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Resumo

Santos, C.K.B. Zona de contato secundario entre as espécies cactofilicas
Drosophila serido e Drosophila antonietae (Diptera; Drosophilidae). 2009. 77 f.
Dissertagcao (Mestrado). Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto
da Universidade de S&o Paulo, 2009.

As espécies cripticas Drosophila serido e Drosophila antonietae, cactofilicas e
pertencentes ao “cluster” Drosophila buzzatii, sdo alopatricas na maior parte de suas
areas de ocorréncia. Entretanto, analises populacionais prévias descreveram a
localidade de Floriandpolis-SC como area de contato secundario, com populagdes
de D. serido e D. antonietae em simpatria, sem formacdo de hibridos. Com a
finalidade de testar esta hipotese, caracterizar as populacdes da localidade de
Floriandpolis-SC e identificar eventuais hospedeiros preferenciais para oviposi¢cao
das duas espécies, uma amostra de individuos foi caracterizada através de analises
eletroforéticas da proteina isocitrato desidrogenase (IDH); variagdo morfoldgica da
asa e do edeago e sequéncias do gene mitocondrial COIl. Através das analises
eletroforéticas, foram identificados os alelos caracteristicos de D. serido na maior
parte da amostra e ndao foram observados individuos hibridos para este marcador. A
partir de necrose do cacto Cereus hildmaniannus, emergiram individuos de D. serido
e D. antonietae, e a partir do cacto Opuntia monacantha, foi observada somente a
emergéncia de individuos de D. serido. Através de caracteres quantitativos da
morfologia dos edeagos, foram classificados corretamente 99,1% dos individuos da
espécie D. serido e 90% dos individuos da espécie D. antonietae (Wilk's = 0,26836,
p<0,00001), enquanto as analises discriminantes das asas classificaram
corretamente 93,6% dos individuos da espécie D. serido e 86,2% dos individuos da
espécie D. antonietae (Wilk's = 0,40619, p< 0,00001). As analises morfométricas
evidenciaram uma menor variagdo morfolégica na populacdo de D. serido de
Floriandpolis, em relacdo a populagdo da localidade-tipo (Milagres-BA), sugerindo
uma colonizacgéo e efeito do fundador ou selegdo natural. Através das analises das
sequéncias do DNA mitocondrial, verificou-se a existéncia de haplétipos
caracteristicos da linhagem de D. antonietae em individuos com morfologia e alelos
caracteristicos de D. serido. Foram consideradas duas hipoteses para explicar o
padrdo observado: retencdo de polimorfismo ancestral e eventos de introgressao
assimétrica, passados ou atuais, de genes mitocondriais. Nesta amostra, a maior
frequéncia observada de D. serido, diferentemente de dados anteriores, sugere
influéncia da sazonalidade na dinamica desta area de contato, que pode estar
relacionada a preferéncia e disponibilidade de cactos hospedeiros. Os resultados
obtidos até o momento sugerem a existéncia de simpatria de populagdes de D.
serido e D. antonietae, na localidade de Florianopolis-SC, além de possiveis eventos
ancestrais de introgressao de genes mitocondriais.

Palavras-chave: “cluster” Drosophila buzzatii. Simpatria. Morfometria geométrica.
DNA mitocondrial. IDH.



Abstract

Santos, C.K.B. Zone of secondary contact between the cactophilic species
Drosophila serido and Drosophila antonietae (Diptera; Drosophilidae). 2009. 77
sheets. Dissertation (Master). Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo, 2009.

The sibling species Drosophila serido and Drosophila antonietae are cactophilic and
belong to the Drosophila buzzatii "cluster". Its populations are allopatric in most of its
geographical range; however, preliminary analysis described the locality of
Floriandpolis-SC as a secondary contact zone, with populations of D. serido and D.
antonietae in sympatry, without hybridization. In order to test this hypothesis, the
goals of this research were to characterize the populations of Floriandpolis and
identify possibly preferential cacti hosts for oviposition of the two species. For such, a
sample of individuals was characterized by electroforetic analysis of the isocitrate
dehydrogenase protein (IDH), morphological variation of the wing and the aedeagus
and sequences of the COIl mitochondrial gene. By electrophoretic analysis, the
characteristic alleles of D. serido were identified in most of the sample and hybrid
individuals for this marker were not observed. From necrosis of cactus Cereus
hildmaniannus, the emergence of individuals of D. serido and D. antonietae was
observed, and from the cactus Opuntia monacantha, only individuals of D. serido
have emerged. Through quantitative traits of aedeagus morphology, 99,1% of D.
serido and 90% of D. antonietae individuals were correctly classified (Wilk’'s =
0,26836, p<0,00001), while the discriminant analysis of wings corretly classified
93,6% of D. serido and 86,2% of D. antonietae individuals (Wilk’s = 0,40619, p<
0,00001). The morphometric analysis showed less morphological variation in the
populations of D. serido from Florianépolis, in relation to the populations of its type-
locality (Milagres-BA), suggesting a colonization and founder effect or natural
selection. The sequences of the COI mitochondrial gene showed that mitochondrial
haplotypes characteristic of D. antonietae were found in individuals with morphology
and IDH alleles characteristic of D. serido. There are two possible explanations to
explain the observed pattern: retention of ancestral polymorphism and events of
assimetrical introgression of mitochondrial haplotypes, current or past. The higher
frequency of D. serido observed, unlike previous data, suggests the influence of
seasonality in the dynamics of the contact zone, wich may be related to the
preference and availability of cacti hosts. The available results suggest the existence
of sympatry of populations of D. serido and D. antonietae in the locality of
Floriandpolis, with possible ancient events of introgression of mitochondrial genes.

Key words: Drosophila buzzatii “cluster”. Sympatry. Geometric morphometry.
Mitochondrial DNA. IDH.
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1- Introducéo
1.1- Zonas de Contato Secundario

Zonas de contato secundario sao regides de encontro entre duas espécies
que divergiram em alopatria, sendo consideradas laboratérios naturais e fontes
importantes de informacgdes para estudos genéticos e evolutivos, permitindo analises
de hibridagdo e introgressdao, manutencdo da coesdo genética, isolamento
reprodutivo e estrutura de populagbes (Hewitt, 1988; Howard, 1993; Moore e Price,
1993; Cain et al., 1999; Marshall et al., 2002; Rieseberg e Buerkle, 2002; Campbell,
2004; Lexer et al., 2004). Geralmente, estas areas sdo geograficamente estreitas,
muitas vezes em mosaico, reconhecidas por populagdes que apresentam alteragdes
fenotipicas ou genotipicas em relagdo a taxons distintos (Harrison, 1990; Jiggins e
Mallet, 2000).

O contato secundario entre populagdes que possuem isolamento reprodutivo
parcial pode resultar em diferentes possibilidades: extincdo de uma das duas
populacdes, coexisténcia estavel com hibridagao, fusdo das duas populagdes ou um
aumento no isolamento reprodutivo e formacdo de espécies distintas (Barton e
Hewitt, 1981; Bullini e Nascetti, 1990; Liou e Price, 1994; Rhymer e Simberloff,
1996).

Dados da literatura sugerem que zonas de contato secundario variam desde a
presengca de populagdes de duas espécies em simpatria até diferentes graus de
mistura de genoma parental, sendo que estes padrbes podem refletir o grau de
manutencao da coesao gendmica das espécies quando em contato (Taylor e Hebert,
1993; Shoemaker et al., 1996; Coyer et al., 2007; Nettel et al., 2008; Ganem et al.,
2008; Ruegg, 2008).

Segundo alguns autores, a extensao e o padrao de troca de genes em uma
zona de contato podem ser descritos por dois tipos de selegcdo: enddgena e exdégena
(Barton e Hewitt, 1985; Arnold, 1997). Selecdo endogena refere-se a selegéo contra
gendtipos hibridos; neste caso, a zona de contato é mantida pelo balango entre a
selecdo contra os gendtipos hibridos e a dispersao de gendtipos parentais, sendo
denominada zona de tensado (Barton e Hewitt, 1985; Alexandrino et al., 2005).
Selecdo exogena refere-se a selegao natural diferencial, com a formagao de clinas
para caracteres asssociados com variagdo ambiental (Moore e Price, 1993; Ross e
Harrison, 2002).
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Estudos mostram que pares de espécies simpatricas tendem a exibir uma
discriminagao para acasalamentos conspecificos mais forte que pares de espécies
alopatricas de mesma divergéncia genética (Coyne e Orr, 1989, 1997; Howard,
1993; Butlin, 1995; Noor, 1995; Massie e Markow, 2005). Descrito primeiramente por
Dobzhansky, em 1937, este padrao recebe o nome de reforgo, ou seja, selegao
natural intensificando o isolamento sexual entre espécies simpatricas, reduzindo a
formagao de hibridos de menor valor adaptativo (Servedio e Noor, 2003; Servedio,
2004). Este padrédo pode ser consequéncia de uma divergéncia populacional,
denominada “character displacement” ecolégico, que é uma diferenciagdo em uma
série de caracteristicas comportamentais, morfolégicas, fisioldgicas e ecoldgicas
(Losos, 2000; Dayan e Simberloff, 2005), que ocorre em populagdes simpatricas,
provavelmente reduzindo a competicdo interespecifica e permitindo a coexisténcia
entre duas espécies (Schluter e McPhail, 1992; Grant, 1994), podendo leva-las a um
isolamento pré-zigético como resposta correlacionada (Rice e Salt, 1990; Howard,
1993).

O estabelecimento e a interrupcdo do contato entre espécies podem resultar
de mudangas na distribuicdo geografica dos taxons, em resposta a mudancgas
climaticas (Alves et al., 2008). Na Europa, por exemplo, infere-se que a presencga de
areas de contato para muitos animais e plantas seja consequéncia das oscilagdes
climaticas durante os periodos glaciais do Quaternario (Hewitt, 2000; Hofreiter et al.,
2004). Durante estes periodos, populagdes ancestrais teriam se separado e
divergido em alopatria em refugios distintos (Hewitt, 1996). Nos periodos
interglaciais, populagcdes de varias espécies teriam expandido suas areas de
distribuicdo, e zonas de contato secundario teriam se formado (Barton e Hewitt
1985; Hewitt 2004), tendo como consequéncia desde um isolamento reprodutivo
completo entre estas populagdes até a formagao de zonas hibridas estaveis (Grant e
Grant, 1992; Arnold, 1997, 2006; Howard e Berlocher, 1998).

1.2- Hibridacéao e Introgresséo

Hibridagao introgressiva é definida como a transferéncia de material genético
de uma espécie para outra através de repetidos retrocruzamentos entre hibridos e
espécies parentais (Anderson e Hubricht, 1938; Rieseberg e Wendel, 1993).

Os avangos no campo da gendmica permitiram uma definicdo de introgressao

em um nivel de detalhes sem precedentes (Arnold, 2006), de modo que a hibridacao
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introgressiva se tornou um fenbmeno bem estudado na Biologia Evolutiva. Além
disso, uma série de analises moleculares tem sido utilizada para avaliar o possivel
impacto de eventos de introgressdo. Estes estudos suportam duas principais
conclusdes: a introgressdo € muito mais frequente do que se pensava e pode
desempenhar um importante papel na evolugao adaptativa (Arnold et al., 2008).

Em Drosophila, a hibridacao interespecifica € considerada um fenémeno raro
na natureza, com relagdo a outros grupos estudados, que apresentam uma
frequéncia de espécies intecruzantes bastante variavel (Grant e Grant, 1992b;
Lachaise et al., 2000; Mallet, 2005; Descimon e Mallet, 2008). Este quadro sugere
que a hibridagao interespecifica representa um processo grupo-especifico, ou seja,
que ocorre mais frequentemente em determinados grupos. Todavia, os grupos
taxonbmicos utilizados como modelo em pesquisas nao sao escolhidos
aleatoriamente, e poderia haver um viés nos dados disponiveis, devido a preferéncia
de pesquisadores por determinados grupos, 0s quais seriam super-representados,
enquanto a taxa de introgresséo de outros grupos permaneceria desconhecida.

Schwenk et al. (2008) fizeram um teste de correlacdo entre o numero de
registros de hibridos com o numero estimado de espécies descritas em cada grupo
taxondmico, e concluiram que a taxa de hibridagdo interespecifica € homogénea
entre grupos animais, havendo apenas alguns desvios deste padrdo, e estimaram
que a taxa de hibridagao seria de aproximadamente 1%, o que seria suficiente para
causar mudangas na arquitetura genética das espécies, representando um impacto
na origem € na histéria de linhagens evolutivas. (Schwenk et al.,2008).

