a
qualidade dos fragmentos, algumas questdes e considerac¢des ainda permanecem: (1)
Qual é o real estado de conservacao das areas estudadas? E dos fragmentos
florestais nesta regiao? (2) A abundancia, riqgueza e diversidade de espécies de
Drosophila observadas para estas areas sao realmente representativas para o bioma

de Floresta de Araucéaria? (3) As diferencas entre as composi¢cdes, diversidades e
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estruturas das comunidades de Drosophila nas duas areas avaliadas, sao mais
intensificadas pelas diferencas nas composicoes dos habitats, ou pelas diferencas nos
niveis de alteracdes antropicas dos ambientes? (4) Sobre a acado antrdpica na area do
Guairaca, o quanto este disturbio ambiental esta influenciando na comunidade de
Drosophila local? E regional? (5) Se as comunidades biolégicas do Parque realmente
estiverem sendo afetadas pelas alteragdes ambientais nas regides préximas, o quao
efetivo para a conservagao da biodiversidade pode ser a preservacao de apenas uma
pequena area isolada? A complementacdo deste estudo e acompanhamento da
estrutura da comunidade de Drosophila por um tempo mais longo podem contribuir
para a obtencao dos dados que venham a resolver tais questdes.

Este estudo avaliou a estrutura da comunidade de Drosophila em dois
fragmentos de Floresta de Araucéria, sazonalmente ao longo dos anos de 2006 e
2008. A composicdo e a diversidade destas comunidades foram discutidas
temporalmente e espacialmente, bem como a freqiéncia de classes de espécies
bioindicadoras da qualidade ambiental. A composicdo, qualidade e estado de
conservacao das areas também foram relacionados com os dados analisados. Além
disso, nossos resultados corroboram a necessidade de novas politicas de
conservacao dos remanescentes florestais, tendo como objetivo a efetiva manutencao

das comunidades bioldgicas e a preservagéao da biodiversidade.
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CAPITULO 2

DIFFERENTIAL BOBY EXPRESSION OF ISOENZYMATIC LOCI IN ADULTS OF THE

DROSOPHILA MEDIOPUNCTATA (DIPTERA: DROSOPHILIDAE)
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Resumo

Varios estudos tém sido realizados sobre polimorfismo de proteinas e
isoenzimas usando diferentes organismos, incluindo Drosophila. Recentemente,
andlises de dados combinados de locos isoenzimaticos, seqUéncias de DNA e
morfologia, tem sido proposto para produzir melhores resultados sobre a histéria e a
estrutura genética das populagdes. Drosophila mediopunctata possui muitas
caracteristicas que fazem dela um interesante modelo para estudos de genética de
populacdes e evolutivos. Assim, o objetivo deste estudo foi 0 de detectar a expressao
isoenzimatica diferencial do corpo em D. mediopunctata, com o propésito de fornecer
0 padrao de expressao como um recurso para futuros estudos usando a combinacéo
de dados isoenzimaticos, DNA e morfologia. Nossos resultados demonstraram que
isso é possivel e sugere que a extracdo do DNA seja realizada utilizando a cabeca,

deixando as partes remanescentes para analises isoenzimaticas.

Palavras-chave: Variacdo isoenzimatica; expressdao diferencial; Drosophila

mediopunctata.
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Abstract

Several works have been done on protein and isoenzyme polymorphisms using
different organisms, including Drosophila. More recently, a combined data analysis of
isoenzyme loci, DNA sequencing and morphology has been proposed producing better
results about the history and genetic structure of populations. Drosophila
mediopunctata has many characteristics that make it an interestig model for studies of
evolution and population genetics. Thus, the aim of this work was to detect
isoenzymatic differential body expression in D. mediopunctata, with the purpose of
provide the pattern of expression as a tool for future combined works using isoenzyme,
DNA and morphology data. Our results demonstrated that it is possible and suggest
that the DNA extraction should carried out using the head, leaving the remaining parts

for isoenzymatic assays.

Key words: Isoenzimatic variation; differential expression; Drosophila mediopunctata.
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Introduction

Drosophila mediopunctata belongs to the D. tripunctata group, which is endemic
of the Neotropical region and incloses 64 nominal species (Vilela and Bachli 2000;
Klaczko 2006). It is the second larger Drosophilidae group in this region and the
largest group of the genus that occur in the Neotropical forests. In high altitudes and
the cool season, D. mediopunctata is the more currently found species of the group.
According to Klaczko (2006), this species has many characteristics that make it an
interestig model for studies of evolution and population genetics.

The electrophoresis technique has been used by evolutionary and population
geneticists since 1966 because it offers a way to evaluate the population genetic
variation through the direct product of gene expression (Mateus et al. 2005). Several
works have been done on protein and isoenzyme polymorphisms using different
organisms, including Drosophila. In many of this works there is a preoccupation to
relate the variation found in natural populations with several environmental aspects,
and also with enzyme structure and functions, since the isoenzymatic approach is very
important for population genetic variability studies. More recently, it has been proposed
the combined data analysis of isoenzyme loci, DNA sequencing and morphology to
produce better results about history and genetic structure of populations (Estoup et al.
1998; Dufresne et al. 2002; Mateus et al. 2005).

Thus, the aim of this work was to detect isoenzymatic differential tissue
expression in Drosophila mediopunctata, with the purpose to provide the pattern of
expression as a tool for future works of combined isoenzyme, DNA and morphology

data.
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Material and Methods

Eighteen adult specimens of Drosophila mediopunctata were collected in the
“Parque Municipal das Araucarias” (25°21°14” S, 51%29’50” W), located in the
municipality of Guarapuava, Parana state, Brazil. The three main body segments of
these insects (head, thorax and abdomen) were separated. Seventeen samples were
prepared for electrophoresis, six containing three heads each, six with three thoraxes
each, and five with two abdomens each. These samples were submitted to gel
eletrophoresis and isoenzymatic loci analysis according to Mateus and Sene (2003),

and the isoenzymatic body expression pattern was researched.
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Results and Discussion

The results were qualitatively analyzed accordingly to the isoenzymatic
expression levels used by Mateus et al. (2005), with modifications: very low, low, high
and very high expression (Table 1). Eight isoenzymatic systems were analyzed,
resulting in 11 different loci. The head showed qualitatively significant expression (high
or very high) of only three loci (Est-1, Hk and Pgm). On the other hand, the abdomen
showed non significant expression (low or very low) of only two loci (Est-1 and Est-2).
Although thorax has showed the larger number of loci with very high expression level
(Est-1, Est-2, Mdh-2 and Me), it also had five loci with non significant expression (Est-
3, Gpdh, Hk, Lap and Pgm).

Our results revealed that it is possible to perform a combined analysis using
isoenzymes, DNA and morphology for the Drosophila mediopunctata natural
populations as the DNA extraction can be carried out with the head, leaving the

remaining parts for isoenzymatic and morphological approaches.
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Table 1. Qualitative analysis of isoenzymatic body expression pattern of Drosophila
mediopunctata. + = very low expression; ++ = low expression; +++ = high expression;

++++ = very high expression.

Loci Head Thorax Abdomen
Est-1 ++++ ++++ +
Est-2 ++ ++++ ++
Est-3 + ++ +++
Gpdh + ++ +4+++
Hk +++ + +++
Idh + +++ +++
Lap + ++ +++
Mdh-1 ++ +++ +++
Madh-2 ++ ++++ +++
Me ++ ++++ +++
Pgm +++ + +++
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CAPITULO 3

VARIACAO ISOENZIMATICA DE POPULAGOES NATURAIS DE DROSOPHILA
MEDIOPUNCTATA (DIPTERA: DROSOPHILIDAE) EM DOIS FRAGMENTOS COM

FLORESTA DE ARAUCARIA
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Resumo

A destruicao de habitats naturais € a causa mais significativa da extincdo de
populacdes e espécies. Assim, estudos sobre a variabilidade genética de populagdes
naturais sdo de extrema importadncia para a compreensdo de processos evolutivos
que atuam na manutencdo da biodiversidade. Drosophila mediopunctata € um
interesante modelo bioldgico para estudos em genética de populagcées naturais e
evolucao, bem como para avaliacbes da qualidade ambiental. Assim, os objetivos
deste estudo foram os de avaliar a estrutura isoenzimatica de duas populacdes
naturais de D. mediopunctata através do tempo e do espaco visando contribuir para
futuros programas de conservacao biolégica. Os resultados indicaram uma alta
deficiéncia de heterozigotos, possivelmente devido a fatores como alelos nulos,
efeitos temporais de Wahlund, selegdo contra heterozigotos e endogamia. Observou-
se também uma moderada diferenciacao genética entre as populagdes no tempo e no
espaco, possivelmente influenciadas pela selecdo natural em processos de
adaptacées a heterogeneidade ambiental, pela acdo da deriva genética e
secundariamente da endogamia, influenciadas diretamente pela flutuacdo no tamanho
populacional. Com a analise dos resultados, pode-se inferir que para as populacdes
naturais de D. mediopunctata estudadas, no final do inverno um evento de gargalo de
garrafa ocorreu em resultado a diminuicdo do tamanho populacional, causando a
formacao de estrutura subpopulacionais devido principalmente a acdo da deriva
genética. No inicio do outono, com o aumento substancial do tamanho das
populacdes e altos niveis de migracao e fluxo génico, o evento de gargalo de garrafa
termina e a estrutura microgeografica anteriormente adquirida desaparece como
resultado da homogeneizacao genética entre as populagdes. Nossos resultados

também indicaram que a variabilidade genética avaliada foi maior na unidade de
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conservacao Parque Municipal das Araucarias, quando comparada com a Fazenda
Brandalise, uma propriedade particular com area superior a quatro vezes o tamanho
do Parque. Esta observacao pode ser explicada pela maior heterogeneidade e melhor
estado de conservacdao do Parque. Assim, nossos resultados corroboram a
necessidade de novas politicas de conservagdo dos remanescentes florestais, tendo
como objetivo a preservacdo da biodiversidade e a manutencdo da variabilidade

genética de populagdes naturais.

