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O periodo do Quaterndrio foi marcado por alteracdes considerdveis no clima e vegetacdo. No
Hemisfério Sul, as glaciagdes foram mais amenas, entretanto, houve a redugdo da temperatura e o
clima tornou-se mais seco. Dessa forma, ocorreram contragdes na distribuicao da Mata Atlantica e
sua substituicao por outros tipos, condizentes ao clima, como o Cerrado e a Caatinga. Assim, a
vegetacdo de Mata Atlantica ficou restrita a locais imidos e com temperaturas mais amenas,
conhecidos como refiigios, os quais abrigaram grande parte da biodiversidade neste periodo.
Sabe-se que essas alteracdes paleoclimdticas influenciaram a dindmica populacional de muitas
espécies, especialmente no Hemisfério Norte, porém ainda ndo esta claro o quanto esses impactos
influenciaram as espécies de distribuicdo Neotropical. As duas espécies em questdo, Drosophila
maculifrons e D. griseolineata, pertencem ao grupo guaramunu de Drosophila e sdao consideradas
espécies irmas, que divergiram aproximadamente hd 4 milhdes de anos. Porém, apesar do grau de
parentesco, elas apresentam alguns padrdes ecoldgicos distintos, sendo a primeira mais generalista
e a segunda mais restrita a ambientes florestais. Devido a essa heterogeneidade ecoldgica, essas
duas espécies sdo potenciais indicadoras das conseqiiéncias genéticas ocasionadas pelas
flutuacdes climdticas do Quaterndrio, principalmente em face de uma perspectiva comparativa. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a diversidade intra-especifica de diferentes populacdes de
D. maculifrons e D. griseolineata, analisar a estruturacio de individuos e populacdes nestas duas
espécies do grupo guaramunu e inferir as forcas ecoldgicas e evolutivas que modelaram sua
distribuicdo ao longo do sul e sudeste brasileiros. Para isso, nossa amostragem conta com 114
individuos distribuidos ao longo das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste do Brasil e Medellin na
Colombia. Foram realizadas andlises de modelagem, bem como andlises filogenéticas e
filogeograficas, sendo que essas duas ultimas basearam-se nas sequéncias dos genes COI
(Citocromo Oxidase Subunidade I) e COII (Citocromo Oxidase Subunidade II). De uma forma
geral, os resultados que inferiram a distribuicdo dos habitats mais adequados para cada espécie
indicam que as duas espécies apresentam diversos pontos de simpatria, embora D. maculifrons
seja mais amplamente distribuida em territério brasileiro. De acordo com as andlises
filogeogréficas, D. maculifrons apresenta baixos niveis de diversidade e estruturacdo em nivel de
DNA mitocondrial, o que pode ser explicado por um evento de expansido populacional recente,
datado para aproximadamente 20 a 30 mil anos. Por outro lado, D. griseolineata apresenta niveis
moderados de diversidade e estruturacdo populacional e suas populacdes parecem ter se mantido
estdveis ao longo do tempo, apresentando um padrdo de isolamento por distancia. E, pois,
interessante avaliar os fatores ecoldgicos e/ou evolutivos responsdveis por toda essa diferenca, e
esta dissertacio representa um primeiro passo rumo a esse entendimento.

Palavras-chave: Filogeografia. Quaternario. Gene COI. Gene COII.
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The Quaternary period was marked by considerable changes on climate and vegetation. In the
Southern Hemisphere, glaciations were milder than in the Northern Hemisphere, however, there
were temperature reductions, and the climate became drier. Thus, climate-related modifications
occurred in the Atlantic forest vegetation, which contracted its distribution being substituted
towards other types, such as Cerrado and Caatinga . The original Atlantic forest vegetation
became restricted to moist locations with milder temperatures, called refuges, which sheltered
most part of the biodiversity at this time. It is known that such paleoclimatic changes affected the
population dynamics of many species, especially in the Northern Hemisphere. However, it is still
not clear how much these impacts influenced the species of the Neotropical region. The two
species of this study, Drosophila maculifrons and Drosophila griseolineata, belong to the
guaramunu group of Drosophila, and are considered sister-species that diverged about four
million years ago. However, disregarding their close phylogenetic relationships, they present
some distinct ecological patterns, the first species being more generalist, and the second more
restricted to forest environments. Due to this ecological heterogeneity, these two species are
potential indicators of the genetic consequences caused by the climatic fluctuations of the
Quaternary, especially in face of a comparative perspective. The aims of this study were to
evaluate the intraspecific diversity of different D. maculifrons and D. griseolineata populations,
analyze the structure of individuals and populations in these two species of the guaramunu group
and identify the ecological and evolutionary forces that modeled their distribution in
Southern/Southeastern Brazil. In order to do so, 114 individuals were collected along the South,
Southeast and Center-west regions of Brazil and Medellin, Colombia. Modeling analysis was
performed, together with phylogenetic and phylogeographic analyses, with the last based in
sequences of COI (Cytochrome Oxidase Subunit I) and COII (Cytochrome Oxidase Subunit II)
genes. In general, the results that inferred the distribution of the most suitable habitat for each
species indicate that the two species occur in sympatry at several points, although D. maculifrons
is more widely distributed than D. griseolineata, at least in the brazilian territory. According to
our phylogeographic analysis, D. maculifrons presents low levels of diversity and structure for
mtDNA, which could be explained by a recent populational expansion event, dated for about 20 to
30 thousand years ago. On the other hand, D. griseolineata shows moderate levels of diversity and
population structure, and its populations seem to have remained stables along time, showing a
pattern of isolation by distance. So, it is interesting to evaluate the ecological and/or evolutionary
factors which are responsible for all this difference, and this work represents a first step towards
this understanding.