A demonstragcdo de introgressdo, em populagdes naturais, € problematica,
pois podem estar envolvidas sucessivas gerag¢des de retrocruzamento entre hibridos
e espécies parentais. Além disso, duas espécies que nao se intercruzam no
presente, podem té-lo feito no passado, com algum evento de introgressao (Mallet,
2005). Um fator complicante, € que existem, no minimo, duas explicagdes
alternativas para uma aparente introgressao: simplesiomorfia, quando um estado de
carater plesiomorfico € compartilhado por dois ou mais taxons e evolugao
convergente (Alves et al., 2008).

Estudos de hibridacdo que nado utilizam técnicas moleculares podem
apresentar algumas limitagdes. A deteccdo de introgressédo, baseada em caracteres
morfologicos, € uma tarefa dificil, pois o hibrido frequentemente se assemelha a um
dos parentais (Byrne e Anderson, 1994; Soto et al., 2007; Harper e Hart, 2007).
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Alguns estudos de introgressao, utilizando caracteres morfolégicos (Seehausen et
al., 1997; Crespin et al., 1999; Cansian e Sene, 2000) e analises de sons (Lein e
Corbin, 1990), identificam hibridos através de caracteres que sdo intermediarios
entre os parentais, o que pode significar apenas uma variagdo natural dentro do
taxon, e ndo um indicio de hibridagdo. Além disso, a determinacdo de uma forma
como sendo intermediaria pode ser subjetiva, podendo diferir entre pesquisadores.

O desenvolvimento de marcadores, através da genética molecular, facilitou o
estudo de hibridacdo e intogressdo. Marcadores moleculares sao independentes e
tém modos simples de heranca. Além disso, 0 numero de marcadores genéticos
potencialmente disponiveis excede o numero de caracteres morfolégicos e podem
ser usados em estudos de fluxo génico nuclear e citoplasmatico.

O DNA mitocondrial tem sido muito utilizado para evidenciar diferentes niveis
de introgressao (Rieseberg e Brunsfeld, 1992; Rieseberg e Wendel, 1993; Ballard e
Whitlock, 2004). Em um levantamento bibliografico, envolvendo estudos
filogenéticos e filogeograficos, Funk e Omland (2003) concluiram que 23% das
espécies animais documentadas possuem DNA mitocondrial ndo monofilético,
devido a introgressdo ou manutencgao de polimorfismo ancestral.

As aloenzimas também tém sido utilizadas para a detec¢ao de introgresséo,
podendo indicar a presencga de alelos caracteristicos de uma espécie em outra, além
de uma estimativa da frequéncia com que estes eventos ocorrem. (Dowling e Hoeh,
1991; Jiggins et al., 1997; Spaak, 1997; Morales, 2001; Cianchi et al., 2003).

1.3- Grupo repleta - “Cluster” Drosophila buzzatii

O grupo repleta € formado por aproximadamente 100 espécies nominais,
constituindo um dos maiores grupos dentro do género Drosophila (Vilela, 1983;
Wasserman, 1992; Tidon-Sklorz e Sene, 2001). Alguns complexos deste grupo séo
encontrados em areas aridas ou semi-aridas e desertos do continente americano,
onde vivem associados a varias espécies de cactos (Sene et al., 1982; Heed e
Mangan, 1986; Wasserman, 1992). Esta associacdo ecolégica e a grande
quantidade de informacdes disponiveis na literatura sobre este grupo fazem com
que o0 mesmo seja um excelente material biologico para estudos genéticos,
sistematicos e ecoldgicos.

O grupo repleta esta dividido em subgrupos, complexos e “clusters”; dentre

eles, o “cluster” Drosophila buzzatii € composto atualmente por sete espécies:
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Drosophila buzzatii (Patterson e Wheeler, 1942), D. serido (Vilela e Sene, 1977), D.
borborema (Vilela e Sene, 1977), D. koepferae (Fontdevila et al., 1988), D. seriema
(Tidon-Sklorz e Sene, 1995), D. gouveai (Tidon-Sklorz e Sene, 2001) e D. antonietae
(Tidon-Sklorz e Sene, 2001).

As espécies do “cluster” Drosophila buzzatii sdo cactofilicas, utilizando tecidos
de cactos em decomposigao como fonte de alimentagao exclusiva para suas larvas
(Pereira et al., 1983); sdo endémicas do Continente Americano, com excegéo de D.
buzzatii, que foi introduzida em outros continentes junto com o cacto hospedeiro
Opuntia ficus-indica (Barker et al., 1985). Este grupo € monofilético (Manfrin e Sene,
2006), e a morfologia da terminalia externa do macho (edeagos) é o carater
diagndstico para identificagdo de suas espécies (Vilela, 1983; Silva e Sene, 1991).

Em termos historicos, as analises populacionais das espécies do “cluster”
buzzatii indicaram associagao geografica e genética significativa na distribuicdo das
espécies (Manfrin e Sene, 2006), sugerindo eventos vicariantes, associados com
geomorfologia, na diversificacdo de suas espécies. Analises populacionais,
realizadas através de uma proposta filogeografica, sugeriram expanséo de area e
fluxo génico restrito pela distdncia como principais eventos responsaveis pela
distribuicdo atual das suas populacdes (De Brito et al., 2002a, b; Morales, 2005;
Manfrin e Sene, 2006). Provavelmente, esta dinamica populacional esta associada
com as expansodes e retragdes dos cactos durante os paleoeventos climaticos dos
ciclos glaciais (Sene et al., 1988, Ab’Saber, 1977).

A evolugcdo e a divergéncia de algumas espécies do “cluster” Drosophila
buzzatii podem estar relacionadas as suas histérias de utilizacdo de diferentes
cactos hospedeiros (Hasson et al., 1992; Fanara et al., 1999; Soto et al., 2007a, c).
Mudangas de cacto hospedeiro podem acelerar a divergéncia em caracteristicas
associadas a utilizacdo deste recurso, como sobrevivéncia, sistemas sensoriais,
tempo de desenvolvimento e de oviposi¢cdo, (Fanara e Hasson, 2001; McBride,
2007), além de poder causar, como consequéncia direta ou como subproduto, a
evolugcdo de isolamento sexual entre populagdes (Etges et al., 2006; Coyne e Orr,
2004).

A associagao destas espécies com os cactos oferece uma oportunidade para
a investigacao do significado de fatores ecoldgicos na evolugéo, e tem, pelo menos,
duas consequéncias. A primeira € que a distribuicdo atual de suas populacdes esta

determinada pela ocorréncia das cactaceas na América do Sul, o que inclui o
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Dominio da Caatinga, do Chaco e, entre estas areas, um grande numero de
populagdes isoladas, as quais sao, geralmente, reduzidas em tamanho (Manfrin e
Sene, 2006). A segunda consequéncia € que o processo de diferenciagdo dentro do
“cluster” pode estar relacionado com a expanséao e retragdo de areas de vegetacao
aberta na América do Sul durante mudangas climaticas, como aquelas promovidas
pelos periodos glaciais (Ab’ Saber, 1977).

Além disso, por estarem em diferentes estagios de divergéncia, as espécies
do “cluster” D. buzzatii podem ser modelos uteis para a investigagdo de padrdes de
divergéncia interespecifica, em estudos de adaptagao e isolamento reprodutivo em

pares de espécies proximas ou distantes (Manfrin e Sene, 2006; Soto et al., 2007).

1.4- A Espécie Drosophila serido

A espécie Drosophila serido (Vilela e Sene, 1977), apresenta uma ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo no nordeste do Brasil e ao longo da costa
atlantica até o estado de Santa Catarina (Silva e Sene, 1991; Ruiz et al., 2000)
(Figura 1); possui o morfotipo “A” de edeago (Silva e Sene, 1991) e esta associada a
diferentes géneros e espécies de cactos, tais como: Cephalocereus piauhyensis,
Cereus hildmaniannus, Cereus fernambucensis, Opuntia ficus-indica, Opuntia
monacantha e Opuntia vulgaris (Pereira et al., 1983; Ruiz et al., 2000; Manfrin e
Sene, 2006). Drosophila serido possui a inversdo cromossémica fixa 2x’
(Wasserman e Richardson, 1987).

As analises cariotipicas (Baimai et al., 1983), de inversdes cromossdmicas
polimorficas (Tosi e Sene, 1989; Ruiz et al., 2000), da diversidade haplotipica
mitocondrial (Manfrin et al., 2001; De Brito et al., 2002a; Morales, 2005) e de
hidrocarbonetos da cuticula (Oliveira, 2008) sugerem a existéncia de dois grupos

populacionais nesta espécie: as populacdes do nordeste e as populagdes do litoral.

1.4.1- Populacdes do Nordeste

As populagcbes do nordeste da espécie Drosophila serido possuem
cromossomos metafasicos tipo | (Baimai et al, 1983) e apresentam as inversodes
cromossdmicas polimérficas 2a®, 2b%, 2c® e 2d® (Tosi e Sene, 1989; Ruiz et al.,
2000), sendo consideradas homogéneas para a maioria dos marcadores utilizados
até o momento (Baimai et al., 1983; Ruiz et al., 2000; Morales, 2005; Silva e Sene,

1991). A andlise da variabilidade haplotipica mitocondrial mostrou que as
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populagdes de D. serido da caatinga, interior do estado da Bahia, compartilham
haplétipos com as populagdes do litoral do estado de Santa Catarina (Morales,
2005). Os principais fatores apontados para explicar esta distribuicdo foram
expansoes de area das populacdes do interior da Bahia, colonizando o litoral e, no

litoral, fluxo génico restrito devido a isolamento por distancia.

1.4.2- Populag¢des do Litoral

As populagdes de D. serido, presentes ao longo da costa atlantica brasileira,
apresentam uma complexidade evolutiva, sugerida pela ndo congruéncia e politipia
observada em diversos marcadores utilizados (Baimai et al.,1983; Esguicero e
Manfrin, 2005; Ruiz et al., 2000 e Morales, 2005). As populagbes litoraneas
apresentam as inversdes cromossémicas polimorficas 2y9, 2x® e 2w®. Com relagso a
placas metafasicas, foram descritos: cromossomos metafasicos tipo |l em Arraial do
Cabo-RJ, tipo IV em Peruibe-SP e um novo tipo em Florianépolis-SC (Baimai et al.,
1983, Biffi et al., 2001). A analise da variabilidade haplotipica mitocondrial agrupou
as populagdes do estado de Sao Paulo até o nordeste, sendo sugerido fluxo génico
entre as populacdes do estado de Sao Paulo e Rio de Janeiro, mas isolamento entre
estas e as populagdes de Mucuri, litoral Sul da Bahia. Estas divisdbes populacionais
coincidem com a divisdo da costa em macrocompartimentos geoldgicos, sugerindo
eventos de isolamento geografico na diferenciacdo de suas populagbes (Morales,
2005).

Considerando a distribuicao geografica de D. serido, foram propostas duas
hipoteses para a sua ocorréncia no nordeste e ao longo da costa atlantica brasileira
(De Brito et al., 2002). Em uma delas, as populagdes teriam expandido suas areas
de ocorréncia do nordeste em direcdo ao sul pelo litoral e, devido a eventos
vicariantes, teriam se tornado populagdes isoladas e diferenciadas; a outra
possibilidade considera eventos independentes de colonizacdo da costa a partir de
populacdes do interior, especialmente da Serra do Espinhaco, através dos vales de
rios que formam um corredor de dispersao, conectando as populagdes do interior do

Brasil a costa atlantica (Manfrin e Sene, 2006).
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Figura 1. Distribuicdo geografica conhecida de populagdes das espécies Drosophila serido (em azul),
Drosophila antonietae (em vermelho) e as duas espécies em simpatria (em margenta).

1.5- A Espécie Drosophila antonietae

As populagdes de Drosophila antonietae (Tidon-Sklorz e Sene, 2001) ocorrem
nas regides sul e sudeste do Brasil e ao norte da borda leste do Chaco Argentino
(Silva e Sene, 1991) (Figura 1). Possuem o morfotipo “D” de edeago e estéo
associadas principalmente ao cacto Cereus hildmaniannus (Pereira et al., 1983),
embora, em localidades do litoral do Rio Grande do Sul, Ruiz et al. (2000) ja tenham
identificado individuos desta espécie emergindo de Opuntia monacantha.