Palavras-chave: Drosophila mediopunctata; variagao isoenzimatica; variacao espacial

e temporal; fragmentacao florestal; conservacéao bioldgica.
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Abstract

Habitat destruction is the most significant cause of population and species
extinction. Studies about genetic variability in natural populations are very important to
understand the evolutionary processes that can be acting in the biodiversity
maintenance. Drosophila mediopunctata is an interesting biological model for studies
about the genetics and evolution of natural populations, as well as for environment
quality avaliations. Thus, the aim of this work was to assess the isoenzimatic variability
of two D. mediopunctata natural populations throughout time and space in order to
contribute to future biodiversity conservation programs. The results indicated a very
high deficiency of heterozygotes, probably due to null alleles, temporal Wahlund effect,
selection against heterozygotes and/or inbreeding. A moderate genetic differentiation
between populations in time and space was observed. This could be due to natural
selection in the process of adaptation to the environmental heterogeneity, the action of
genetic drift, and/or inbreeding. These two last ones could be directly affected by the
variation in population size. At the end of winter a bottleneck event occurred after a
decrease in population size, causing the formation of subpopulation structure favoring
the action of genetic drift. In beginning of autumn, with the substantial increase of
population size and the high levels of migration and gene flow, the bottleneck finishes
and the microgeographic structure previously observed disappear with the genetic
homogenization among populations. Our results also indicated that the genetic
diversity detected was larger in the conservation unit Parque Municipal das Araucarias
when compared with Fazenda Brandalise, a private property four times larger than
Parque. This observation can be explained considering the larger heterogeneity and

better conservation state of the Parque area. Thus, ours results corroborate the
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necessity of new politics regarding forest conservation, aiming the biodiversity

preservation and the genetic variability maintenance in natural populations.

Key words: Drosophila mediopunctata; isoenzymatic variation; spatial and temporal

variations; forest fragmentation; biological conservation.
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Introducao

A destruicao de habitats naturais € a causa mais significativa da extincdo de
populacdes e espécies (Hanski 1998). A perda de habitats tem por conseqiéncia a
diminui¢cdo na abundancia de individuos e o aumento nos niveis de isolamento entre
as populacdes (restritas nos fragmentos remanescentes). As diferencas genéticas
entre as populagdes aumentam e a variabilidade dentro das popula¢des diminui,
assim, seus valores adaptativos podem diminuir deixando-as mais suscetiveis a
extincao (Templeton et al. 1990, 2001).

Outra observacao biolégica sobre as populacdes naturais € a flutuacao no
tamanho populacional, a qual implica em altera¢cdes na variabilidade genética dentro
das populacdes e em diferenciacdes entre as populagdes (Futuyma 1998). A flutuacao
no tamanho populacional é a variavel mais importante que afeta a razdo do tamanho
populacional efetivo com relacdo ao tamanho total (Ng/N). Esta razdo representa a
taxa de endogamia e de perda da variabilidade genética em popula¢des naturais,
sendo um parametro critico para a genética evolutiva e para a manutencado da
biodiversidade (Frankham 1995).

Flutuagdes acentuadas no tamanho das populacées ocorrem em muitas
espécies de Drosophila em ciclos anuais, geralmente por causa de especificidades
ecoldgicas por locais de reproducdo, e em resposta a disponibilidade de recursos
(Dobzhansky e Pavan 1950). Estes insetos sao altamente sensiveis a pequenas
modificacbes ambientais, que séo refletidas no tamanho das populagbes naturais
(Tidon-Sklorz e Sene 1992).

Drosophila mediopunctata Dobzhansky e Pavan (1943) pertence ao grupo
tripunctata (Frota-Pessoa 1954), o qual é endémico das regides Neotropicais e inclui

64 espécies descritas que residem nos habitats de florestas (Vilela e Béchli 2000).
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Este é o segundo maior grupo de Drosophila nesta regidao e o maior do género que
ocorre nas Florestas Neotropicais (Klaczko 2006). D. mediopunctata é uma espécie
que reside estritamente em florestas e ndo é associada com habitats humanos, tem
ampla distribuicdo geografica sendo encontrada em muitas partes do Brasil e El
Salvador (Val et al. 1981). E muito abundante em algumas &reas, particularmente no
sul da sua distribuicdo ou em elevadas altitudes durante os meses mais frios do ano
(Saavedra et al. 1995). Varios aspectos de sua biologia fazem de D. mediopunctata
um interesante modelo para estudos em genética de populagdes naturais e evolugao
(Klaczko 1995, 2006).

Pesquisas com dados isoenzimaticos realizadas através de técnicas
eletroforéticas vem sendo utilizadas por geneticistas evolutivos e de populacdes
desde a década de 1960, Isto porque elas oferecem uma maneira de avaliar a
variacdo genética das populacoes através do produto direto da expressdo génica
(Hubby e Lewontin 1966; Lewontin e Hubby 1966). O nivel de variagdo genética
dentro das populagbes tem recebido consideravel atencao porque ele é considerado
geralmente como sendo o indicativo da vitalidade das espécies e o potencial para
respostas evolutivas em mudancgas ambientais (Barrett e Kohn 1991; Ellstrand e Elam
1993; Frankel et al. 1995; Templeton et al. 1990). Estudos de correlagdes temporais
ou espaciais entre parametros ambientais e freqiéncias alélicas ou genotipicas em
populacdes naturais fornecem supostas evidéncias de selecdo, embora isso nao
prove selecao direta no loco enzimatico (Bubliy et al. 1999; Kojima et al. 1972; Land et
al. 2000; Mulley et al. 1979). Alguns estudos tém determinado que a heterogeneidade
espacial ou temporal pode manter o polimorfismo genético (Felsenstein 1976; Hedrick
et al. 1976; Karlin 1982).

Até o momento, ndo existe nenhum estudo sobre a variacdo isoenzimatica em

populacdes naturais de D. mediopunctata, apenas uma analise prévia em espécies do
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grupo tripunctata (Mateus et al. 2008), e uma andlise da expressao isoenzimatica
diferencial do corpo de individuos desta espécie (Cavasini et al. 2008) (Capitulo 2). A
variabilidade genética de uma populagdo € a base para 0s processos evolutivos.
Assim, estudos sobre a variabilidade genética de populagbes naturais sao
extremamente importantes para compreender a histéria evolutiva de uma espécie
(Mateus e Sene 2003).

Os objetivos deste estudo foram avaliar a variabilidade isoenzimatica
intrapopulacional de duas populagdes naturais de D. mediopunctata através do tempo
e do espaco, discutir os processos evolutivos que podem estar ocorrendo nestas
populacdes, bem como alguns eventos que podem estar induzindo estes processos.
Além disso, relacionar a variabilidade genética avaliada em cada uma das populacées

com as caracteristicas e estado de conservacao de cada uma das areas estudadas.
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Materiais e Métodos

Areas de Estudo

Para a realizacao deste estudo foram escolhidas duas areas representativas de
Floresta Ombroéfila Mista — Mata de Araucaria, com predominancia de Araucaria
angustifolia (Coniferae: Araucariaceae) (Figura 1). Estes fragmentos estéao localizados
no terceiro planalto paranaense, na sub-regido denominada por Maack (1981) de
Planalto de Guarapuava. Segundo a classificacdo climatica de Kéeppen, a regido de
Guarapuava tem clima mesotérmico umido e superumido, sem estacdes secas e com
veroes frescos. As médias de temperatura dos meses mais quentes sao inferiores a
22 °C. As geadas sao severas e freqlentes, e a temperatura média do més mais frio €
12,9 °C. As duas éareas de coleta estdo geograficamente separadas a uma distancia
de 6 Km, e entre elas existem outros fragmentos compostos por Floresta de

Araucaria.