Keywords: Phylogeography. Quaternary. Gene COI. Gene COIL.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1 A familia Drosophilidae

Drosophilidae € considerada uma das familias mais diversas e amplamente distribuidas
da ordem Diptera, apresentando aproximadamente 4.100 espécies distribuidas ao longo de 76
géneros (Bichli, 2011). Esses géneros estdo divididos em duas subfamilias: Steganinae e
Drosophilinae, (Toda, 2007, Bichli, 2008). Segundo Grimaldi (1988), evidéncias fosseis e
biogeograficas sugerem que a divergéncia entre estas duas subfamilias ocorreu ha pelo menos
70 milhoes de anos.

Throckmorton (1975), com base em dados fésseis e biogeograficos, concluiu que a
familia Drosophilidae originou-se nas regides tropicais do Velho Mundo. Este autor considera
que a evolugdo da familia deu-se, principalmente, a partir de ancestrais que utilizavam fungos
crescidos em folhigco como principal fonte de alimento. A diversificacdo de substratos seria o
resultado de adaptacdes naturais, com uma certa énfase na utilizacdo de frutos. A evolugdo de
nicho associada a diversificacdo dos substratos explorados parece fornecer uma Otima
explicacdo para o sucesso evolutivo da familia (Robe ef al. 2010).

Dentre todos os géneros alocados na familia Drosophilidae, pode-se destacar o género
Drosophila. Considerado o mais abundante em niimero de espécies [cerca de 1.162, segundo
Béchli (2011), 181 das quais apresentam registro para o Brasil segundo Gottschalk et al.
(2008)], este género estd dividido em 8 subgéneros, dentre os quais destacam-se, pela
diversidade, os subgéneros Sophophora (336 espécies) e Drosophila (734 espécies). Embora
o subgénero Sophophora, que inclui a espécie-modelo Drosophila melanogaster, seja
amplamente explorado em trabalhos evolutivos, o subgénero Drosophila ainda apresenta
algumas incertezas e controvérsias relacionadas a sua histéria evolutiva. Parte deste
desconhecimento deve-se, provavelmente, a auséncia de resolu¢do obtida por alguns estudos
devido ao seu histdrico evolutivo envolvendo rapidas e sucessivas radiacdes (Throckmorton,
1975, Robe et al. 2005). Entretanto, muitas outras questdes perduram devido a auséncia de
estudos. Neste contexto, torna-se relevante estudar a evolucdo dos grupos que fazem parte do
subgénero Drosophila, como é o caso do grupo guaramunu, foco principal da presente

dissertacdo.
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1.1.1 O grupo guarani/guaramunu

O grupo guarani foi descrito por Dobzhansky & Pavan (1943) e apresentava-se
constituido por seis espécies amplamente distribuidas na América do Sul e América Central.
Andlises de dados morfoldgicos permitiram a divisdo do grupo guarani em dois subgrupos
(King, 1947): o subgrupo guarani que incluia Drosophila guaru KING 1947, Drosophila
ornatifrons DUDA 1927 (= Drosophila guarani de acordo com Vilela & Bichli, 1990) e
Drosophila subbadia PATERSON & MAINLAND 1943; e o subgrupo guaramunu
constituido pelas espécies Drosophila guaraja KING 1947, Drosophila maculifrons DUDA
1927 (= Drosophila guaramunu de acordo com Vilela & Bichli, 1990) e Drosophila
griseolineata DUDA 1927. No entanto, atualmente, a tendéncia € considerar os membros do
subgrupo guaramunu como um grupo a parte (o grupo guaramunu) (Throckmorton, 1975,
Yotoko et al. 2003, Robe et al. 2005, 2010a e b), e esta tendéncia serd seguida na presente
dissertagdo.