As informagdes de marcadores independentes sugerem a existéncia de fluxo
génico entre as popula¢des desta espécie (Monteiro e Sene, 1995; Tidon-Sklorz e
Sene, 2001; Machado, 2003; Mateus e Sene, 2003). Segundo estes autores, o fato

dessas populagdes estarem associadas ao cacto Cereus hildmaniannus, que esta
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distribuido, principalmente, ao longo do curso dos rios, possibilitaria a existéncia de
fluxo génico entre as populacbes de D. antonietae, homogeneizando suas
populacdes.

Como as populagdes de Drosophila serido, as populagdes de Drosophila
antonietae apresentam a inversdo cromossomica fixa 2x’ (Ruiz et al., 2000). As
inversdes cromossdmicas polimorficas encontradas foram: 2y®, 228 e 5e (Ruiz et al.,
2000). O arranjo cromossémico 2x7y8 foi encontrado nas populagdes de
Sertdozinho-SP, Campinas-SP, Rio Ligeiro-PR, Santiago-RS e Guaritas-RS, sendo
que nessas duas ultimas localidades também foi observada a ocorréncia da inversao
5e. O arranjo cromossdmico 2x’z® foi encontrado nas populagdes de Campinas-SP,
Santiago-RS, Guaritas-RS, Oso6rio-RS, Tramandai-RS, Arroio Teixeira-RS e Capéao
da Canoa-RS (Ruiz et al., 2000). Todas as populagdes analisadas até o momento
apresentam placa metafasica tipo V (Baimai et al., 1983).

A analise da diversidade haplotipica mitocondrial do gene citocromo oxidase |
sugeriu a divisdo das populagdes de Drosophila antonietae em dois grupos: um
formado por populacdes da area norte da distribuicdo da espécie e outro formado
por populagdes da area sul, incluindo o interior e a costa dos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina. Inferéncias filogeograficas sugeriram expansao de area de
ocorréncia das populagdes, a partir do interior do estado do Rio Grande do Sul em
diregdo a costa atlantica brasileira, colonizando o litoral do estado do Rio Grande do
Sul, e expansao da area de ocorréncia em diregcao ao norte, colonizando o litoral do
estado de Santa Catarina, seguindo as populagdes de cactos pelas dunas desses

dois estados brasileiros (De Brito et al., 2002a).

1.6- Zona de Contato Secundario entre Drosophila serido e Drosophila
antonietae

As espécies Drosophila serido e Drosophila antonietae sdo alopatricas na
maior parte de suas areas de ocorréncia. Entretanto, analises de popula¢des de
Drosophila, na regido costeira dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
identificaram uma area de contato entre elas, devido a observagao de individuos, em
simpatria, com inversdes polimorficas caracteristicas de cada uma destas espécies
(Ruiz et al., 2000). Além destes dados, analises dos edeagos de individuos destas
populagdes mostraram a presengca de um tipo morfolégico intermediario entre os

morfotipos A e D, caracteristicos das espécies D. serido e D. antonietae,
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respectivamente (Cansian e Sene, 2000). A analise conjunta destes marcadores
independentes sugeriu que esta regiao € uma area de contato secundario, com
formagdo de hibridos entre as duas espécies (Manfrin e Sene, 2006). Para o
entendimento da dindmica evolutiva desta regido, posteriormente, suas populagdes
foram analisadas através de variabilidade eletroforética de proteinas e haplotipica de
DNA mitocondrial.

A andlise da variabilidade eletroforética de proteinas mostrou uma alta
similaridade entre as populagdes dessa regido (Morales, 2001). Porém, as analises
das proteinas isocitrato desidrogenase (IDH) e peptidase (PEP) mostraram a
presenca, mutuamente exclusiva, de homozigotos para alelos diagndsticos da
espécie D. serido e D. antonietae (Morales, 2001, 2005; Mateus e Sene, 2007).

As analises da variagcado haplotipica do DNA mitocondrial mostraram a presenca
de haplétipos mitocondriais caracteristicos de D. serido, pelo litoral, até a localidade
de Arroio Teixeira-RS, e a presenca de haplétipos mitocondriais caracteristicos de D.
antonietae até a localidade de Governador Celso Ramos-SC. Entre estas duas
localidades, estes haplétipos em simpatria foram encontrados nas localidades de
Governador Celso Ramos-SC, Florianépolis-SC, Garopaba-SC e em Arroio Teixeira-
RS. As populagcbes de D. antonietae de Garopaba, Laguna, Governador Celso
Ramos e Floriandpolis, em uma anadlise genealdgica, formaram um clado
considerado jovem, em processo de espalhamento geografico pelo litoral, a partir do
Rio Grande do Sul (Morales, 2005).

Ruiz et al. (2000) observaram que seis linhagens da localidade da Praia da
Joaquina (Floriandpolis-SC) eram monomdrficas para o arranjo 2x'y?x®w?,
caracteristico de D. serido. No mesmo trabalho, a andlise dos cromossomos
metafasicos mostrou linhagens com placas metafasicas V (Baimai et al., 1983),
caracteristicas de D. antonietae. Assim, concluiu-se que as populagdes de
Floriandpolis-SC eram formadas por individuos com inversées cromossdmicas de D.
serido e individuos com placas metafasicas de D. antonietae.

Biffi et al. (2001) ampliaram as analises metafasicas, estudando 11
isolinhagens da localidade de Florianépolis-SC, e observaram que 10 destas
apresentavam placa metafasica V, caracteristica de D. antonietae, e apenas uma
apresentava um novo tipo de metafasico, que difere do tipo V por apresentar
microcromosomos maiores e pelo cromossomo Y submetacéntrico. Em nenhuma

das linhagens analisadas foi encontrada placa metafasica heterocariotipica.
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Estas informagbes sugerem uma area de contato de aproximadamente 130
quildmetros de distancia ao longo da costa atlantica brasileira. A analise
concomitante destes dados sugere que esta area de contato foi estabelecida pela
colonizagao do litoral sul por populagdes da espécie D. serido, a partir da regido
nordeste brasileira, encontrando populagcdes da espécie D. antonietae, que
colonizaram esta regidao a partir do interior do estado do Rio Grande do Sul, em
direcdo ao norte (De Brito et al., 2002; Morales, 2005; Manfrin e Sene, 2006).
Provavelmente, a colonizagao deste litoral por estas duas espécies € recente, pois
as planicies costeiras foram formadas com as regressdes e transgressées marinhas
dos ultimos 10.000 anos (Vilwock et al., 1986), sendo que a ultima transgressao
marinha ocorreu ha 5.100 anos (Hesp et al., 2007).

Considerando todas as informagdes disponiveis, esta regido do litoral do Brasil
foi descrita como uma area de contato secundario entre as espécies Drosophila
serido e Drosophila antonietae. Para a localidade de Floriandpolis-SC, foi elaborada
a hipotese de regido de simpatria entre estas espécies, sem formagao de hibridos.
Desta forma, a analise concomitante de varios marcadores, que possuam
informacdes diagndsticas para cada espécie, unindo informagdes histéricas e
recentes de um mesmo individuo, é uma estratégia importante para a identificacéo e
avaliacdo da hipotese de simpatria e possiveis eventos de introgressao, atuais ou

passados, que determinaram a dinamica desta area de contato.
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2- OBJETIVOS

» Caracterizar as populagdes de Drosophila serido e Drosophila antonietae da
localidade de Floriandpolis-SC, através da variagdo morfolégica da asa e do
edeago, de hapldtipos mitocondriais e por analise eletroforética da proteina
isocitrato desidrogenase (IDH).

» Avaliar indicios de possiveis hospedeiros preferenciais para oviposicao das
espécies Drosophila serido e Drosophila antonietae, com relagdo aos cactos
Opuntia monacantha e Cereus hildmaniannus, na localidade de Floriandpolis-
SC.

> ldentificar possiveis eventos de hibridagao e introgressao para caracterizar a

dindmica populacional envolvida na presente area de contato.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Material Biologico

Os individuos analisados durante o desenvolvimento deste trabalho foram
obtidos em duas coletas: em marco de 2003 e em dezembro de 2006, na localidade
de Florianopolis-SC (27°06'30"S, 45°41'50"W).

Na coleta de mar¢co de 2003 (cédigo N8), os individuos foram coletados
utilizando-se armadilhas fechadas, contendo como isca uma mistura de banana,
laranja e fermento biolégico (Saccharomyces cerevisiae), colocadas proximas as
cactaceas, onde permaneceram por dois ou trés dias. Apos este periodo, com
auxilio de rede entomoldgica, os individuos foram coletados e transferidos para
frascos de vidro, contendo meio de cultura. No laboratério, os individuos machos
foram identificados por analise morfolégica da terminalia masculina (edeago) (Vilela,
1983).

Na coleta de dezembro de 2006, foram coletados cinco cladédios em
decomposicédo: 4 da espécie Opuntia monacantha (cédigos N59cac1, N61cacé,
N61cac7 e N61cac8) e 1 da espécie Cereus hildmaniannus (cédigo N61cac5). Os
cladddios foram levados para o laboratério, envoltos individualmente em jornais e
devidamente identificados. No laboratorio, estes cladodios, colocados em terrarios,
foram observados para registro da emergéncia de moscas. As moscas que
emergiram destes cladédios foram retiradas com aspirador, identificadas e
congeladas para as analises posteriores.

Cada individuo foi caracterizado através da variagdo morfolégica da asa e do
edeago, sequéncias do DNA mitocondrial e por analise eletroforética da proteina
isocitrato desidrogenase (IDH).

Para a reclassificagao dos individuos nas analises discriminantes das asas e
dos edeagos, foram incluidos nas analises, como referéncia, 20 individuos de
Milagres-BA (12°52'12"S, 39°51'32"W) e 20 de Serrana-SP (21°1500"S,

47°34°00"W), localidades-tipo de D. serido e D. antonietae, respectivamente.
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3.2- Anélise Eletroforética

3.2.1- Preparagdo das Amostras

Nas analises eletroforéticas, foram utilizados abdémen e térax de 147
individuos. Os espécimes de Drosophila foram macerados individualmente em 30 pL
de agua destilada e deionizada; este homogeneizado foi absorvido por um papel de
filtro (4 X 7 mm) e aplicado em um gel de penetrose 14%, com dimensdes de 24 cm
x 11 cm x 8 mm, utilizando o sistema eletroforético TC1 (Segéo 3.2.2). Em cada gel
foram colocadas 25 amostras, sendo trés provenientes de individuos da isolinhagem
J92A91M, da espécie D. serido, caracterizada pelos alelos 1,05/1,05 (Morales, 2001)
e trés da isolinhagem J41P1M, da espécie D. antonietae, caracterizada pelos alelos
1,00/1,00 (Mateus e Sene, 2007), utilizados como referéncia para o posicionamento
e identificagao dos eletromorfos.

As amostras foram submetidas a eletroforese, em camara fria, durante 5
horas; a voltagem foi mantida constante na fonte a partir do momento em que atingiu
um valor de 3 V/cm no gel. A miliamperagem na fonte foi variavel.

Com o auxilio de espagadores e o uso de um fio de nylon, o gel foi cortado ao
meio. Uma fatia foi retirada e transferida para um recipiente de vidro, para receber a
solucao contendo o substrato e os corantes especificos para a enzima. Apds a
aplicacdo do corante, o gel foi transferido para uma estufa a 38°C, sem luz por,
aproximadamente, 10 minutos. O gel foi digitalizado e a imagem armazenada em
computador.

Posteriormente, a identificacdo dos individuos, por meio das analises
eletroforéticas, foi testada, com base na variagdo morfolégica dos caracteres asa e

edeago.

3.2.2- Sistema Eletroforético
O sistema eletroforético utilizado foi TC1 (modificado de Castanheira e Contel,
1995), sendo constituido por:
- tampao de eletrodos: Tris-Citrato pH 7,2 (Tris 0,340 M; Acido Citrico 0,103 M).
- tampao do gel: Tris-Citrato pH 7,6 (Tris 0,022 M; Acido Citrico 0,006 M).
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3.2.3- Sistema Enzimético

O sistema enzimatico utilizado foi isocitrato desidrogenase (IDH), que consiste
em: 10 mL de tampé&o Tris-HCL 0,1 M, pH 7,5; 10 mg de acido DL-isocitrico; 2 mg de
NADP; 2 mg de MTT; 1000 pl de MgCL; 1%; 0,6 mg de PMS; 3 mg de EDTA e

solugdo aquosa de agar 2% até dobrar o volume.