Parque Municipal das Araucarias:

O Parque Municipal das Araucarias (25°21’14” S, 51°29’50” O, 1064 m de
altitude) apresenta uma area total de 104 ha composta por Mata de Araucaria (43 ha),
Floresta de Galeria (10,1 ha) (fisionomia distinta da Floresta de Araucaria, onde a
dominéncia do pinheiro € substituida pela do branquilho), Campo (6,8 ha), Varzea
(11,1 ha), e areas alteradas (33 ha) (fonte: SEMAFLOR — Guarapuava-PR). Esta area

serd citada aqui como “Parque”.
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Figura 1. Imagem de satélite da regido a nordeste da cidade de Guarapuava — Parana

— Brasil. a) Parque Municipal das Araucarias. b) Fazenda Brandalise.
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Fazenda Brandalise:

O segundo fragmento é uma area situada em uma propriedade particular
denominada Fazenda Brandalise (25°18'58” S, 51°24'54” O, 1160 m de altitude), que
se encontra no caminho de acesso ao distrito do Guairacd. Com uma area de floresta
de aproximadamente 400 ha compreendendo Floresta de Araucaria e areas alteradas.
Neste fragmento existe uma grande atividade antropica extrativista (erva-mate e
pinhdo), além da substituicdo de habitats naturais por areas cultivadas. Esta area sera

citada aqui como “Guairaca”.

Amostragem de Drosophila mediopunctata

As amostras de D. mediopunctata utilizadas neste estudo foram obtidas
sazonalmente durante o ano de 2008, através de duas metodologias de coleta. (1)
Todos os individuos desta espécie que foram capturados nas coletas de 2008
descritas no Capitulo 1 (pagina 30), foram utilizados. (2) Para incrementar o tamanho
amostral a ser analisado, também foram realizadas coletas com armadilhas abertas
(pratos no chao) utilizando as mesmas iscas das armadilhas fechadas, e captura ativa
através de redes entomoldgicas (Klaczko, L. B., comunicacao pessoal).

Todos o0s espécimes identificados como D. mediopunctata nas duas
metodologias de coleta foram identificados com relacdo ao sexo e ao padrao
morfolégico do numero de pintas na regiao posterior do abdémen (policromatismo),
para futuros estudos (por exemplo, razdo sexual — Capitulo 4). Cada corpo
(térax/abddémen) foi armazenado individualmente em tubos de 1,5 mL a —20 °C, para
analises isoenzimaticas. Cada cabeca foi armazenada individualmente em tubos de
1,5 mL a —20 °C, contendo 500 pL de alcool 70%, para futuros projetos envolvendo

analises moleculares utilizando DNA e analises combinadas de dados de isoenzima e
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DNA, conforme proposto por Cavasini et al. (2008) (Capitulo 2) para D.

mediopunctata.

Procedimentos Eletroforéticos

Todas as amostras de térax/abdémen de D. mediopunctata foram
individualmente homogeneizadas em 30 uL de agua destilada e cada sobrenadante
foi absorvido por trés papeis de filtro Whatman 3MM (5 x 7 mm). Estas amostras
foram aplicadas em gel de amido a 14% (Penetrose 30™) e analisadas quanto a
variabilidade isoenzimatica para oito locos, divididos em duas classes de acordo com
o tipo de sistema eletroforético: (1) TC1 (Castanhera e Contel 1995) — Esterase (Est),
a-Glicerofosfato desidrogenase (Gpdh), Isocitrato desidrogenase (/dh), Leucina amino
peptidase (Lap), Malato desidrogenase (Mdh), e Enzima malica (Me). (2) TC2 (Sene e
Carson 1977) — Hexoquinase (Hk), e Fosfoglicomutase (Pgm). Os sistemas TC1 e
TC2 foram aplicados em géis horizontais de 20,5 cm x 14 cm x 0,8 cm, aplicando 3
V/cm por 5:00 h e 5:30 h (respectivamente) a 4 °C.

As coloracbes para Est e Lap foram preparadas pelo método de Harris e
Hopkinson (1976); Gpdh, Idh e Me pelo método descrito por Falcao e Contel (1991b);
Hk e Pgm pelo método descrito por Mateus e Sene (2003); e Mdh pelo método
descrito por Falcao e Contel (1991a). Posteriormente, os géis foram fotografados em
sistema de captura de imagens (Molecular Imaging L-Pix HE — Loccus Technology), e
genotipados. Os locos foram numerados em ordem crescente do mais aniénico para o
mais catidnico. Os alelos foram numerados em ordem crescente do mais catiénico

para 0 mais anionico.
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Dados Abioticos

Os dados de temperatura, umidade relativa, precipitacdo e luminosidade, para
o periodo das coletas, foram fornecidos pela Estacdo Meteorolégica do Campus do
CEDETEG — UNICENTRO (Anexo 1, referente a 2008). Esta estacdo € localizada a
menos de 10 km das duas areas estudadas. Estes fatores ambientais foram
escolhidos porque interagem fortemente com Drosophila e sao limitantes para a

abundancia e a presenca das espécies deste género (Tidon 2006).

Analises dos Dados

O programa computacional TFPGA (Miller 1997) foi utilizado para obter a
freqUéncia alélica, heterozigosidade (observada — H,, e esperada — H,), porcentagem
de locos polimérficos, estatistica F de Wright (Weir e Cockerham 1984), distancia
genética (Nei 1972), e teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando o teste exato
com o método convencional de Monte Carlo e o teste de Markov Chain (10 batches e
2000 permutacdes por batches). Cinco matrizes de dados foram criadas para realizar
estas andlises: duas temporais, separadamente para o Parque e o Guairaca, e tendo
as estacbes como sendo diferentes populacdes; e trés matrizes espaciais,
separadamente para o Outono, Inverno e Primavera, e tendo os fragmentos como
sendo diferentes populacdes. Os dados relativos ao Verdo nao foram considerados
devido a captura de apenas um unico individuo nesta estagéo.

Os valores obtidos para Fs por meio da estatistica F de Wright foram utilizados
em trés abordagens: (1) Classificacao da diferenciacdo genética entre os fragmentos
(analises espaciais) e entre as estacbes (analises temporais), usando o guia
qualitativo proposto por Wright (1978) em ‘baixo’ (0 — 0,05), ‘moderado’ (0,05 — 0,15),
‘alto’ (0,15 — 0,25) e ‘muito alto’ (> 0,25); (2) Calculo do tamanho efetivo da populagao

(Ne) para cada um dos fragmentos utilizando a equagao dada por Waples (1989), Fs =
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1 —[1 = 1/(2 No)]', onde t é o nimero de geracdes, e determinado para estes dados
como sendo trés (considerando o tempo entre as coletas e o ciclo de vida da espécie);
(3) Estimativa da taxa de fluxo génico entre os dois fragmentos estudados para cada
uma das estacoes através da férmula dada por Wright (1931), Fst=1 (4 Nm + 1), onde
Nm representa o numero efetivo de gametas migrantes entre as populacées por
geracao; e posterior verificacdo do balanco entre a deriva genética e o fluxo génico de
acordo com Kimura e Weiss (1964). Para esta ultima abordagem, foi assumido que as
populacdes estudadas estdo em equilibrio de acordo com o modelo de ilhas, no qual
esta equacéao é baseada.

Dois testes de gargalo de garrafa génico (bottleneck) foram realizados
utilizando o software BOTTLENECK (Cornuet e Luikart 1996; software para
computador e manual esta disponivel em:
http://www1.montpellier.inra.fr/URLB/bottleneck/bottleneck.html), a fim de verificar a
correlacdo entre as restricbes da variabilidade genética com o indice de diversidade
genética. A primeira avaliacdo utilizou o teste de Wilcoxon e o modelo de infinitos
alelos. Este método estatistico é baseado no fato de que redugdes no tamanho efetivo
das populacgdes resultam na perda desigual de alelos e da heterozigosidade. Pelo fato
de que o numero de alelos € reduzido mais rapidamente do que a diversidade
genética, um evento recente de gargalo de garrafa pode vir a ser detectado. O
segundo teste compara a distribuicAdo das freqUéncias alélicas com a distribuicao
esperada em modelo-L (L-shape — L-sh). A populacao que tenha passado através de
um gargalo de garrafa génico provavelmente ird exibir um modelo deslocado (shift
mode — SM) nas distribuicdes das freqtiéncias alélicas.

Para estimar as possiveis agdes da selecdo natural sobre a variabilidade

isoenzimatica das populacdes estudadas, as variacoes temporais do alelo mais
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frequente de cada um dos locos analisados foram correlacionadas com as médias das

variaveis ambientais (Anexo 1), para as estacoes avaliadas.
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Resultados

Para as duas metodologias de coleta utilizadas no ano de 2008, um total de
157 espécimes de D. mediopunctata foram obtidos, 110 no Parque (Outono = 52;
Inverno = 41; Primavera = 17) e 47 no Guairacd (Outono = 24; Inverno = 13;
Primavera = 10). As analises isoenzimaticas resultaram em 22 locos e 63 alelos
observados. Do total de locos, 72,73% apresentaram mais de um alelo (16 dos 22).
Porém, apenas 15 locos e 55 alelos foram analisados devido ao numero

representativo de amostras. Destes, 54 alelos ocorreram no Parque (Outono = 49;

Inverno = 42; Primavera = 46) e 52 no Guairacd (Outono = 44; Inverno = 39;
Primavera = 38). Uma amostra dos géis de eletroforese, e a nomenclatura utilizada
para denominar locos e alelos estao apresentadas nas Figuras 2 e 3.