A idéia de elevar o subgrupo guaramunu a categoria de grupo vem sendo proposta
desde Kastritsis (1969), o qual revelou que Drosophila griseolineata e Drosophila
maculifrons sdo mais proximamente relacionadas com espécies do grupo tripunctata do que
com outros membros do grupo guarani. Caracteres moleculares nucleares e/ou mitocondriais
estudados posteriormente vieram a confirmar esta hipétese (Yotoko et al. 2003, Robe et al.
2005, Hatadani et al. 2009, Robe et al. 2010a e b) ao suportar o agrupamento de D.
maculifrons e D. griseolineata como um cluster independente e filogeneticamente distante das
espécies D. ornatifrons, D. guaru e D. subbadia. Apesar destas evidéncias Béchli (2011),
ainda mantém o status de subgrupo para cada um destes conjuntos de espécies.

Segundo Throckmorton (1975), o grupo guaramunu pertence a radiagado tripunctata do
subgénero Drosophila, que inclui outros grupos, tais como: calloptera, guarani, cardini,
macroptera, pallidipennis, rubrifrons, sticta, tripunctata. Estudos moleculares vém
confirmando essa hipdtese, pois mostram o grupo guaramunu como um grupo monofilético,
situado na radiacdo immigrans-tripunctata do subgénero Drosophila (Yotoko et al. 2003,
Robe et al. 2005, Robe et al. 2010a e b). Em nivel mais restrito, Robe et al. (2010b)
apresentaram o grupo guaramunu agrupado a D. mediopicta [pertencente ao grupo
tripunctata, subgrupo III de acordo com a classificacdo proposta por Frota-Pessoa (1954)],
formando um clado irmao da linhagem composta por D. paramediostriata, D. mediopictoides

e D. mediodiffusa, espécies pertencentes ao grupo fripunctata, subgrupos II, III e IV,
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respectivamente. Segundo esses autores, esses dois clusters, junto as espécies D. mediostriata
(grupo tripunctata subgrupo IIl), D. crocina (grupo tripunctata subgrupo IIl), D. nappae
(grupo tripunctata subgrupo I) e D. ornatipennis (grupo calloptera) compdem a linhagem
mediostriata, uma das trés grandes linhagens que compdem a radiacdo tripunctata neste
trabalho.

De acordo com Robe et al. (2010a), o grupo guaramunu divergiu ha cerca de 6
milhdes de anos atrds, enquanto a linhagem mediostriata como um todo diversificou-se ha
aproximadamente 20 milhdes de anos. Neste sentido, eventos paleogeograficos pré-glaciais
do Terciario parecem ter sido importantes na origem e diversificagdo destas linhagens. Robe
et al. (2010a) também suportam uma origem Neotropical para a radiagcdo tripunctata como
um todo, apresentando evidéncias biogeograficas de uma rota de colonizag¢do ancestral que sai
do Velho Mundo, expande para as regides Holdrticas e invade o Neotrépico possivelmente
através da Beringia, em um cendrio espacial semelhante ao sugerido por Throckmorton
(1975). A dispersdo e diversificacdo das espécies pertencentes a radiacdo tripunctata no
Neotropico em uma rota de colonizacdo Norte-Sul foi ainda suportada em uma anélise
comparativa de riqueza ancestral/derivada realizada posteriormente (Robe et al. 2010b).

Apesar de que diversos trabalhos tenham sido realizados no sentido de esclarecer as
relagdes filogenéticas entre as espécies do grupo guarani/guaramunu principalmente no que
se refere a andlise de polimorfismos cromossomicos (Cunha et al, 1953, Salzano, 1955,
Kastritsis, 1969), morfologia cromossdmica (Brncic, 1953, Kastritsis, 1969), padroes de
isolamento reprodutivo, (King, 1947), andlise de dados moleculares e morfolégicos (Robe et
al. 2002), até o momento ndo ha estudos voltados para a filogeografia de espécies da radiagao
tripunctata, o que poderia vir a testar os cendrios espaco-temporais apresentados acima em
uma escala microevolutiva. A Unica excecdo, neste caso, ¢ um estudo de filogeografia
envolvendo espécimes brasileiros de D. polymorpha (Brisson et al. 2005), embora nesse caso
os padrdes filogeogréficos obtidos tenham sido utilizados para testar hip6teses envolvendo a

origem e manutencao da variacdo nos niveis de pigmentacdo abdominal.