3.3- Anélise Morfométrica das Asas
Foram utilizadas 138 asas direitas, de individuos machos, nas analises de

morfometria geométrica. As asas foram dissecadas e fixadas em laminas
histoldgicas, sob laminulas, vedadas com esmalte e, depois, visualizadas em um
microscopio (Axioplan2 Zeiss). As imagens, ampliadas 50X, foram digitalizadas,
utilizando o sistema de captura de imagem digital Axiovision Zeiss, e armazenadas
em um computador.

Através do programa TPSdig 1.31 (Rohlf, 2001), foram digitalizados dez pontos
de referéncia em cada asa (Figura 2). As variaveis de forma foram obtidas com a
utilizagdo do método de Procrustes minimos quadrados generalizados (Rohlf e Slice,
1990; Bookstein, 1991, 1996; Rohlf e Marcus, 1993; Auffray et al.,1996; Dryden e
Mardia, 1998; Klingenberg et al., 2002), que elimina variagdes no tamanho, posig¢ao
e orientacdo. Retirando-se esses trés efeitos, as diferengas observadas puderam ser
atribuidas somente a forma. Através do programa TPSRelw (Rohlf 2003), 16
deformacgdes relativas (relative warps) foram geradas, sendo, entdo, utilizadas como
variavel independente nas analises morfométricas. Foi utilizada uma unica medida
de tamanho, o centrdide, calculado através da raiz quadrada da soma da distancia
ao quadrado entre cada ponto de referéncia e o centréide de cada asa (Dryden e
Mardia, 1998).
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Figura 2. Imagem representativa da asa de Drosophila serido, mostrando a sequiéncia dos 10

pontos de referéncia marcados em cada asa. Imagem ampliada 50X.

3.4- Anélise Morfométrica dos Edeagos

Foram utilizados 142 edeagos para as analises morfométricas. A preparagao de
laminas permanentes dos edeagos foi realizada de acordo com a técnica descrita
por Kaneshiro (1969). A genitalia masculina (hipandrium, epandrium e aedeagus),
retirada da extremidade do abdémen da mosca, foi colocada em uma solugao de
KOH 10%, e submetida a fervura (banho-maria) durante 15 minutos. Posteriormente,
o material foi lavado com agua destilada. Para a coloracéo, a genitalia foi transferida
para uma solugao de Gage (fuccina acida e acido acético glacial (4:1) e submetida a
fervura (banho-maria) por dois minutos, sendo, finalmente, lavada com etanol 95%.
Apos estes procedimentos, a genitalia foi dissecada e o edeago isolado foi colocado
sobre uma gota de Balsamo do Canada, previamente depositada na lamina. Sobre
este material, foi colocada uma laminula, a qual foi pressionada levemente para se
obter a posicao lateral do edeago na lamina. Os edeagos foram visualizados em um
microscopio (Axioplan2 Zeiss). As imagens, ampliadas 100X, foram digitalizadas,
utilizando o sistema de captura de imagem digital Axiovision Zeiss, e armazenadas
em um computador. As imagens digitais dos edeagos foram contornadas em um
editor de imagens (Jasc Paint Shop Pro 8). Foi considerada nas analises a parte
distal do edeago, que € a porg¢ao do 6rgao efetivamente envolvida na copula, por se
tratar da regido mais variavel da estrutura (Figura 3).

Para a quantificagcdo morfoldgica, foi realizada a analise eliptica de Fourier,
utilizada no estudo de contornos fechados complexos (Kuhl e Giardina, 1982). Em

linhas gerais, esta técnica ajusta cada contorno, através de uma soma
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potencialmente infinita de fungbes trigonométricas (senos e cosenos) de
comprimento de onda decrescentes, denominadas harmdnicas, cada qual composta
por quatro coeficientes. O método propde a decomposi¢cdo do contorno pela
variagdo em coordenadas x e y, separadamente, como fung¢des paramétricas da
distancia em corda cumulativa (t) ao longo do contorno. Estas duas variaveis sao,
entdo, expandidas como séries de Fourier.

A orientagdo do tamanho e da forma do contorno foi padronizada de acordo
com o tamanho e alinhamento da primeira elipse da harménica, que corresponde a
primeira aproximagao de Fourier para a informagado do contorno (Lestrel, 1997).
Desta forma, a representacdo da estrutura analisada é baseada somente nas
propriedades internas do contorno (a forma).

O numero de harmdnicas consideradas na analise define a precisdo da
descricdo do contorno (Liu et al., 1996). Foram consideradas 25 harmédnicas,
compostas por 100 coeficientes, os quais foram utilizados em uma matriz de
varidncia e covariancia na analise de componentes principais, que permite uma
sumarizagdo das informacgdes, acessadas nos coeficientes, e a redugdao da
dimensionalidade das variaveis em um numero menor de componentes principais
(PC). Cada PC é considerado uma variavel quantitativa de forma, e foi utilizada
como variavel independente na analise morfométrica. Apenas os componentes
principais que explicaram mais de 1% da variagdo da forma foram considerados. A
area do contorno foi utilizada como medida de tamanho. Os coeficientes de Fourier e
as variaveis quantitativas foram obtidos utilizando-se o programa SHAPE 1.2 (lwata
e Ukai, 2002).

Figura 3. Vista lateral de edeago de Drosophila serido e a area do contorno da porgéo do érgéo
considerada na andlise discriminante.
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3.5- Andlises Estatisticas
Os dados de morfometria geométrica foram processados mediante analises

discriminantes lineares no software STATISTICA 6.0 (Statsoft, 2001) e SPSS 15.0
(SPSS Inc.), para detectar o grau de divergéncia morfologica entre os individuos,
através das medidas geradas. A analise discriminante foi realizada através de trés
testes. O teste de Wilk’s A verificou a significancia estatistica da discriminagao entre
0s grupos, tratando-se de um teste geral para verificar a diferenca entre o conjunto
de medidas; quanto menor o valor do Wilk's A (variando entre 0 e 1) gerado pelo
teste, maior sera o grau de separacao dos grupos. Outro teste fornecido pela analise
foi a taxa de autoclassificacdo. Neste teste, foi fornecida a taxa de classificagao
correta dos individuos, em seus respectivos grupos de origem, com base
unicamente na média multivariada de suas medidas. Um terceiro teste foi a analise
discriminante com procedimento stepwise. Este teste verificou quais séo as variaveis

mais importantes na discriminagdo dos grupos.

3.6- DNA Mitocondrial

3.6.1- Individuos Amostrados

Para as analises da variacdo haplotipica do DNA mitocondrial, foram
selecionados 12 individuos, cujas analises aloenzimaticas e morfoldgicas foram
congruentes, classificando-os como D. serido ou D. antonietae. Além destes, foram
selecionados 5 individuos que apresentaram alguma incongruéncia com relagédo a
estes marcadores (mais detalhes no apéndice B). Como referéncia, foram incluidas
nas analises 179 sequéncias de D. serido e D. antonietae de Morales (2005).
(Apéndice A).

3.6.2- Extracdo de DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido de cabegas de individuos machos, isoladamente.
Em um tudo de microcentrifuga, contendo 120 uL de EDTA, 0,5 M e 500 uL de
solugcédo de lise de nucleo (Promega), o individuo foi macerado e homogeneizado.
Depois de adicionados 18 uL de Proteinase K 20 mg/mL ao homogeneizado, a
amostra foi incubada & 65°C por duas horas. Apds este periodo, foram adicionados

200 uL de solugéo de precipitagdo de proteinas (Promega) a amostra, que foi agitada
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vigorosamente por 20 segundos. O tubo de microcentrifuga, contendo a amostra, foi
colocado no gelo por cinco minutos €, em seguida, centrifugado por quatro minutos a
14.000 rpm. O sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para um novo tubo
contendo 600 pL de isopropanol, sendo centrifugado a 14.000 rpm por um minuto
para a precipitagdo do DNA. Para lavagem do DNA, foram adicionados 600 uL de
etanol 70% e a amostra centrifugada a 14.000 rpm por mais um minuto. O etanol foi
descartado e, depois de totalmente seco, o DNA foi ressuspendido em 100 uL de

agua bi-destilada autoclavada, e conservado a —20°C.

3.6.3- Isolamento do Gene Mitocondrial COI

O gene mitocondrial da Citocromo Oxidase | (COl) foi isolado e amplificado por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi feita em um
Termociclador PE Applied Biosystems (DNA Thermal Cycler 480). Cada amostra
continha, em média, 2 uL de DNA; 200 uM de dNTP; 0,4 uM de cada um dos primers;
1,5 uL de tampao; 1U de Taq polimerase (Promega) e agua estéril para completar 15
uL de volume final.

Os pares de primers utilizados para amplificar e sequenciar o gene COI foram
TY-J-1460: 5TACAATTTATCGCCTAAACTTCAGCC3' (forward) e C1-N-2191:
5'CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC3' (reverse) (Simon et al, 1994). As
condigbes da PCR para amplificagdo foram: 1 min 30 s a 94°C e 30 ciclos de 40 s a
94°C; 40 s a 46°C e 2 min a 72°C.

3.6.4- Eletroforese em Gel de Agarose 0,8%

O resultado da amplificagao foi verificado por meio de eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Para a preparacao do gel, 0,8 g de agarose foi diluida em 100 mL de
Tampdo TBE 1X a 100°C, aproximadamente. A solugdo foi despejada sobre placa
horizontal, e apds a solidificacdo do gel, a placa foi transferida para a cuba de
eletroforese, contendo o mesmo tampao de fusdao da agarose. A eletroforese foi
realizada em 80 mA, durante cerca de uma hora. O gel foi corado com uma solugao
de brometo de etidio em tamp&o TBE 1X. O DNA contido no gel foi visualizado por

meio de exposic¢ao a luz UV, utilizando-se um transiluminador.
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3.6.5- Purificagdo dos Fragmentos de DNA para Sequenciamento

Os produtos da PCR do gene mitocondrial COI foram purificados com o conjunto
de reagentes ExoSAP-IT (Amersham Biosciences Part of GE Healthcare), seguindo-
se as instrucbes do fabricante. Para cada 5 pL do produto da PCR, foram
adicionados 2 pyL de ExoSAP-IT. Em seguida, essa mistura foi submetida a banho

térmico nas seguintes condicdes: 15 min a 37°C e 15 min a 80°C.

3.6.6- Seqliienciamento Direto

Para a reagao de sequienciamento, foi usado o conjunto de reagentes BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), que utiliza o protocolo
de sequenciamento de Sanger et al. (1977). Cada amostra a ser sequenciada
continha 2,0 uL de BigDye, o qual contém os nucleotideos e as enzimas necessarias
a reacgéao; 7 uL de DNA purificado e 3 uL de um dos primers (forward ou reverse).

As amostras foram submetidas & PCR nas seguintes condicdes: 2 s a 96°C e 25
ciclos de 10 s a 96'C; 5sa50°C e 4 min a 60°C.

A reacdo de precipitagdo envolveu varias lavagens do DNA. Primeiramente,
foram adicionados 80 uL de isopropanol 75% aos tubos de microcentrifuga,
contendo as reagdes de sequenciamento, que foram agitados e deixados em
repouso por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, cada amostra foi
centrifugada a 14.000 rpm por 45 minutos e o sobrenadante descartado.
Posteriormente, cada tubo recebeu 200 uL de etanol 70% resfriado, sendo
novamente agitados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o DNA novamente lavado com etanol 70% resfriado. As amostras
foram mantidas em estufa a 37°C, até a completa evaporagao do alcool.

As amostras foram sequenciadas em um sequenciador automatico de DNA
modelo ABI Prism 377.