A Tabela 1 apresenta os valores de freqUéncia alélica e variabilidade genética
dos locos analisados em cada coleta. Todos os locos apresentaram desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg em pelo menos duas das seis coletas. Para os locos
analisados o polimorfismo em cada coleta variou entre 80% e 100%. A
heterozigosidade observada (H,) variou entre 0,130 e 0,250 (Guairaca na Primavera e
Parque no Inverno, respectivamente), e a média da heterozigosidade esperada (H.)
variou entre 0,400 e 0,461 (Guairacd no Outono e Parque na Primavera,
respectivamente). A média sazonal da heterozigosidade observada para o Parque foi
de 0,232 e para o Guairaca de 0,202. Os testes de gargalo de garrafa detectaram um
excesso de H estatisticamente significativo em duas coletas (Parque no Outono, p =
0,009; e Guairaca na Primavera, p = 0,039; dados ndo mostrados), e a distribuicdo da

freqUéncia alélica em modelo deslocado (SM) ocorreram em duas coletas (Guairaca

no Inverno e na Primavera).
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Est-3
Est-2

Est-1

Gpdh-2

Hk-3

Hk-2

Hk-1

Idh-2

Figura 2. Géis de amido (Penetrose 30™) a 14% com individuos de duas populagcées
naturais de Drosophila mediopunctata. a) Esterase. b) a-Glicerofosfato desidrogenase.

c) Hexoquinase. d) Isocitrato desidrogenase
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Lap-2

Lap-1

Mdh-4
Mdh-2

Mdh-1

Me

Pgm

Figura 3. Géis de amido (Penetrose 30™) a 14% com individuos de duas populagcées
naturais de Drosophila mediopunctata. a) Leucina amino peptidase. b) Malato

desidrogenase. c) Enzima malica. d) Fosfoglicomutase.
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Tabela 1. FreqUéncia alélica de 15 locos isoenziméticos analisados sazonalmente em
duas populagdes naturais de Drosophila mediopunctata e resultados das analises de

polimorfismo, heterozigosidade, equilibrio de Hardy-Weinberg e gargalo de garrafa.

Locos/ Parque Guairaca

Alelos Outono Inverno  Primavera Outono Inverno Primavera

Est-1 (n=22) (n=41) (n=10) (n=20) (n=13) (n = 09)
1 0,091 - 0,200 0,050 0,039 0,167
2 0,364 0,402 0,200 0,275 0,308 0,222
3 0,500 0,378 0,250 0,400 0,461 0,222
4 - 0,220 0,250 0,225 0,192 0,111
5 0,045 - 0,100 0,050 - 0,278

Est-2 (n=39) (n=41) (n=11) (n =21) (n =13) (n = 06)
1 0,064 0,110 0,091 0,119 0,116 0,167
2 0,244 0,598 0,364 0,405 0,346 -
3 0,423 0,256 0,318 0,333 0,269 0,083
4 0,218 0,024 0,091 0,095 0,153 0,250
5 0,051 0,012 0,136 0,048 0,116 0,500

Est-3 (n=39) (n=239) (n=10) (n=19) (n=11) (n=04)
1 - 0,115 0,050 0,026 0,182 -
2 0,077 0,308 0,400 0,026 0,227 -
3 0,756 0,308 0,450 0,553 0,500 0,250
4 0,116 0,205 - 0,290 0,091 0,500
5 0,051 0,064 0,100 0,105 - 0,250

Gpdh-2 (n=47) (n=41) (n=12) (n=21) (n=11) (n = 06)
1 0,170 0,293 0,042 — 0,182 -

2 0,702 0,695 0,791 0,952 0,727 0,833
3 0,128 0,012 0,167 0,048 0,091 0,167
Hk-1 (n=22) (n=21) (n = 02) (n=10) (n=10) (n=02)
1 0,114 - 0,500 — 0,100 -

2 0,477 0,310 0,250 0,500 0,800 0,500
3 0,409 0,690 0,250 0,500 0,100 0,500
Hk-2 (n=31) (n=10) (n = 08) (n=18) (n=03) (n=04)
1 0,210 0,100 - 0,055 - 0,250
2 0,742 0,900 0,937 0,917 0,667 0,750

3 0,048 - 0,063 0,028 0,333 -
Continua
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Hk-3 (n =39) (n=0) (n=09) (n=18) (n=06) (n =03)
1 - - — 0,167 -
2 0,949 — 0,778 0,944 0,500 1,000
3 0,051 — 0,222 0,056 0,333 —
Idh-2 (n=32) (n=41) (n=15) (n=11) (n=13) (n = 06)
1 0,109 0,061 0,100 0,182 0,115 -
2 0,703 0,915 0,400 0,727 0,846 0,500
3 0,188 0,024 0,433 0,091 0,039 0,417
4 - - 0,067 — - 0,083
Lap-1 (n=34) (n=41) (n =08) (n=16) (n=13) (n =07)
1 0,176 0,037 0,125 0,281 - 0,143
2 0,765 0,890 0,625 0,719 0,846 0,786
3 0,059 0,073 0,250 — 0,154 0,071
Lap-2 (n=25) (n=33) (n=12) (n=19) (n=12) (n=07)
1 0,200 0,152 0,083 0,158 - -

2 0,680 0,712 0,667 0,737 0,917 0,429
3 0,120 0,136 0,250 0,105 0,083 0,571
Madh-1 (n=47) (n=41) (n=16) (n=19) (n=13) (n = 06)
1 0,085 0,049 0,031 0,263 0,077 0,083
2 0,830 0,878 0,813 0,737 0,808 0,750
3 0,085 0,073 0,156 - 0,115 0,167
Madh-2 (n=381) (n=37) (n=02) (n=23) (n=07) (n = 04)
1 - 0,013 - - - -

2 0,742 0,365 0,750 0,609 0,643 1,000
3 0,258 0,622 0,250 0,391 0,357 -
Mdh-4 (n=50) (n=41) (n=15) (n=21) (n=12) (n =07)
1 0,230 0,390 0,367 0,262 0,333 0,071
2 0,660 0,610 0,333 0,738 0,667 0,286
3 0,110 — 0,267 - - 0,643
4 - - 0,033 - - -
Me (n=44) (n=41) (n = 05) (n=20) (n=13) (n = 06)
1 0,068 0,146 - — — 0,167
2 0,796 0,854 0,800 0,950 1,000 0,666
3 0,125 — 0,200 0,050 — 0,167
4 0,011 - - - - -

Continua
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Pgm (n=51) (n=18) (n=11) (n=07) (n=0) (n =03)

1 0,098 - - 0,143 - _

2 0,117 0,167 - 0,071 - -

3 0,765 0,778 1,000 0,643 - 1,000

4 0,020 0,055 - 0,143 - -
NA 49 42 46 44 39 38
Py.o5 1,000 1,000 0,933 0,933 0,933 0,800
H, 0,229 0,250 0,217 0,241 0,236 0,130
H. 0,434 0,440 0,461 0,400 0,454 0,402
DFA L-sh’ L-sh L-sh L-sh SM SM’

n, numero de espécimes analisados; NA, nimero de alelos observados; P,g¢s, proporgdo de locos
polimoérficos analisados; H,, média da heterozigosidade observada; H,, média da heterozigosidade
esperada; DFA, distribuicao da freqliiéncia alélica; L-sh, distribuicdo em modelo-L; SM, distribuicdo em
modelo deslocado.

Numeros em negrito representam freqiiéncias que estdo em equilibrio de Hardy—Weinberg.
*Significante Excesso de H.
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A identidade (/) e a distancia (D) genética de Nei (1972) entre as estacdes em
cada uma das populagdes, e entre as duas populacées em cada uma das estacoes,
sdo mostradas na Tabela 2. As estagdes mais similares foram o Outono e o Inverno
para as duas populacdes (Parque, D = 0,077; | = 0,926; Guairaca, D = 0,075; | =
0,927), e as mais divergentes foram o Inverno e a Primavera, também para ambas as
populacées (Parque, D = 0,132; I = 0,876; Guairaca, D = 0,250; / = 0,779). Quando as
duas populacbes foram comparadas em cada estagdo, observou-se que estas
populacdes foram mais similares no Outono (D = 0,033; / = 0,967), e mais divergentes
na Primavera (D = 0,131; /= 0,877).

A estatistica F de Wright (Tabela 3) resultou, para as abordagens temporais,
em uma diferenciagdo genética moderada e estatisticamente diferente de zero entre
as estacdes nas duas populacdes (Parque, Fg = 0,074; Guairaca, Fs = 0,080). Para
as abordagens espaciais, as estacdées do Outono e da Primavera apresentaram
valores que nao foram estatisticamente diferentes de zero (Fst = 0,011; Fs; = —0,007;
respectivamente), e pode indicar que nao houve diferenciacado genética entre as duas
populacbées nestas estacdes. Contudo, para o Inverno, este indice resultou em uma
diferenciacdo moderada e significativamente diferente de zero entre as populacdes
(Fst = 0,066). Pode ser observada ainda uma deficiéncia de heterozigotos muito alta
nas analises temporais e espaciais, com todos os valores de Fis € de Fi positivos e
significantemente diferentes de zero.