3.6.7 — Andlises das Sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram comparadas, corrigidas e editadas manualmente
com o auxilio do programa CHROMAS LITE versédo 2.0. Os alinhamentos multiplos
das sequéncias foram gerados no programa CLUSTAL W versao 1.8 (Thompson et
al., 1994).
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As analises comparativas foram feitas tendo como base sequéncias
previamente obtidas para as espécies Drosophila serido e Drosophila antonietae
(Apéndice A). As redes de haplotipos foram construidas pelo programa TCS v. 1.21
(Clement et al., 2000).
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4- RESULTADOS

4.1- Variabilidade Alélica da Aloenzima IDH

Foram analisados 66 individuos coletados na natureza (codigo N8), dos quais
62 eram homozigotos para o alelo 1,05, caracteristico de Drosophila serido, e 4
eram homozigotos para o alelo 1,00, caracteristico de Drosophila antonietae (Tabela
1, Figura 4).

Do cladédio em decomposigao do cacto Cereus hildmaniannus, emergiram 47
individuos, sendo que 41 foram caracterizados pelo alelo 1,05 e 6 pelo alelo 1,00
(Tabela 2).

Dos 4 cladddios de Opuntia monacantha, emergiram 34 individuos, todos
caracterizados pelo alelo 1,05 (Tabela 2).

Nao foram observados individuos heterozigotos para os alelos 1,00 e 1,05 do

gene da IDH.

Tabela 1. Numero de individuos analisados, localidade de procedéncia e seus respectivos gendtipos
e freqliéncias para a enzima isocitrato desidrogenase (IDH).

Localidade Cddigo Gendtipos Freqluéncia N°de individuos
Florianopolis-SC N8 1,00/1,00 0,06 4
1,05/1,05 0,94 62
Total 66

Tabela 2. Gendtipos e freqiiéncias dos individuos que emergiram dos cactos Cereus hildmaniannus e
Opuntia monacantha, da localidade de Florian6polis-SC.

Caddigo Cacto Gendtipos Frequéncia N°de Individuos
N59cac1  Opuntia monacantha 1.05/1.05 1,00 5
N61cac6 Opuntia monacantha 1.05/1.05 1,00 3
N61cac7 Opuntia monacantha 1.05/1.05 1,00 7
N61cac8 Opuntia monacantha 1.05/1.05 1,00 19
N61cacS Cereus hildmaniannus  1.05/1.05 0,93 41
1.00/1.00 0,07 6

Total 81
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Figura 4. Imagem digitalizada de gel de penetrose 14%, apos reagdo para marcadores da enzima
isocitrato desidrogenase (IDH). Os pogos 1, 12, 18 e 24 representam os alelos 1,00/1,00,
caracteristicos da espécie Drosophila antonietae. Os pogos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16,
17, 19, 20, 21, 22, 23 e 25 representam os alelos 1,05/1,05, caracteristicos da espécie Drosophila
serido.

4.2- Analise Morfométrica das Asas

Foi analisada a variagdo morfolégica das asas de 138 individuos machos,
através de andlises discriminantes. Para isso, foram geradas 16 Deformacgdes
Relativas (Relative Warps), pelo programa TPSRelw, que foram capazes de explicar
100% da variagao total da forma das asas e foram utilizadas como variaveis
independentes nas analises multivariadas. As Deformagdes Relativas 1, 2, 3, 7, 8,
11, 13 e 15 foram significativas para a discriminacdo das espécies, como
representado pela tabela 3.

De acordo com a analise de variancia multivariada (MANOVA), diferengas
significativas foram encontradas entre as espécies (Wilks' Lambda: 0,40619, p<
0,00001). As fungdes lineares discriminantes geradas foram capazes de classificar
corretamente 96,4% de todos os individuos (Tabela 4) e 92,1% dos individuos foram

corretamente identificados nos testes de validagao cruzada (Tabela 5).
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Tabela 3. Variaveis (Deformacdes Relativas), geradas pelo programa TPSRelw, utilizadas nas
analises discriminantes das asas; valores dos testes de Wilk e nivel de significancia (p); proporgéo de
variagao independente e variagdo cumulativa das variaveis. Em destaque, estdo representadas as
variaveis que foram significativas para a discriminagcédo das espécies D. serido e D. antonietae. Wilks'
Lambda: 0,40619, p< 0,00001.

Varidvel Wilks' - Lambda  p-level Variacdo (%) Cumulativo (%)
RelW1 0,477734 0,000011 35,49% 35,49%
Relw2 0,497519 0,000001 20,87% 56,36%
RelW3 0,433468 0,005318 12,96% 69,32%
RelW4 0,418644 0,05744 9,46% 78,78%
RelW5 0,407195 0,586231 5,43% 84,20%
RelW6 0,407629 0,515225 4,15% 88,35%
Relw7 0,517 0,0000001 2,49% 90,84%
RelWw8 0,508767 0,0000001 2,20% 93,04%
RelWw9 0,407467 0,539756 1,62% 94,65%
RelW10 0,416827 0,078782 1,32% 95,97%
RelW11 0,423147 0,027038 1,16% 97,14%
RelW12 0,406488 0,766271 1,00% 98,13%
RelW13 0,423455 0,025712 0,75% 98,89%
RelW14 0,41547 0,100338 0,50% 99,39%
RelwW15 0,419882 0,046522 0,39% 99,78%
RelW16 0,406197 0,956903 0,22% 100,00%

Tabela 4. Reclassificagao correta de individuos, de acordo com as analises discriminantes das asas.
Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de individuos corretamente
classificados. 96,4% de todos os individuos foram corretamente classificados.

D. serido D. antonietae
D. serido 108 2
(98,2%) (1,8%)
D. antonietae 3 26
(10,3%) (89,7%)
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Tabela 5. Identificagao de individuos, por validagao cruzada, de acordo com a analise discriminante
das asas. Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de individuos
corretamente classificados. 92,1% de todos os individuos foram corretamente classificados.

D. serido D. antonietae
D. serido 103 7
(93,6%) (6,4%)
D. antonietae 4 25
(13,8%) (86,2%)

4.2.1- Anédlise Discriminante das Populagcfes

Para esta analise, foi feita uma comparacao entre as asas das populacdes de
D. serido e D. antonietae, da localidade de Florianépolis, com as populagdes de
suas respectivas localidades-tipo.

A figura 5 representa a distribuicdo grafica que combina os valores de cada
individuo, gerados pela analise discriminante, sobre as medidas morfométricas das
asas das populacdes analisadas.

As funcbes lineares discriminantes geradas foram capazes de classificar
corretamente 92% de todos os individuos (Tabela 6) e 86,2% dos individuos foram
corretamente identificados nos testes de validacdo cruzada (Tabela 7). (Wilks'
Lambda: 0,1297; p<0,00001).

A figura 6 representa a variabilidade da morfologia das asas das populagdes,
calculada a partir das deformacgdes relativas (RelW) 1, 2 e 3. A populagéo de D.
serido de Floriandpolis apresentou uma variabilidade menor em relacdo a populagao
de Milagres, e de acordo com RelW 1 e 3, a variabilidade destas duas populagdes
se sobrepde. A populagcdo de D. antonietae de Floriandpolis apresentou uma
variabilidade maior em relacdo a populacédo de Serrana. Foi observada sobreposi¢ao
na variabilidade morfolégica das asas das populagdes de D. serido e D. antonietae

nas 3 variaveis.
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Tabela 6. Reclassificacao correta dos individuos, de acordo com as analises discriminantes das asas.
Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual dos individuos corretamente
classificados. 92% de todos os individuos foram corretamente classificados.

D. serido D. serido D. antonietae D. antonietae
Milagres-BA Florian6polis-SC  Serrana-SP  Florian6polis-SC
D. serido 16 2 2 0
Milagres-BA (80%) (10%) (10%) (0%)
D. serido 2 86 1 0
Florian6polis-SC (2,2 %) (96,6%) (1,1%) (0%)
D. antonietae 1 2 17 0
Serrana-SP (5%) (10%) (85%) (0%)
D. antonietae 0 1 0 8
Florian6polis-SC (0%) (11,1%) (0%) (88,9%)

Tabela 7. lIdentificagdo de individuos, por validagdo cruzada, de acordo com as analises
discriminantes das asas. Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de
individuos corretamente classificados. 86,2% de todos os individuos foram corretamente

classificados.
D. serido D. serido D. antonietae D. antonietae
Milagres-BA Florian6polis-SC  Serrana-SP  Florian6polis-SC
D. serido 14 2 4 0
Milagres-BA (70%) (10%) (20%) (0%)
D. serido 3 84 1 1
Florianépolis-SC (3,4 %) (94,4%) (1,1%) (1,1%)
D. antonietae 2 3 15 0
Serrana-SP (10%) (15%) (75%) (0%)
D. antonietae 0 2 1 6
Florian6polis-SC (0%) (22,2%) (11,1%) (66,7%)
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Figura 5. Diagrama com a distribuicdo grafica dos valores individuais, gerados pela analise
discriminante, sobre as medidas morfométricas das asas das populac¢des analisadas.

Wilks lambda=,42351, F(9, 321,4 )=15,119, p=0,0000
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Figura 6. Representagao grafica da variabilidade da morfologia da asa das populacdes de Drosophila
serido e Drosophila antonietae de Florianépolis-SC e das respectivas localidades-tipo, calculada a
partir das deformacdes relativas 1, 2 e 3. As barras verticais indicam um intervalo de confianga de
95%.
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4.3- Anélise Morfométrica dos Edeagos

Foi analisada a variagao morfologica dos edeagos de 142 individuos, através
de analises discriminantes. Para isso, foram gerados 96 componentes principais
(PCs) independentes, pelo programa SHAPE 1.2. Foram utilizados 10 PCs, que
juntos explicaram 93,19% da variagdo total da forma dos edeagos (Tabela 8). A
figura 7 representa as variagdes da forma dos contornos dos edeagos de Drosophila
serido e Drosophila antonietae, calculadas a partir dos 10 componentes principais.

De acordo com a MANOVA, diferengas significativas foram encontradas entre
as espécies (Wilks' Lambda: 0,26836; p<0,00001). As fungdes lineares
discriminantes geradas e os testes de validacdo cruzada foram capazes de

classificar corretamente 97,2% de todos os individuos (Tabela 9).

Tabela 8. Relagdo dos 10 componentes principais (PCs), gerados pelo programa SHAPE 1.2,
utilizados nas analises discriminantes dos edeagos; valores dos testes de Wilk e nivel de significancia
(p); proporcéo de variacdo independente e variacdo cumulativa dos PCs. Em destaque, estdo
representadas as variaveis que foram significativas para a discriminagdo das espécies D. serido e D.
antonietae. Wilks' Lambda: 0,26836, p<0,00001.

Variavel Wilks' - Lambda  p-level Variacdo (%) Cumulativo (%)

PC1 0,276483 0,049325 30,9681 30,9681
PC2 0,283332 0,008001 23,2163 54,1844
PC3 0,51947 0,0000001 13,9053 68,0897
PC4 0,301201 0,000110 8,0893 76,179
PC5 0,284577 0,005834 6,8063 82,9853
PC6 0,276201 0,053381 3,2838 86,2691
PC7 0,268356 0,989603 2,2581 88,5271
PC8 0,275343 0,068069 1,9534 90,4805
PC9 0,270141 0,354087 1,5262 92,0068
PC10 0,292529 0,000831 1,1787 93,1855
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Tabela 9. Identificagcdo dos individuos, por validacdo cruzada, de acordo com as analises
discriminantes dos edeagos. Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de

individuos corretamente classificados. 97,2% de todos os individuos foram corretamente
classificados.

D. serido D. antonietae
D. serido 111 1
(99,1%) (0,9%)
D. antonietae 3 27
(10%) (90%)
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Variavel Drosophila serido Drosophila antonietae
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Figura 7. Variagdo da forma dos contornos dos edeagos de Drosophila serido e Drosophila
antonietae, calculada a partir dos 10 componentes principais, com sobreposicdo do formato médio e
desvio padrao de cada PC.
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4.3.1- Anédlise Discriminante das Populacfes

As fungdes lineares discriminantes dos edeagos foram capazes de classificar
corretamente 88% de todos os individuos (Tabela 10) e 82,4% dos individuos foram
corretamente identificados nos testes de validagdo cruzada (Tabela 11). (Wilks'
Lambda: 0,11283; p<0,0000).

A figura 8 representa a distribuigdo grafica que combina os valores de cada
individuo, gerados pela analise discriminante, sobre as medidas morfométricas dos
edeagos das populagdes analisadas.