O tamanho efetivo da populacdo (N.) para as populagdes do Parque e do
Guairacda através das estacbes foi de aproximadamente 20 e 18 individuos,
respectivamente. A estimativa do nimero de migrantes (Nm), avaliada entre os
fragmentos no Outono e no Inverno (Fs positivos), foi de aproximadamente 23 e 4

gametas migrantes por geracao, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 2. Distancia (D) e identidade (/) genética de Nei (1972) entre duas populacoes
naturais de Drosophila mediopunctata em cada uma das estacdes, e entre as

estacdes em cada uma das populacbes. (D) nimeros em negrito; (/) nUmeros em

italico.
Temporal Espacial
Parque Guairaca Parque e Guairaca
Estacoes Out Inv Pri Out Inv Pri () (D)
Out - 0,077 0,083 - 0,075 0,163 0,967 0,033
Inv 0,926 - 0,132 0,927 - 0,250 0,919 0,084
Pri 0,921 0,876 — 0,849 0,779 — 0,877 0,131

Out = Outono; Inv = Inverno; Pri = Primavera.

Tabela 3. Estatistica F de Wright temporal e espacial para os 15 locos analisados nas
duas populagdes naturais de Drosophila mediopunctata ao longo das estacodes, e

estimativas de tamanho efetivo da populacédo e de numero de migrantes.

) Temporal Espacial
Indices 95% IC PA GC Out Inv Pri
Fst 0,074 0,080 0,011 0,066 -,007
Minimo 0,039 0,036 —,006 0,000 —,069
Maximo 0,109 0,128 0,030 0,162 0,051
Fit 0,482 0,525 0,458 0,380 0,662
Minimo 0,289 0,387 0,193 0,064 0,546
Maximo 0,669 0,661 0,701 0,647 0,788
Fis 0,441 0,484 0,452 0,336 0,664
Minimo 0,222 0,319 0,177 0,005 0,551
Maximo 0,645 0,636 0,699 0,634 0,787
Ne 19,844 18,359 — — —
Nm — — 23,335 3,544 —

IC = intervalo de confianga do nivel de significancia; PA = Parque; GC = Guairacg; Out = Outono; Inv =

Inverno; Pri = Primavera; N, = tamanho efetivo da populagdo; Nm = nimero de migrantes.
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A Figura 4 apresenta correlagdes visuais entre as variagdes sazonais dos
alelos mais frequentes de cinco locos, com as variaveis ambientais observadas. O
loco de Est-3 apresentou correlacdo negativa entre a freqiéncia alélica e a
precipitacado (Figura 4-a). O loco de Hk-2 apresentou correlacdo positiva entre a
freqiéncia alélica e a umidade relativa (Figura 4-b). O loco de Hk-3 apresentou
correlacdo positiva entre a freqtiéncia alélica e a luminosidade (Figura 4-c). Os locos
de Lap-2 e Me apresentaram correlagdes negativas entre as freqiéncias alélicas e a

temperatura (Figuras 4-d e 4-e, respectivamente).
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Figura 4 Variagbes sazonais do alelo mais frequente de cinco locos de duas
populacbes naturais de Drosophila mediopunctata comparada com variaveis
ambientais. a) Est-3 e precipitacdo. b) Hk-2 e umidade. c) Hk-3 e luminosidade. d)

Lap-2 e temperatura. e) Me e temperatura.
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Discussao

Abordagens sobre variagées temporais e espaciais no padrao isoenzimatico de
populacdes naturais sdo importantes em estudos sobre processos € mecanismos
evolutivos, bem como para estudos sobre a conservacao da variabilidade genética
das populagdes naturais, por meio da conservacdo e preservacao dos habitats
naturais e de suas populacoes.

As variagbes temporal e espacial nas frequiéncias alélicas analisadas revelaram
que os 15 locos analisados apresentaram significativo desvio das proporcdes
esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg em pelo menos duas das seis coletas.
Este resultado pode ser devido a varios fatores: introducdo de novos conjuntos
génicos de outras populacdes, isto é, fluxo génico; selecdo natural moldando as
variagdes nas frequéncias alélicas; acdo da deriva genética, causando modificacoes
aleatorias nas frequéncias; e/ou comportamento endogamico. Com os dados
analisados aqui, as influéncias de todas estas possibilidades serédo discutidas.

Selecao natural causada por fatores ambientais € uma possivel causa, uma vez
que foram observadas variacbes na precipitacdo, umidade relativa, luminosidade e
temperatura, e correlagdes visuais entre estas variaveis ambientais com a flutuacéo
nas freqiéncias alélicas de cinco locos (Est-3, Hk-2, Hk-3, Lap-2 e Me). As
correlac6es visuais (Figura 4) podem ser um forte indicio de que estes locos possam
estar sendo selecionados, ou podem estar sobre o efeito carona na selecao de outros
genes, regides génicas ou cromossOmicas. Neste caso, seria necessario verificar as
possiveis associacdes entre estes locos e as inversdes cromossdmicas ja descritas
para D. mediopunctata (Ananina et al. 2002), além das correlacdes entre as proprias

inversoes e estas variaveis abidticas.
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A observagdo de fatores ambientais associados com variagdo temporal na
frequéncia alélica isoenzimatica também é encontrada em outras espécies de
Drosophila. Por exemplo, Barker et al. (1986) estudando a estrutura microgeografica
espacial e temporal de uma populacdo natural de D. buzzati na Austrélia,
constataram que durante quatro anos (coletas mensais), a freqiéncia alélica e a
heterozigosidade esperada (H.), e observada (H,), de quatro (Adh-1, Aldox, Hex e
Pgm) dos seis locos avaliados (Adh-1, Aldox, Est-1, Est-2, Hex e Pgm), apresentaram
significativas associagbes com uma ou mais variaveis ambientais. Trés alelos
apresentaram mudancas direcionais que foram correlacionadas com mudancas
direcionais nas variaveis ambientais. Estes dados corroboram parcialmente nossas
observacbes uma vez que, em ambos os estudos, os locos de Est-1 e Est-2 néao
foram relacionados com varidveis ambientais. Embora, o loco de Pgm em D. buzzatii
Australianas esteja associado com fatores ambientais, esta observacdo néo foi
constatada neste estudo com D. mediopunctata.

Outro exemplo de relagcbes entre frequiéncia alélica e varidveis ambientais é
relatado por Mateus e Sene (2003), em populagbes naturais de D. antonietae na
regido sudeste do Brasil. Foram observadas correlacdes visuais entre a variacao na
proporcao dos alelos mais frequientes de seis locos (Adh-1, Est-2, Hk-2, Lap, Me e
Pgm) com variagdo na precipitacdo. Quando estes dados sao confrontados com o0s
resultados aqui apresentados, nota-se que em ambos os estudos os locos de Hk-2 e
Me correlacionam-se com fatores ambientais. Entretanto, o loco de Hk-2 em D.
mediopunctata esta relacionado com a umidade relativa, e em D. antonietae com a
precipitacdo. Tendo em vista que estas duas varidveis ambientais estdo intimamente
relacionadas, e que séo fatores que influenciam fortemente na biologia de Drosophila,

pode-se inferir que a umidade (relativa do ar, ou em nivel de precipitacao
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pluviométrica) pode ter influencia sobre a freqiéncia alélica do loco de Hk-2 em
algumas espécies do género Drosophila.

Uma deficiéncia muito alta de heterozigotos foi encontrada nas andlises
temporais e espaciais a partir dos valores positivos de Fi. Isto foi confirmado pela
observacao de que, em todas as coletas, a heterozigosidade média observada (H,) foi
muito baixa em comparacdo a heterozigosidade média esperada (H.). Sob
acasalamentos aleatorios, um Fis negativo pode ser esperado (Kimura e Crow 1963).
De acordo com Prout e Barker (1993), existem varias possiveis razdes para um Fi
positivo: alelos nulos, efeitos temporais de Wahlund, sele¢do contra heterozigotos,
acasalamento preferencial e endogamia.

Alelos nulos geralmente tém baixa freqiiéncia e podem explicar um Fs positivo
porque os heterozigotos com alelos nulos aparecem genotipados como homozigotos,
aumentando substancialmente o Fis. Efeito de Wahlund na amostra temporal pode ser
possivel se considerarmos que mais de uma geracao foi amostrada em cada coleta,
isto é, houve sobreposicdo de geragdes nas amostras. Selecdo contra heterozigotos é
dificil de ser detectada, pela dificuldade em verificar se a selecao atua diretamente no
loco isoenzimatico ou se este estd sob efeito carona na selecdo de inversdes
cromossémicas, por exemplo. Acasalamento preferencial parece improvavel porque
este comportamento nunca foi observado em espécies de Drosophila (Kelly e Noor
1996). Mas por outro lado, a endogamia vem sendo usada para explicar altos niveis
de deficiéncia de heterozigotos mesmo quando a biologia reprodutiva da espécie
trabalha contra isso (Charlesworth 1991). Contudo, nenhum estudo sobre o
comportamento endogamico em D. mediopunctata existe até o momento.

Estes resultados demonstraram claramente uma diferenciacdo genética
temporal significativa para os dois fragmentos a partir da estatistica F de Wright, que

mostraram niveis moderados de diferenciacao entre as coletas ao longo das estacdes
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avaliadas (Fs = 0,074 para o Parque; e Fs = 0,080 para o Guairaca). As analises de
identidade genética de Nei (1972) demonstraram o mesmo padréo, onde as estacdes
apresentaram similaridades genéticas moderadas quando comparadas umas com as
outras, e os valores variaram aproximadamente entre 77% e 93%.

Com relacao a variabilidade genética espacial, apenas o F¢ obtido no Inverno
foi estatisticamente diferente de zero (Fst = 0,066), e indicou a existéncia de uma
significativa estruturacao populacional nesta estacdo do ano (subpopulacées no
Parque e no Guairacd). Andlises de identidade genética de Nei estao parcialmente de
acordo com estas observacoes, apresentando similaridades genéticas moderadas
entre os fragmentos no Inverno e na Primavera (aproximadamente 92% e 88%,
respectivamente). Entretanto, estruturas de subpopulacdes ndo foram observadas no
Outono.

Outros estudos com populacées naturais de Drosophila também relataram a
existéncia de estruturacdo populacional. Por exemplo, Kojima et al. (1972) estudando
14 populagbes de D. pavani no Chile, observaram 16 locos dos quais oito eram
polimérficos, e as variacbes de suas freqiéncias alélicas entre as populagcdes foram
significativamente altas (quatro locos com p < 0,01). Em todos os casos, uma parte
significativa da variacao entre as populacdes foi associada com variagdes em fatores
ambientais (latitude, elevacdo, més de coleta), e os autores sugerem evidencias de
selecdo natural influenciando em adaptacoes a diferentes locais.

Em outro exemplo, Mateus e Sene (2007) estudando 11 populacées naturais
de D. antonietae no Sul e Sudeste do Brasil, avaliaram a variabilidade genética de 14
locos isoenzimaticos e observaram uma moderada diferenciagdo genética entre as
populagdes (Fst = 0,0723). Este valor € muito proximo dos encontrados em nosso
estudo (onde foram utilizados praticamente os mesmos sistemas eletroforéticos),

entretanto, a avaliagdo nas populacdées de D. antonietae foi macrogeografica e em D.
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mediopunctata foi microgeografica. Em outro estudo com populacdes naturais de D.
antonietae, os mesmos autores (Mateus e Sene 2003) encontraram niveis de
diferenciacao genética baixo (Fst = 0,0355) e muito baixo (Fs; = 0,0023) para analises
microgeograficas temporais e espaciais, respectivamente. Estas observacdes podem
indicar que a diferenciacdo genética em populagdes naturais de D. mediopunctata
ocorra em niveis mais elevados do que em D. antonietae, uma vez que esta Ultima é
restrita a vegetacdes cactofilicas, e possivelmente suas populagées tenham um nivel
maior de isolamento.

A flutuacdo no tamanho populacional de D. mediopunctata foi observada
através das estacbes do ano (Verdo com um individuo, Outono com 76, Inverno com
54, e Primavera com 27). Esta variacao parece ser ciclica em um ano, assim como
observado por Dobzhansky e Pavan (1950) para a maioria das espécies do género
Drosophila. Os nossos resultados revelam que o tamanho maximo populacional
ocorreu no Outono, e declinou através das estacdes até o Verdo, com o tamanho
minimo. Estes dados, quando confrontados com a similaridade genética de Nei para
as estacbes analisadas, demonstram uma correlagdo entre a flutuacdo no tamanho
populacional e a distadncia genética (Tabela 2). Quando o tamanho populacional
diminui, as duas populacdées aumentam sua distancia genética. Esta observacao
sugere uma forte acdo da deriva genética sobre as populagdes estudadas,
principalmente quando o tamanho populacional é pequeno, uma vez que com a
reducdo no tamanho populacional, aumenta a probabilidade da variacdo das
freqUéncias alélicas serem aleatérias, induzindo a diferenciacbes genéticas entre as
populacodes.

A existéncia de estruturas subpopulacionais no Inverno e na Primavera
(estacdes analisadas que apresentaram as menores abundancias) também corrobora

0 aumento da probabilidade da presenca da deriva genética nestes periodos. E
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possivelmente, este seja um dos principais processos evolutivos que levem a
formacao de estruturas microgeograficas através do tempo nesta espécie. Porém, a
reducédo no tamanho populacional também pode causar a diminuicdo na probabilidade
de ocorréncia de acasalamentos aleatérios, podendo assim aumentar as taxas de
endogamia na populagdo. Embora comportamento endogamico nao tenha sido
observado para esta espécie, é possivel que com a redugdo do tamanho
populacional, acasalamentos entre individuos aparentados podem passar a ocorrer
com uma maior frequiéncia. Entretanto, a acdo da selecdo natural, influenciada por
processos adaptativos a ambientes heterogéneos, ndo pode ser descartada como
uma possivel forca que possa contribuir para a formacao da estrutura microgeografica
temporal e espacial observada nas populacbes naturais de D. mediopunctata
estudadas.

O numero de migrantes estimado entre as duas populagcdes mostrou-se maior
no Outono e menor no Inverno. De acordo com Long (1986), os valores de Fi; sao
reduzidos apds migragcdes, e este indice confirma a alta taxa de fluxo génico no
Outono (Tabela 3). Para o Inverno, o numero de migrantes calculado pode ter sido
superestimado, porque a presenca de estrutura subpopulacionais indica que no
equilibrio entre deriva genética e fluxo génico, a deriva genética deveria sobrepor-se
ao fluxo génico, e ndo o oposto. Assim, o numero de migrantes no Inverno
(aproximadamente quatro gametas migrantes por geracao) deve ser um reflexo dos
altos indices de fluxo génico que ocorreram no Outono.

O significante excesso de H detectado no Outono e na Primavera (Tabela 1)
sugere a ocorréncia de um recente evento de gargalo de garrafa genético. Esta
observacédo € corroborada pela correlagdo observada entre a flutuagdo no tamanho
populacional com a distdncia genética de Nei, e pela presenca dos processos

evolutivos discutidos anteriormente. Assim, pode-se inferir que, para as populacdes
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naturais de D. mediopunctata estudadas, no final do Inverno ocorre um evento de
gargalo de garrafa em resultado a diminuicdo do tamanho populacional, causando a
formacao de estrutura subpopulacionais devido principalmente a acdo da deriva
genética. No inicio do Outono, com o aumento substancial do tamanho das
populacdes e altos niveis de migracao e fluxo génico, o evento de gargalo de garrafa
termina e a estrutura microgeografica anteriormente adquirida desaparece como
resultado da homogeneizacao genética entre as populacdes.

Os processos evolutivos relacionados com a flutuagdo no tamanho
populacional, principalmente a deriva genética e a endogamia, induzem a perda de
variabilidade genética em populagdes naturais (Futuyma 1998). Quanto menor for o
tamanho da populagdo, menor também sera a variabilidade. Esta observagéo foi
parcialmente confirmada para as populacdes estudadas através de dois indices de
variabilidade genética, o numero de alelos presentes na amostra e a heterozigosidade
observada. A populacdo do Guairaca apresentou os valores de ambos os indices
correlacionados positivamente com o tamanho populacional (Tabela 1), mas, o
mesmo nao foi observado na populagéo do Parque.

Os resultados das andlises espaciais da variabilidade isoenzimatica revelam
que a populacdo de D. mediopunctata do Parque, apresentou maior variabilidade
genética que a do Guairaca (54 alelos, H, = 0,232; 52 alelos, H, = 0,202;
respectivamente). Embora o Guairaca possua uma area florestal maior
(aproximadamente quatro vezes o tamanho do Parque), apresentou menor
abundancia de individuos (menos da metade) e menor variabilidade genética que o
Parque. Os resultados observados podem ser explicados de duas formas: (1) o
Parque possui varios tipos diferentes de habitats na sua composicdo, sendo mais
heterogéneo que o Guairaca, podendo assim apresentar mais microhabitats que

podem manter uma maior variabilidade genética através de uma microestruturacao da
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populacao; e/ou (2) o Parque € uma Reserva Ecol6gica desde 1991, portanto € uma
area que é efetivamente preservada e conservada, enquanto que no Guairaca existe
uma grande atividade antropica extrativista (erva-mate e pinhdo), o que poderia afetar
a variabilidade genética da populacao de D. mediopunctata.