A figura 9 representa a variabilidade da morfologia dos edeagos das
populagdes, calculada a partir dos componentes principais (PC) 1, 2 e 3. A
populacdo de D. serido de Floriandpolis apresentou uma variabilidade menor em
relacdo a populagdo de Milagres, e de acordo com o PC 3, a variabilidade destas
duas populagdes se sobrepbde. O PC 3 foi a variavel mais significativa, capaz de
discriminar completamente as duas espécies. A populacdo de D. antonietae de
Floriandpolis apresentou uma variabilidade maior em relagcdo a populacdo de

Serrana.

Tabela 10. Reclassificagdo correta dos individuos, de acordo com as analises discriminantes dos
edeagos. Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de individuos
corretamente classificados. 88% de todos os individuos foram corretamente classificados.

D. serido D. serido D. antonietae D. antonietae
Milagres-BA Florian6épolis-SC  Serrana-SP  Florian6polis-SC
D. serido 13 6 0 1
Milagres-BA (65%) (30%) (0%) (5%)
D. serido 4 87 0 1
Florian6polis-SC (4,3 %) (94,6%) (0%) (1,1%)
D. antonietae 0 0 19 1
Serrana-SP (0%) (0%) (95%) (5%)
D. antonietae 0 3 1 6
Florian6polis-SC (0%) (30%) (10%) (60%)
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Tabela 11. Identificagcdo dos individuos, por validagdo cruzada, de acordo com as analises
discriminantes dos edeagos. Em destaque, estdo representados o numero e o valor percentual de
individuos corretamente classificados. 82,4% de todos os individuos foram corretamente
classificados.

D. serido D. serido D. antonietae D. antonietae
Milagres-BA Florian6polis-SC  Serrana-SP  Florian6polis-SC
D. serido 11 8 0 1
Milagres-BA (55%) (40%) (0%) (5%)
D. serido 7 84 0 1
Florianépolis-SC (7,6%) (91,3%) (0%) (1,1%)
D. antonietae 0 0 17 3
Serrana-SP (0%) (0%) (85%) (15%)
D. antonietae 0 3 2 5
Florian6polis-SC (0%) (30%) (20%) (50%)
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Figura 8. Diagrama com a distribuicdo grafica dos valores individuais, gerados pela analise
discriminante, sobre as medidas morfométricas dos edeagos das populagdes analisadas.
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Wilks lambda=,35186, F(9, 331,14)=19,721, p=0,0000
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Figura 9. Representagédo grafica da variabilidade da morfologia dos edeagos das populagbes de
Drosophila serido e Drosophila antonietae de Florianépolis-SC e das respectivas localidades-tipo,
calculada a partir dos componentes principais 1, 2 e 3 . As barras verticais indicam um intervalo de
confianca de 95%.

4.4- DNA Mitocondrial

A genealogia de 196 sequéncias do DNA mitocondrial foi obtida com o auxilio
do programa TCS v. 1.21 (Clement et al., 2000). Foram geradas duas redes de
haplétipos ndo enraizadas, indicando a existéncia de duas linhagens evolutivas
distintas, que representam as linhagens de Drosophila serido e Drosophila
antonietae.

Neste trabalho, foram analisadas as sequéncias de 17 individuos e foram
identificados 3 haplotipos. Sete individuos apresentaram o haplétipo 1 (Hap 1)
(Figura 10), caracteristico da linhagem evolutiva de D. serido, que de acordo com
Morales (2005), esta presente nas localidades de Floriandpolis-SC, Praia Grande-
SC, Governador Celso Ramos-SC, Camboriu-SC, Milagres-BA, Manoel Vitorino-BA,
Itaberaba-BA e Mucuri-BA, constituindo o haplétipo mais freqliente desta espécie.

Foram identificados dois haplétipos caracteristicos da linhagem evolutiva de D.
antonietae: os haplétipos 2 e 3 (Hap 2 e Hap 3) (Figura 11). Sete individuos
apresentaram o haplétipo 2, que esta presente nas localidades de Floriandpolis-SC,

Armacao-SC, Laguna-SC, Arroio Teixeira-RS, Cornélios-RS, Tramandai-RS, Osorio-
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RS, Santiago-RS e Viamao-RS (Morales, 2005). Trés individuos apresentaram o
haplétipo 3 e foram caracterizados pelos alelos 1,05/1,05 para a enzima IDH,
caracteristico de D. serido. Este haplétipo esta presente nas localidades de
Florianépolis-SC e Garopaba-SC, ambas descritas como area de simpatria de
haplétipos mitocondriais de D. serido e D. antonietae por Morales (2005). As

sequéncias dos 3 haplétipos encontrados sdo mostradas na figura 12.
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Figura 10. Rede de haplétipos n&o enraizada para D. serido, gerada através das sequéncias do gene
mitocondrial COIl, de Morales (2005), com o auxilio do programa TCS v. 1.21. O quadrado, em
destaque, representa a frequéncia e possivel genealogia do haplétipo 1, de Morales (2005) e obtido
neste trabalho, apresentando a maior probabilidade de ser o mais antigo dentro da genealogia (output
weight = 0.1958). Cada linha da rede representa um Unico passo mutacional; haplotipos séo
representados por numeros dentro de elipses, cujo tamanho é proporcional ao numero de individuos

que os possuem; os circulos vazios indicam haplétipos hipotéticos, que sado intermediarios
necessarios entre os que foram amostrados, mas que nao foram observados na amostra.
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Figura 11. Rede de haplétipos ndo enraizada para D. antonietae, gerada através das seqiiéncias do
gene mitocondrial COI, de Morales (2005), com o auxilio do programa TCS v. 1.21. O quadrado e a
elipse, em destaque, representam a frequéncia e possivel genealogia dos haplétipos 2 e 3, de
Morales (2005) e obtidos neste trabalho, sendo que o haplétipo 2 apresenta a maior probabilidade de
ser o mais antigo dentro da genealogia (output weight = 0.1541). Cada linha da rede representa um
unico passo mutacional; haplétipos sao representados por niumeros dentro de elipses, cujo tamanho é
proporcional ao numero de individuos que os possuem; os circulos vazios indicam haplotipos
hipotéticos, que s&o intermediarios necessarios entre os que foram amostrados, mas que nao foram

observados na amostra.
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Figura 11. Sequiéncia dos 3 haplétipos obtidos neste trabalho, a partir do seqlienciamento das 640 bases da primeira metade de gene mitocondrial COl. O
haplétipo 1 representa a espécie Drosophila serido e os haplétipos 2 e 3 representam a espécie Drosophila antonietae.
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4.5- Andlises Totais

Dos individuos analisados neste trabalho, 100 foram caracterizados,
concomitantemente, pela variacdo alélica da aloenzima IDH e pela variagéo
morfolégica da asa e do edeago, para avaliar a congruéncia nos agrupamento
taxonémico definidos por estes marcadores. Destes, 17 individuos também foram
caracterizados pela variagao haplotipica mitocondrial do gene COI.

De acordo com as analises aloenzimaticas, apenas um individuo n&o foi
agrupado em concordancia com os caracteres morfologicos.

Tendo como parametro o agrupamento taxondmico definido pelas analises
aloenzimaticas, o numero de individuos com agrupamento discordante foi: 4
individuos, de acordo com as analises morfométricas das asas; 3 individuos, de
acordo com as analises morfométricas dos edeagos e 2 individuos, de acordo com a
variabilidade haplotipica mitocondrial.

A tabela 12 apresenta os resultados das analises para identificacdo dos

individuos amostrados, de acordo com a respectiva técnica utilizada.
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Tabela 12. Identificagdo dos individuos de Drosophila serido e Drosophila antonietae, da localidade
de Florianopolis, através de analises eletroforéticas da proteina isocitrato desidrogenase (IDH),
variagdo morfolégica da asa e do edeago e sequiéncias do gene mitocondrial COIl. N8: codigo da
coleta de margo de 2003. N59 e N61: cédigos de coleta de cladodios de dezembro de 2006.

Amostra Asa Edeago Aloenzima (IDH) mtDNA (COlI)
N8-26 D. serido D. serido D. serido
N8-29 D. serido D. serido D. serido
N8-30 D. serido D. serido D. serido D. serido
N8-31 D. serido D. serido D. serido
N8-34 - D. serido D. serido
N8-35 D. serido D. serido D. serido
N8-42 D. serido D. serido D. serido
N8-44 D. serido D. serido D. serido
N8-48 D. serido D. serido D. serido
N8-53 D. serido D. serido D. serido
N8-54 D. serido D. serido D. serido
N8-56 D. serido D. serido D. serido
N8-61 D. serido D. serido D. serido
N8-66 D. serido D. serido D. antonietae
N8-67 D. serido D. serido D. serido
N8-68 D. serido D. serido D. serido
N8-79 D. serido D. serido D. serido
N8-80 D. serido D. serido D. serido
N8-81 - D. antonietae D. antonietae
N8-84 D. serido D. serido D. serido
N8-86 D. serido D. serido D. serido
N8-94 D. serido D. serido D. serido
N8-95 D. serido D. serido D. serido
N8-96 D. serido D. serido D. serido
N8-97 D. serido D. serido D. serido D. serido
N8-98 D. serido D. serido D. serido
N8-99 D. serido D. serido D. serido
N8-100 D. serido D. serido D. serido
N8-101 D. serido D. serido D. serido
N8-105 D. serido D. serido D. serido
N8-106 D. serido D. serido D. serido
N8-107 D. serido D. serido D. serido
N8-109 D. antonietae D. serido D. serido D. serido
N8-111 D. serido D. serido D. serido
N8-112 D. serido D. serido D. serido
N8-113 D. serido D. serido D. serido
N8-114 D. serido D. serido D. serido
N8-115 D. serido D. serido D. serido
N8-116 D. serido D. serido D. serido
N8-119 D. serido D. serido D. serido
N8-120 D. serido D. serido D. serido
N8-121 D. serido D. serido D. serido
N8-122 D. serido D. serido D. serido

continua
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N8-123
N8-124
N8-125
N8-126
N8-127
N8-128
N8-132
N8-135
N8-136
N8-139
N8-141

N59cac1-2
N59cac1-3
N59cac1-4
N59cac1-5
N61cac5-13
N61cac5-14
N61cac5-15
N61cac5-16
N61cac5-17
N61cac5-18
N61cac5-19
N61cac5-20
N61cac5-21
N61cac5-22
N61cac5-23
N61cac5-24
N61cac5-25
N61cac5-26
N61cac5-28
N61cac5-29
N61cac5-43
N61cac5-54
N61cac5-55
N61cac5-56
N61cac5-57
N61cac5-58
N61cac5-59
N61cac6-1
N61cac6-3
N61cac7-1
N61cac7-2
N61cac7-3
N61cac8-1
N61cac8-2
N61cac8-4
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mtDNA (COI)

D. antonietae

D. serido

D. serido

D. serido

D. antonietae
D. antonietae

. antonietae
. antonietae
. antonietae

o0

D. antonietae

D. serido

D. serido
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5- Discusséo e Conclusdes

As espécies Drosophila serido e Drosophila antonietae, cactofilicas e
pertencentes ao “cluster” Drosophila buzzatii, sdo alopatricas na maior parte de suas
areas de ocorréncia. Entretanto, analises populacionais prévias descreveram a
localidade de Floriandpolis-SC como area de contato secundario, com populagdes
de D. serido e D. antonietae em simpatria, sem formagdo de hibridos. Com a
finalidade de testar esta hipotese, foram analisados individuos provenientes da
localidade de Floriandpolis-SC, a partir da variagdo morfolégica da asa e do edeago,
das analises eletroforéticas da proteina isocitrato desidrogenase (IDH) e sequéncias
do DNA mitocondrial.

Os resultados das analises aloenzimaticas mostraram que o alelo 1,05,
caracteristicos de D. serido, foi identificado em uma freqiéncia maior em relagdo ao
alelo 1,00, caracteristico de D. antonietae, na localidade de Florian6polis-SC (94% e
6%, respectivamente). Andlises prévias, de individuos coletados em margo de 1998,
mostraram um padr&o diferente, com uma frequéncia maior do alelo 1,00 (84%) em
relacdo ao alelo 1,05 (16%). (Morales, 2001). Esta variacdo pode sugerir uma
influéncia da sazonalidade na dindmica desta area de contato.