Se este cenario evolutivo observado e discutido aqui estiver ocorrendo através
dos anos e em outras populacées, entdo, algumas questées e consideracdes sobre a
estrutura metapopulacional de D. mediopunctata podem ser feitas: (1) A primeira
questdo € justamente como estdo estruturadas estas populagdes nas Florestas de
Araucarias, e como sao as interacdes entre estas populacdes? E com populagdes de
outros biomas? (2) Sobre a flutuacao no tamanho populacional, qual é o verdadeiro
papel das migracées na manutengdo das estruturas microgeograficas? Como este
processo realmente ocorre para nao permitir que as populagdes permanegam
completamente isoladas, ficando cada vez mais diferentes e com menor variabilidade
genética? (3) Qual € o nivel de significancia da variabilidade genética em cada uma
das subpopulacées, e 0 quanto ela corresponde ao total? E qual seria o impacto da
suposta perda de uma dessas subpopulacbes na variabilidade genética total da
populacao? (4) Em relagdo a questao anterior, a alteracdo dos ambientes naturais, e a
extrema sensibilidade desta espécie para mudancas ambientais; qual seria o real
risco de extingdo das populacdes de D. mediopunctata nas Florestas de Araucarias, e
qual o impacto disso para as popula¢des de outros biomas?

Este estudo apresentou a variacdo isoenzimatica de duas populacdes naturais
de D. mediopunctata no tempo e no espaco. Foram discutidos 0s processos e eventos
evolutivos que podem estar ocorrendo nestas populacbes, bem como algum
conhecimento sobre sua estrutura genética intrapopulacional. Este estudo foi a
primeira investigagdo sobre a variagao isoenzimatica em D. mediopunctata, e contribui

para o atual conhecimento sobre a genética evolutiva desta espécie. Além disso,
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nossos resultados corroboram a necessidade de novas politicas de conservagéao dos
remanescentes florestais, tendo como objetivo a preservagdo da biodiversidade e a

manutencao da variabilidade genética de populacdes naturais.
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CAPITULO 4

MECANISMOS EVOLUTIVOS NA MANUTENGCAO DA RAZAO SEXUAL EM
POPULACOES NATURAIS DE DROSOPHILA MEDIOPUNCTATA (DIPTERA:

DROSOPHILIDAE)
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Resumo

A razao sexual tem sido descrita como o produto de progénies com desiguais
proporcoes sexuais induzidas por desvio meibtico. Em Drosophila mediopunctata, os
mecanismos cromossOmicos responsaveis pela razdo sexual estdo descritos na
literatura, embora muitas questées sobre a evolucdo e a manutengéo deste fenémeno
permanecam desconhecidas. Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a
variacdo nas proporcdes de machos e fémeas e correlaciona-las com variaveis
ecoldgicas. As analises dos resultados indicaram que a selecédo natural, influenciada
por variaveis climaticas (principalmente precipitacdo e luminosidade), pode ser o
principal fator que influencia a razdo sexual nesta espécie. Assim, a sele¢do natural
possivelmente seja 0 mecanismo evolutivo que mais afete o desvio meiético,
mantendo a razdo sexual em um macho para duas fémeas (1:2) nas populacdes

naturais de D. mediopunctata estudadas.

Palavras-chave: Razdo sexual; mecanismos evolutivos; Drosophila mediopunctata;

populacdes naturais.
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Abstract

The sex-ratio trait has been described as the production of progenies with
unequal sexual proportions induced by meiotic drive. In Drosophila mediopunctata, the
chromosome mechanisms responsable for the sex-ratio have been described in
literature, although many questions around the evolution and maintenance of sex-ratio
system remain unclear. Thus, the aim of this work was to evaluate the variation in
male and female proportions and to perform correlations with ecological variables. The
results showed that natural selection influenced by climatic variables (mainly rain
precipitation and luminosity) can been the main factor that induce the sex-ratio in this
species. Thus, the natural selection is likely to be the evolutionary mechanism that is
affecting meiotic drive, keeping the sex-ratio 1 male : 2 female in the analyzed D.

mediopunctata natural populations.

Key words: Sex-ratio; evolutionary mechanisms; Drosophila mediopunctata; natural

populations.
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Introducao

A razao sexual tem sido descrita como o produto de progénies com desiguais
propor¢cées sexuais induzidas por desvio meibtico, uma violacdo da primeira lei de
Mendel na qual um heterozigoto produz proporgdes desiguais dos dois tipos
gaméticos (Sandler e Novitsky 1957; Lyttle 1991). Em Drosophila, desvio meiotico do
cromossomo X contra o Y (produzindo progénies tendendo a fémeas) € conhecido em
muitas espécies (Gershenson 1928; Jaenike 1996), incluindo Drosophila
mediopunctata (Carvalho et al. 1997). Esta espécie em particular tem sido bem
estudada por Carvalho e Klaczko (1992, 1993, 1994) e Carvalho et al. (1989, 1997,
1998), os quais descreveram o0s mecanismos cromossémicos do desvio meibtico
responsaveis pela razao sexual nesta espécie.

No entanto, muitas questées sobre a evolugdo e a manutencao no sistema de
razdo sexual em D. mediopunctata permanecem desconhecidas. Devido a falta de
informacgdes ecoldgicas sobre este assunto, os objetivos deste trabalho foram avaliar
a razao sexual em duas populacbes naturais de D. mediopunctata sazonalmente
durante um ano, e relacionar os dados obtidos com variacbes ambientais e
populacionais. Com a analise dos resultados, pretende-se inferir as possiveis acdes

de processos evolutivos na manutencao da razao sexual nesta espécie.
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Materiais e Métodos

Coletas
Os dados referentes as descri¢cdes das areas estudadas, metodologia de coleta
dos espécimes de D. mediopunctata, e avaliacao das variaveis ambientais, estao

descritas no Capitulo 3 (paginas 67 a 71).

Analises dos Dados

As proporcbes de machos/fémeas em cada estacdo do ano foram
correlacionadas com o tamanho populacional amostral (abundancia total de individuos
amostrados), e com as variaveis climaticas (ambientais) avaliadas. Para estes
céalculos foi utilizado o programa PAST (Paleontological Statistics — software para

computador e manual esta disponivel em: http://folk.uio.no/ohammer/past/).
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Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta a propor¢cao de machos e fémeas em cada estagdo do
ano (os dados do verdo ndo foram incluidos devido a observagdo de um unico
individuo coletado). Para as populagbes estudadas, esta proporcao ficou
aproximadamente em um macho para duas fémeas (1:2 — 51:106). A maior proporgao
de machos (aproximadamente 40%) foi observada no outono, € a menor freqiiéncia
(aproximadamente 20%) no inverno. Valores intermediarios (aproximadamente 30%)
foram observados na primavera.

Os resultados das correlacdes realizadas entre as proporcbes de
machos/fémeas com as variaveis climaticas, apresentaram valores estatisticamente
significativos para precipitacdo e luminosidade (Tabela 1 e Figuras 1 e 2). Isto
demonstra que as flutuagcées nas frequéncias de machos/fémeas possivelmente
sejam influenciadas por estes fatores ambientais. Assim, pode ser inferido que a
selecdo natural, influenciada por variaveis climaticas, principalmente precipitacao e
luminosidade, auxilia na manutencado da razdo sexual em populacdes naturais de D.
mediopunctata.

Outro argumento que corrobora com os resultados observados € a influencia de
variaveis climéticas (incluindo principalmente as quatro variaveis analisadas aqui)
sobre o0s recursos alimentares e locais reprodutivos das espécies do género
Drosophila, influenciando assim, diretamente em sua distribuicdo, abundancia e

reproducao (Tidon 2006; Markow e O’Grady 2008).
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Tabela 1. FreqUéncias de machos e fémeas em duas populacdes naturais de
Drosophila mediopunctata ao longo das estacdes. Correlagdes entre as proporcoes e

as variaveis climaticas e o tamanho populacional amostral.

Sazonalidade Outono Inverno  Primavera Total Correlacao
Sexo — Macho/Fémea M/F M/F M/F M/F

Variaveis Ecologicos (p)
Abundancia Total 76 54 27 157 0,63
Abundancia Relativa 31/45 12/42 8/19 51/106 -
Proporcoes (%) 40,8 / 22,2/ 29,6 / 32,5/ -
Temperatura (°C) 14,5 14,1 19,1 — 0,97
Umidade Relativa (%) 71,4 90,5 92,8 - 0,32
Precipitacdo (mm) 0 12,9 9,5 - 0,09*
Luminosidade 304 117,4 214 - 0,09*

* Nivel de significancia p < 0,1
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Figura 1. Correlacdo visual entre a proporcdo de machos coletados em duas
populacées naturais de Drosophila mediopunctata em cada estacdo, com a variacao

sazonal da luminosidade.
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Figura 2. Correlacdo visual entre a proporcdo de machos coletados em duas
populacées naturais de Drosophila mediopunctata em cada estacdo, com a variacao

sazonal da precipitacao.
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Além disso, populagdes naturais de D. mediopunctata estudadas por Carvalho
et al. (1998) estdao de acordo com o principio de Fisher (1930), o qual presume que
qualquer populagdo com reproducédo sexuada apresenta um equilibrio energético no
investimento de machos e fémeas. Sendo que a evolugcdo e a manutencado destas
proporcdes sexuais sdo mantidas por selecao natural sobre regides dos cromossomos
sexuais (mais especificamente, alelos autossémicos em D. mediopunctata).