A flutuacdo na abundancia de individuos de uma espécie pode estar
diretamente relacionada a exposicdao a diferentes condi¢cbes climaticas, como
temperatura, umidade e intensidade luminosa, além de variacdo na disponibilidade
de recursos alimentares durante o ano. Os padrdes sazonais de ocorréncia de cada
espécie sao produtos de um longo e continuo processo de adaptacédo as condi¢coes
ambientais as quais a espécie esta exposta (Pinheiro et al., 2002; Tidon, 2006; De
Toni et al., 2007). Para as espécies D. serido e D. antonietae, esta sazonalidade
pode estar relacionada a fatores como preferéncia e disponibilidade de sitios de
oviposicao, relacionados as diferentes espécies de cactos, um recurso vital para
manutencio de suas populagdes.

Entre as espécies de Drosophila cactofilicas, existe um exemplo bem
conhecido de flutuagdo populacional sazonal. As espécies Drosophila pachea, D.
mettleri e D. nigrospiracula, associadas a diferentes espécies de cactos colunares,
sao simpatricas no deserto de Sonora, na América do Norte. Estas espécies
apresentam diferenciacado sazonal consideravel na distribuicdo espacial e temporal
dos recursos alimentares e no tamanho populacional tipico, relacionada com o

tamanho e espessura dos cactos hospedeiros (Breitmeyer e Markow, 1998).



54

Em sua area de ocorréncia, populagdes de D. serido sdo encontradas em areas
com diferentes espécies de cactos, mas existem poucos registros de emergéncia
desta espécie nestes diferentes cactos. Alguns registros mostram emergéncia de
individuos a partir do cacto Cereus fernambucencis, no litoral do estado de Séao
Paulo (Pereira et al., 1983) e no litoral do estado do Rio Grande do Sul foram
observadas emergéncias a partir dos cactos Cereus hildmaniannus e Opuntia
monacantha (Ruiz et al., 2000). Neste trabalho foi observada a emergéncia de D.
serido, em uma frequéncia alta, em ambas as espécies de cactos O. monacantha e
C. hildmaniannus, os quais ocorrem em simpatria na localidade de Floriandpolis.
Estes dados sugerem auséncia de preferéncia da espécie D. serido para oviposig¢ao
nestes cactos (Tabela 2).

Drosophila antonietae, em sua area de ocorréncia, estad associada ao cacto C.
hildmaniannus (Pereira et al., 1983), embora em localidades do litoral do Rio Grande
do Sul tenham sido identificados individuos que emergiram de O. monacantha (Ruiz
et al., 2000). As analises eletroforéticas mostraram que, na amostra analisada,
espécimes de D. antonietae emergiram somente do cacto C. hildmaniannus, em
uma frequéncia baixa.

De qualquer forma, a aparente preferéncia de D. antonietae pela utilizagao do
cacto hospedeiro Cereus hildmaniannus, como sitio de oviposi¢céo, pode ser melhor
entendida através de estudos ecoldgicos adicionais, para verificar quais fatores
influenciariam esta especificidade e as possiveis consequéncias desta
especificidade para a histéria evolutiva das duas espécies na presente area de
contato.

Entre as espécies do “cluster” Drosophila buzzatii, o padrdo de utilizagcdo da
planta hospedeira tem sido bem estudado em D. buzzatii e D. koepferae (Fanara et
al., 2004, 2006; Carreira et al.,, 2006, 2008; Soto et al., 2007, 2008). Neste caso,
sabe-se que existe certa sobreposicdo de nicho entre estas espécies na natureza,
havendo, porém, preferéncia de D. buzzatii por cladodios de Opuntia e de D.
koepferae por cladddios de Cereus e Trichocereus (Hasson et al., 1992). Além disso,
alguns resultados mostram que a utilizacao destas diferentes espécies de cactos
hospedeiros interferem em caracteres de vida das espécies, alterando de forma
significativa o tamanho e a forma do edeago e asas em espécies do cluster D.
buzzatii (Fanara et al., 1999; 2004; Soto et al., 2007).
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A evolucdo e a divergéncia das espécies do “cluster” D. buzzatii estao,
aparentemente, relacionadas a histéria de utilizacdo de diferentes sitios de
oviposicdo (Hasson et al., 1992; Fanara et al., 1999; Soto et al.,, 2007a, c).
Mudangas de cacto hospedeiro podem acelerar a divergéncia em caracteristicas
associadas a utilizacdo deste novo recurso, como sobrevivéncia, sistemas
sensoriais, tempo de desenvolvimento e de oviposi¢cao, (Fanara e Hasson, 2001;
McBride, 2007; Markow e O’Grady, 2005), além de poder causar, como
consequéncia direta ou como subproduto, a evolugao de isolamento sexual entre
populagdes (Coyne e Orr, 2004; Etges et al., 2006).

Neste trabalho, foram encontrados os alelos da enzima IDH apenas em
homozigose. A provavel auséncia de individuos heterozigotos, atualmente, sugere
que as populacdes de D. serido e D. antonietae estdo em simpatria na localidade de
Floriandpolis, isoladas reprodutivamente. Este resultado corrobora dados de Morales
(2001, 2005) e Bizzo (em preparagao), obtidos em toda a extensdao da area de
contato descrita para populagdes das espécies D. serido e D. antonietae.

Entre as espécies do “cluster” D. buzzatii foram identificadas, até o momento,
varias populagdes de diferentes espécies em simpatria (Silva e Sene, 1991; Franco
et al., 2008); porém, nao foram descritos individuos hibridos, o que € um indicio da
existéncia de isolamento reprodutivo entre estas espécies na natureza. No
laboratério, porém, o acasalamento entre alguns pares de espécies é possivel:
machos de D. buzzatii sdo capazes de fertilizar fémeas de D. koepferae, produzindo
machos estéreis e fémeas férteis, as quais podem se retrocruzar com machos de D.
buzzatii (Naveira e Fontdevila, 1986). Individuos de populagdes de D. antonietae, de
Puerto Tirol-Argentina, e D. serido, de Arraial do Cabo-RJ, podem se cruzar e
produzir F1 fértil, com viabilidade inferior (Bizzo, 1983). Ja os cruzamentos entre D.
antonietae, de Serrana-SP, e D. serido, de Milagres-BA, indicam F1 viavel, com
machos apresentando disgenesia gonadal e fémeas aparentemente normais e
férteis em retrocruzamentos (Morales, dados n&o publicados). Analises de
isolamento reprodutivo em laboratério, envolvendo diferentes espécies do “cluster”
D. buzzatii, mostraram variagdo na fertilidade e fecundidade entre as linhagens,
além de alguns cruzamentos completamente estéreis, e produgcdo de hibridos F1
que nao deixaram F2 (Madi-Ravazzi et al., 1997; Machado et al., 2002, 2006) .

As variagdes morfométricas, entre e dentro dos grupos de organismos, refletem

a expressao de um fendtipo resultante de um controle poligénico integrado, que é
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alterado durante a cladogénese e a evolugdo dos grupos (Falconer, 1989). Além
disso, muitos fatores epigenéticos e ambientais podem afetar a formacdo de uma
estrutura (Atchley et al.,, 1992), o que torna dificil a identificacdo das causas da
divergéncia morfolégica entre populagdes e espécies. Alguns casos ilustram a
relacdo entre caracteristicas morfoldégicas e variaveis ambientais: as mudancgas
sazonais no tamanho da asa em D. melanogaster (Sevenster e Van Halphen, 1993),
e a influéncia da temperatura e do tipo de substrato larval no tamanho e na forma do
edeago de diversas espécies de Drosophila (Andrade et al., 2005; Soto et al., 2007,
Soto et al., 2008).

Os resultados das analises morfométricas de asas e edeagos deste projeto
permitiram a identificacdo e agrupamento da maioria dos individuos da area de
contato, em concordancia com suas descricdes taxondmicas, em D. serido e D.
antonietae.

A abordagem morfométrica, utilizando pontos de referéncia, é eficiente nas
analises de asas de insetos, pois estas s&o, em geral, estruturas bidimensionais,
caracterizadas pela presenca de marcos anatdbmicos resultantes de interseccoes de
veias, facilmente identificaveis. A analise morfométrica das asas tem sido muito
utilizada na discriminagdo de espécies cripticas (Moraes et al.,, 2004a, 2004b;
Esguicero, 2006) e deteccdo de variagédo intra-especifica (Hass e Tolley, 1998;
Moraes e Sene, 2004c). Desta forma, esta estrutura tem se mostrado um carater
adequado para o uso em estudos evolutivos. No presente projeto, a identificagao de
individuos, por validagao cruzada, de acordo com a analise discriminante das asas,
foi capaz de agrupar corretamente 93,6% dos individuos da espécie D. serido e
86,2% dos individuos da espécie D. antonietae.

Nas anadlises das asas das populagbes de Florianépolis e Serrana, alguns
individuos identificados como pertencentes a D. antonietae, considerando a variagao
alélica enzimatica, foram considerados mais semelhantes as populagcbes de D.
serido do que com a populacdo da mesma espécie. Estes dados concordam com os
resultados encontrados por Franco et al. (2008), em analises de asas de algumas
espécies do “cluster” D. buzzatii, que sugerem que, embora haja pronunciada
diferenciagdo morfolégica na asa das espécies analisadas, a variabilidade intra-
especifica € maior do que a variagao interespecifica, sendo este marcador, portanto,
menos consistente para identificacdo das espécies do “cluster’” D. buzzatii, em

relagdo ao edeago.
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Os métodos para contornos sao, muitas vezes, aplicados quando nao existem
marcos anatdémicos homologos claramente identificaveis e precisos (Mc Lellan e
Endler, 1998; Monteiro e Reis, 1999; Rohlf, 1990a). A analise do contorno do
edeago pode revelar aspectos da forma que n&o sdo capturados pelos marcos
anatbmicos, como a curvatura e rugosidade, tendo sido aplicada com sucesso na
analise da forma de edeagos de Drosophila pertencentes ao “cluster” D. buzzatii
(Franco et al., 2008; Soto et al.,, 2007). Através da técnica de morfometria
geométrica aplicada aos edeagos, foram geradas fung¢des lineares discriminantes,
que foram capazes de classificar corretamente 99,1% dos individuos da espécie D.
serido e 90% dos individuos da espécie D. antonietae.

A populagdo de D. serido da localidade de Floriandpolis apresentou menor
variagdo morfolégica nos edeagos, podendo ser diferenciada da populagdo de
Milagres-BA, localidade-tipo da espécie. Uma possivel explicagdo para esta menor
variacdo morfolégica € uma colonizagdo da localidade de Floriandpolis e efeito do
fundador, corroborando dados de analises de diversidade haplotipica mitocondrial,
que sugerem colonizagdo do litoral brasileiro, a partir de expansdes de area das
populagdes do interior da Bahia (Morales, 2005). De fato, populagdes pequenas
tendem a apresentar diversidade genética menor, quando comparada as populagdes
grandes (Frankham, 1996; Gitzendanner e Soltis, 2000). Outra possibilidade para
esta diferenciagdo observada é ser o resultado de character displacement no
fendtipo do macho, devido a selecdo favorecendo acasalamentos conspecificos
nesta area de contato, o que caracteriza um processo de reforco do isolamento
reprodutivo, podendo reduzir a amplitude de fendtipos aceitos pelas fémeas (Noor,
1999).

A reclassificagdo dos grupos nas analises morfométricas foi congruente com o
agrupamento taxonémico definido pelas analises aloenzimaticas na maior parte da
amostra, corroborando a hipotese de existéncia de populagdes de D.serido e D.
antonietae em simpatria, na localidade de Floriandpolis.

Para as analises das sequéncias do gene mitocondrial COl, foram selecionados
17 individuos, considerando amostras que foram totalmente congruentes com os
demais marcadores e amostras que apresentaram alguma incongruéncia. Foram
identificados trés haplétipos: o haplétipo 1, caracteristico da linhagem evolutiva de D.

serido, e os haplétipos 2 e 3, caracteristicos da linhagem evolutiva de D. antonietae.
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O haplétipo 1 esta presente nas localidades de Floriandpolis-SC, Praia Grande-
SC, Governador Celso Ramos-SC e Camboriu-SC, além de ser compartilhado por
individuos provenientes das localidades de Milagres-BA, Manoel Vitorino-BA,
Itaberaba-BA e Mucuri-BA (Morales, 2005), constituindo o haplétipo mais frequente
de D. serido. Os principais fatores apontados para explicar esta distribuicdo foram
expansdes de area das populagdes do interior da Bahia, em diregao ao litoral e, no
litoral, fluxo génico restrito, devido a isolamento por distancia (Morales, 2005).

O haplétipo 2 esta presente nas localidades de Floriandpolis-SC, Armacgao-SC,
Laguna-SC, Arroio Teixeira-RS, Cornélios-RS, Tramandai-RS, Osério-RS, Santiago-
RS e Viamédo-RS (Morales, 2005). De Brito et al. (2002a) e Morales (2005)
sugeriram uma expansao de area de ocorréncia das populagdes do interior do
estado do Rio Grande do Sul em direcdo a costa atlantica brasileira, colonizando o
litoral do estado do Rio Grande do Sul, e expansado da area de ocorréncia em
diregdo ao norte, até o litoral do estado de Santa Catarina, seguindo as populagdes
de cactos pelas dunas desses dois estados brasileiros. Os dados geomorfologicos
indicam que a formacao desta planicie costeira é recente, datada da era Cenozdica,
e foi diretamente afetada pelas regressdes e transgressdes marinhas dos ultimos
10.000 anos (Villwock et al., 1986), sendo que a ultima transgressdo marinha
ocorreu ha 5.100 anos (Hesp et al., 2007).

O haplétipo 3, neste trabalho, € representado por trés individuos, que
apresentaram alelos da enzima IDH e caracteres morfolégicos caracteristicos da
espécie D. serido. Este haplétipo foi alocado na rede de D. antonietae, e esta
presente nas localidades de Floriandpolis-SC e Garopaba-SC, ambas descritas
como area de simpatria de haplétipos mitocondriais de D. serido e D. antonietae
(Morales, 2005). Os individuos de Garopaba nao foram caracterizados por
marcadores morfologicos ou aloenzimaticos, de forma que ndo se pode afirmar se o
memo padao de discordancia entre os marcadores se repete nesta localidade.

Analises moleculares mostram que muitos pares de espécies filogeneticamente
proximas compartilham alguns genes, potencialmente devido a retengado de
polimorfismo ancestral ou eventos de hibridagédo, seguidos de introgressao (Avise,
2000; Machado et al., 2002; Funk e Omland, 2003; Charlesworth et al., 2005; Mallet,
2005). Alguns critérios para distinguir hipéteses de polimorfismo ancestral e
introgressdo de genes mitocondriais foram criados, apesar de frequentemente se

mostrarem inadequados (Schneider-Broussard et al., 1998), de modo que ainda nao
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existem métodos diagndsticos amplamente aceitos (Holder et al.,, 2001; Funk e
Omland, 2003). A distingao entre polimorfismo ancestral e introgressdo se torna
dificil, pois ambos podem produzir topologias similares em arvores de genes (Holder
et al.,, 2001) e, em muitos casos, ndo se pode rejeitar estatisticamente uma das
hipoteses.

Considerando que as espécies D.serido e D.antonietae sao filogeneticamente
préximas e compartilham a inversao fixa 2x’, a incongruéncia entre os marcadores
pode ser explicada por retengao de polimorfismo ancestral. Entretanto, esta hipbtese
pode ser favorecida quando o haplétipo compartilhado € ancestral, enquanto os
haplétipos espécie-especificos sdo derivados (Baker et al., 2003; Donnelly et al.,
2004; Omland et al.,, 2006). O haplétipo 3, encontrado neste trabalho, n&o é
considerado ancestral, portanto, ndo apoiando a hipotese de polimorfismo ancestral.
Porém, outros critérios devem ser avaliados para que esta hipotese seja rejeitada.

Uma abordagem utilizada para explicar o compartilhamento de haplétipos por
especies diferentes € a comparagao entre populagcdes simpatricas e alopatricas. Sob
a hipétese de polimorfismo ancestral, ndo sdo necessarias predicdes a respeito da
distribuicdo geografica das linhagens, enquanto sob a hipdtese de introgresséo,
espera-se que esta seja mais comum se as duas espécies estejam em simpatria,
pela maior facilidade de ocorréncia de hibridagdo, principalmente quando a
capacidade de dispersdo dos organismos € baixa. (Hare e Avise, 1998; Kulikova et
al., 2004, 2005). Este padrao foi observado, pois a incongruéncia envolvendo o
haplétipo 3 foi encontrado apenas em duas localidades, onde as populagdes de D.
serido e D. antonietae s&o simpatricas.

Similarmente, em uma area de simpatria de duas espécies de besouros do
género Ochthebius, individuos hibridos nédo foram identificados em analises
aloenzimaticas, sugerindo a existéncia de isolamento reprodutivo entre as
populacdes. Porém, foi identificado o compartihamento de alelos caracteristicos
apenas em populacdes simpatricas, o que foi interpretado como evidéncia de fluxo
génico ancestral (Urbanelli, 2002; Urbanelli e Porretta, 2008).

Outro critério muito utilizado é a comparagao entre DNA mitocondrial e nuclear.
A auséncia de polimorfismo compartilhado de genes nucleares tem sido interpretada
como tempo de divergéncia longo entre as espécies, com introgressdao do DNA
mitocondrial (Ballard, 2000), enquanto o extensivo compartilhamento de genes

nucleares tem sido interpretado como evidéncia de divergéncia recente e retengao
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de polimorfismo ancestral (Wilson et al., 2000; Sefc et al.,, 2005). No presente
trabalho, entretanto, este critério ndo pode ser avaliado, pois nao temos, até o
momento, haplétipos nucleares para as populagdes destas areas.

Deste modo, a presencga do haplétipo 3 nas populagdes de D. serido pode ser
devido a eventos de introgressdo de genes mitocondriais de D. antonietae, como
resultado de eventos de hibridagc&do passados.

Apds um evento de introgressao, seguido por isolamento entre as populagdes
por muito tempo, o compartilhamento de haplétipos entre duas espécies pode nao
ser observado, devido as mutacdes que eventualmente possam ter ocorrido nos
mesmos. Desta forma, o haplétipo caracteristico de D. antonietae foi observado na
espécie D.serido, ainda que este hapl6tipo ndo seja idéntico a qualquer outro dentro
da rede (Funk e Omland, 2003).

A introgressdo de genes mitocondriais € mais comum que a de genes
nucleares (Rieseberg e Soltis, 1991; Whittemore e Schaal, 1991; Dorado et al.,
1992; Arnold, 1993; Bernatchez et al., 1995), e algumas explicagcbes citadas s&o
relacionadas a processos de desequilibrio citonuclear (Arnold, 1993), esterilidade de
hibridos machos (Aubert e Solignac, 1990) e ao menor tamanho populacional efetivo
do DNA mitocondrial, por ser hapldide e possuir herangca matrilinea (Avise et al.,
1987; Moritz et al., 1987; Moore, 1995).

Nas espécies Drosophila santomea e Drosophila yakuba, foi encontrada uma
extensiva introgressao de genes mitocondriais, embora exista grande diferenciacéo
entre elas, de acordo com marcadores nucleares (Bachtrog et al., 2006).
Introgressao unidirecional de genes mitocondriais foi identificada em espécies do
género Anopheles (Donnelly et al., 2004), besouros do género carabus (Sota, 2002;
Takami e Suzuki, 2005), sapos do género Rana (Plotner et al., 2008), estrelas do
mar do género Asterias (Harper e Hart, 2007), entre outros exemplos.

No “cluster” D. buzzatii, indicios de introgressdo foram identificados entre
algumas espécies. Foi verificada a presenga de polimorfismos compartilhados entre
as espécies D. koepferae e D. buzzatii, o que foi interpretado como indicador de
eventos de fluxo génico interespecifico, ancestral ou atual (Gémez e Hasson, 2003;
Piccinali et al., 2004). Analises de variagdo haplotipica mitocondrial sugerem
introgressao unidirecional de DNA mitocondrial de uma populagao de D. antonietae
para D. gouveai, enquanto analises de loci de DNA satélites destas populagdes nao

mostraram qualquer indicio de introgressao de genes nucleares (Manfrin et al., 2001;
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DeBrito et al., 2002a; Franco et al., 2006). Evidéncias de introgressao de haplétipos
mitocondriais também foram encontradas nas espécies D. serido, D. gouveai, D.
seriema e D. borborema, embora nenhum indicio de introgressdo do gene nuclear
period tenha sido identificado (Franco et al., 2008).

Os indicios de introgressao de haplétipos mitocondriais e a aparente auséncia
de fluxo génico atual entre as populag¢des de D. serido e D. antonietae evidenciam a
hipotese de refor¢o do isolamento reprodutivo nesta area de contato secundario. O
padrao de discriminacdo para acasalamentos conspecificos, maior em populacdes
simpatricas, pode ser consequéncia de uma divergéncia populacional, denominada
“character displacement” ecoldgico (Losos, 2000; Dayan e Simberloff, 2005), que
ocorre em populagdes simpatricas, provavelmente reduzindo a competigao
interespecifica, permitindo a coexisténcia entre duas espécies (Schluter e McPhail,
1992; Grant, 1994).

Os dados disponiveis sugerem que 0s processos que determinaram a
formacdo desta area de contato sdo multiplos, e, provavelmente, sobrepostos,
envolvendo fatores ecoldgicos, histéricos, genéticos e geomorfolégicos na dinédmica
desta regido. Os padrdes distintos encontrados para os diferentes marcadores
utilizados nesta area de contato podem sugerir varios eventos de contato e
separagdao entre as populacbes destas espécies, envolvendo diferentes
consequéncias relacionadas a possiveis eventos histéricos de fluxo génico e
introgresséao entre as populagoes.

Os resultados obtidos até 0 momento sugerem a existéncia de simpatria entre
as populagdes de D. serido e D. antonietae, na localidade de Floriandpolis-SC, além
de possiveis eventos ancestrais de introgressdo de genes mitocondriais nesta
localidade.

A histéria evolutiva das espécies D. serido e D. antonietae e a formagao da
area de contato entre elas é muito complexa, tanto que a medida que novos estudos
sdo realizados, novas perguntas surgem, evidenciando a importancia de novas

investigacoes sobre este problema bioldgico.
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APENDICE A. Relagédo das localidades amostradas por Morales (2005), incluidas neste trabalho, e
as espécies e haplétipos identificados. Entre parénteses esta o nimero de individuos que apresentam

o respectivo haploétipo.

Localidade Espécie Cédigo Haplotipos
Milagres-BA D. serido J92/1431 1(3); 4; 13(2); 14
Manoel Vitorino-BA D. serido J93 1(3); 13(2);15.
Andarai-BA D. serido J94 16;17.
Itaberaba-BA D. serido J95 1(2); 18.
Mucuri-BA D. serido Muc1 /Muc2 1(3); 19; 22(3); 23; 24; 25; 26
Arraial do Cabo-RJ D. serido N20 37(2); 19; 22(5); 37(2).
Sao Sebastiao-SP D. serido N17/J99 19(6) 20; 21; 32; 33.
Guaratuba-SP D. serido N2 19(4); 22 27.
Ilha de Alcatrazes-SP D. serido Ilh 22(2); 3
Pauba-SP D. serido N19 19(4); 22 34; 35.
Cianorte-PR D. antonietae D93 39.
Florianépolis-SC Area de contato J22/N8 1(8); 2(3); 3(2); 5; 28; 29; 40;41;42;
43; 44; 45; 51; 82(2); 83; 84; 85.
Praia Grande-SC D. serido J52 1(5); 7; 8; 9; 10.
Garopaba-SC Area de contato J56 3(2); 11;12; 73; 74.
Gov. Celso Ramos-SC Area de contato N9 1(2); 86.
Armacao-SC D. antonietae J55 2(3); 67; 68; 69; 70; 71; 72.
Laguna-SC D. antonietae J57 2;75;76;77; 78; 79; 80.
Camboriu-SC D. serido N10 1; 30.
llha de S&o Francisco-SC D. serido N11 31.
Santiago-RS D. antonietae J27/J28 2(6); 58; 59(2); 60; 61; 62; 63; 64;
65; 66.
Arroio Teixeira-RS Area de contato J23 2(2); 6; 46; 47; 48; 49(2).
Cornélio-RS D. antonietae J24 2(2); 50; 51.
Tramandai-RS D. antonietae J25 2(2); 49; 52; 53(2); 54; 55.
Oso6rio-RS D. antonietae J26 2(4); 49; 56; 57(3).
Viamao-RS D. antonietae Via 2(3); 81.
Capao da Canoa-RS D. antonietae H42 38.
Total 179
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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