Por outro lado, a flutuacdo nas freqiéncias de machos/fémeas parece ser
pouco influenciada pelas variagdes no tamanho populacional (Tabela 1). Isto pode
indicar que processos evolutivos como deriva genética e endogamia, que sao
diretamente influenciados pelo tamanho das populag¢des, ndo devem atuar fortemente
na manutencgao da razao sexual em populacdes naturais de D. mediopunctata.

As andlises dos resultados indicaram que a selecédo natural, influenciada por
variaveis climaticas (principalmente precipitacdo e luminosidade), pode ser o principal
fator que influencia a razdo sexual em D. mediopunctata. Assim, a selecao natural
possivelmente deve ser o mecanismo evolutivo que mais afete o desvio meibtico,
mantendo a razdo sexual em um macho para duas fémeas (1:2) nas populacdes

naturais de D. mediopunctata estudadas.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Efetivas abordagens sobre a conservacdo dos habitats naturais, tendo como
objetivos a preservacao da biodiversidade e da variabilidade genética, bem como a
manutencdo dos ecossistemas e de suas populacdes naturais, através das relacdes
ecoldgicas (bidticas e abidticas) e processos evolutivos, necessitam de andlises
conjuntas entre dados ecologicos e genéticos. Com a interacdo entre estas duas
abordagens, conclusdes mais precisas sobre a histéria natural dos organismos podem
ser observadas, assim como a influéncia da qualidade ambiental no status das
comunidades e popula¢des naturais.

Este estudo avaliou a estrutura temporal e espacial das comunidades de
Drosophila em fragmentos de Floresta de Araucaria, e a variagdo isoenzimatica de
duas populacdes naturais de D. mediopunctata. A composi¢ao e a diversidade destas
comunidades, bem como a freqiéncia de classes de espécies bioindicadoras da
qualidade ambiental, foram relacionadas com a composi¢cédo, qualidade e estado de
conservacao destes fragmentos. Os processos e eventos evolutivos que podem estar
ocorrendo nas populacbes de D. mediopunctata, e sua estrutura genética
populacional, também foram avaliados.

Os resultados das andlises espaciais indicaram que a populacao natural de D.
mediopunctata no Parque, apresentou maior variabilidade genética que a do
Guairaca. A diversidade, riqueza e abundancia das comunidades de Drosophila
também foram maior no Parque. Mas quando a qualidade da comunidade foi avaliada,
o Guairacé apresentou em média maiores proporcdes de espécies endémicas e nao
associadas a ambientes alterados. Entretanto, na comparacdo entre os anos de
coleta, o Guairaca apresentou intensas reducdes nestas propor¢des, indicando uma

acentuada queda na qualidade de seu habitat. Para o Parque, esta reducéo foi
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moderada, indicando que a estrutura da comunidade de Drosophila foi influenciada
por acgdes antrépicas externas ao fragmento.

Os resultados das analises temporais indicaram que 0s processos € eventos
evolutivos observados para D. mediopunctata foram influenciados pela flutuagdo no
tamanho das populagbes naturais, e por variacbes nos fatores ambientais. Estas
flutuagbes populacionais também ocorreram na maioria das espécies amostradas
para a comunidade de Drosophila, podendo assim indicar um padrdao semelhante dos
processos e eventos evolutivos para estas espécies. Se a variabilidade genética das
populacées de Drosophila nestas areas estiverem sendo realmente afetadas pela
sazonalidade (climatica, populacional), os efeitos da degradacdo ambiental podem
intensificar ainda mais a perda da variabilidade genética em periodos de reducao
populacional. Estas implicac6es elevariam o risco de extincdo em populagdes locais e
reduziriam a biodiversidade dos fragmentos, bem como a diminuicdo na qualidade
ambiental afetaria as imigracdes de espécies vindas de outros biomas durante
periodos de estresse ambiental.

Além disso, os resultados também indicaram que D. mediopunctata é um bom
modelo para estudos de conservacdo, abordando a qualidade ambiental de
fragmentos florestais. E que estudos conjuntos de dados isoenzimaticos, sequiéncias
de DNA e morfologia, sdo possiveis e podem apresentar resultados interessantes. E
ainda, que a selecao natural, influenciada por varidveis climaticas, possivelmente
deve ser o principal fator a afetar a razdo sexual nesta espécie.

Assim, nossos resultados corroboram a necessidade de novas politicas de
conservacao dos remanescentes florestais, tendo como objetivos a efetiva
manuten¢do das comunidades bioldgicas e preservacao da biodiversidade, bem como

a manutencao da variabilidade genética nas populagdes naturais.
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ANEXOS
Anexo 1 — Variaveis abidticas obtidas para o periodo de cada coleta sazonal durante
os anos de 2006 e 2008. Dados fornecidos pela Estacdo Meteorol6gica do Campus

CEDETEG — UNICENTRO.

Temperatura Umidade Precipitacdo Luminosidade

Estacao Data (°C) (%) (mm) (cal/cm?)
2006
Verao 22/02/2006 20,0 72,8 68,8 430
23/02/2006 20,4 82,5 0 330
24/02/2006 19,3 89,5 0,2 186
25/02/2006 15,4 79,4 0 447
26/02/2006 16,8 81,2 0 430
Média 18,38 81,08 13,80 364,6
Outono 17/05/2006 12,9 70,7 0 282
18/05/2006 14,0 63,9 0 299
19/05/2006 14,3 65,4 0 158
20/05/2006 13,6 96,6 1,8 61
21/05/2006 14,1 85,1 11,6 168
Média 13,78 76,34 2,68 193,6
Inverno 09/08/2006 18,1 47,7 0 319
10/08/2006 19,3 57,6 0 234
11/08/2006 19,9 49,1 0 322
12/08/2006 20,7 49,5 0 304
13/08/2006 21,1 53,4 0 297
Média 19,82 51,46 0 295,2
Primavera 01/12/2006 19,0 68,4 0 591
02/12/2006 20,5 63,2 0 585
03/12/2006 22,6 69,5 0 464
04/12/2006 22,8 82,9 0 356
05/12/2006 22,6 73,5 0,4 357
Média 21,50 71,50 0,08 470,6
2008
Verao 15/02/2008 20,4 79,0 0 337
16/02/2008 20,6 74,7 7,0 429
17/02/2008 21,6 75,5 0 401
18/02/2008 21,4 78,9 0 511
19/02/2008 21,8 80,0 7,0 506
Média 21,20 77,60 2,80 436,8
Continua
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Continuacao

Outono

15/05/2008
16/05/2008
17/05/2008
18/05/2008
19/05/2008

Média

Inverno

05/08/2008
06/08/2008
07/08/2008
08/08/2008
09/08/2008

Média

Primavera

26/10/2008
27/10/2008
28/10/2008
29/10/2008
30/10/2008

Média

11,4
13,1
15,2
16,1
16,8
14,50

13,7
16,3
15,2
13,6
11,9
14,10

20,6
19,9
20,0
17,6
17,4
19,10

78,6
69,0
66,1
71,4
71,9
71,40

91,3
86,9
94,9
85,2
94,1
90,50

88,3
94,2
93,6
95,0
92,7
92,80

[=NeoNoNoloNe)

9,4
19,8
24,2

9,0

12,90

0,4
5,8

12,4
29,0
9,50

338
277
314
300
291
304,0

130
155
72
181
49
117,4

240
190
250
133
257
214,0
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Anexo 2 — Numeros absolutos das espécies de Drosophila coletadas no fragmento

florestal do Parque Municipal das Araucarias (Parque) sazonalmente ao longo dos

anos de 2006 e 2008.
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Continuacao
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Abundancia Total (N) 170 171 18 165 943 262 124
Numero de Espécies (S) 11 33 10 14 17 18 17
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Ver, Verao; Out, Outono; Inv, Inverno; Pri, Primavera.

*

e **, espécies cripticas ou nao que foram identificadas somente até o nivel de subgrupo* ou grupo**.
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Anexo 3 — Numeros absolutos das espécies de Drosophila coletadas no fragmento

florestal da Fazenda Brandalise (Guairaca) sazonalmente ao longo dos anos de 2006

e 2008.
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Continuacao

D. impudica 1 0 0 0 0 0 0 0
D. tuchaua 0 2 1 0 0 0 0 0
D. latifasciaeformis 0 0 1 0 0 0 0 0
D. montium 37 0 1 1 82 0 0 0
D. simulans 8 1 0 0 1 0 0 0
D. prosaltans 0 0 0 0 0 0 0 1
D. saltans** 2 0 0 0 0 0 0 0
D. sturtevanti 2 0 0 2 2 0 0 0
D. bocainensis 0 0 0 0 0 0 1 0
D. capricorni 0 3 1 2 1 1 0 4
D. willistoni* 926 18 1 0 1 59 2 2

Abundancia Total (N) 1062 65 16 12 160 123 48 52
Numero de Espécies (S) 19 22 11 8 14 15 11 12

Ver, Verao; Out, Outono; Inv, Inverno; Pri, Primavera.

*

e **, espécies cripticas ou nao que foram identificadas somente até o nivel de subgrupo* ou grupo™*.
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