1.1.2 Drosophila maculifrons e D. griseolineata

Drosophila maculifrons e D. griseolineata sao duas espécies irmas (Robe et al. 2005,

2010a e b) amplamente distribuidas na regido Neotropical (Béchli, 2011). Drosophila
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griseolineata € encontrada em regides do Brasil, Bolivia, Colombia, Equador e Venezuela; D.
maculifrons apresenta registros no Brasil e Peru (Bichli, 2011). Segundo Salzano (1955), na
regido sul da América Latina, D. maculifrons € mais comum e amplamente distribuida que D.
griseolineata, sendo que a primeira é mais generalista, encontrada tanto em regides de Mata
Atlantica como regides do bioma Pampa, enquanto a segunda parece ser mais restrita a
regides de Mata Atlantica. Este autor encontrou uma correlacdo positiva entre amplitude de
ocorréncia e niveis de polimorfismo cromossdmico na comparagdo entre as duas espécies,
com D. maculifrons apresentando-se mais polimérfica em nivel citogenético do que D.
griseolineata.

O uso de um relégio molecular relaxado e calibragdo com dados fésseis levaram a
inferéncia de que a divergéncia entre D. maculifrons e D. griseolineata ocorreu ha
aproximadamente 4 milhdes de anos atrds (Robe et al. 2010a). Os resultados de King (1947),
refutando a possibilidade de inseminagdo interespecifica entre estas espécies, sdo compativeis
com os moderados niveis de divergéncia encontrados sob uso de diferentes marcadores

(Tabela 1).

Tabela 1 — Distancias entre D. maculifrons e D. griseolineata obtidas sob uso do modelo
Kimura 2-Parametros (Kimura, 1980) com diferentes marcadores.

Gene Distancia*
COI (citocromo oxidase subunidade 1) 0,028
COII (citocromo oxidade subunidade II) 0,03
hb (huchback) 0,029
amd(alfa metildopa) 0,052
ddc (dopa descarboxilase) 0,041

*Valores obtidos com base em sequéncias disponiveis no Genbank.

1.2 Filogeografia: conceitos, marcadores e aplicacoes

A filogeografia é um campo da ciéncia que utiliza informacdes genéticas para estudar
a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas, especialmente aquelas encontradas

dentro das espécies (Avise, 2000). Ela apresenta como objetivo decifrar os componentes
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espaciais e temporais da estrutura populacional e interpretar os processos ecoldgicos e
evolutivos responsdveis por eles (Beheregaray, 2008). Através da amostragem adequada dos
individuos e de seus genes torna-se possivel testar hipoteses biogeograficas e inferir os
processos de origem, distribuicio e manutencdo da biodiversidade, bem como descrever a
evolucdo do isolamento reprodutivo de unidades populacionais (Beheregaray, 2008).

Nos ultimos 15 anos tornou-se mais acessivel estudar cada um desses eventos através
de suas conseqiiéncias genéticas, que podem ser usadas para inferir e interpretar 0s processos
evolutivos que afetaram as populacdes de dada espécie ao longo da histéria (Hewitt, 2000).
Essa acessibilidade deve-se ao fato da facilidade de obtencdo do DNA de cloroplasto, do
DNA mitocondrial e de fragmentos de DNA provenientes de regides nucleares ndo
codificadoras, ideais para estudos evolutivos baseados no periodo Quaterndrio. Por outro lado,
o emprego de marcadores como microssatélites ¢ AFLPs sao mais apropriados para estudos
de eventos recentes (Hewitt, 2000).

Neste cenario, os marcadores mitocondriais vém sendo amplamente empregados em
estudos filogeograficos de diversas espécies animais, uma vez que o mesmo evolui mais
rapidamente que o DNA nuclear, de modo a acumular um maior nimero de diferencas,
mesmo quando espécies proximas sdo comparadas (Hebert et al. 2004b). Além disso, o
genoma mitocondrial apresenta uma série de outras vantagens (Roe & Sperling, 2007): o
DNA mitocondrial € hapléide, apresenta heranca materna, recombinac¢do ausente ou limitada,
€ mais resistente a degradac@o e apresenta regides altamente conservadas que possibilitam a
constru¢do de primers mais robustos. Outro motivo frequentemente apontado refere-se ao fato
de que o tamanho efetivo populacional do genoma mitocondrial é cerca de um quarto do
genoma nuclear, o que estd intimamente relacionado com o seu menor tempo de coalescéncia
(Whitworth et al. 2007).

O uso crescente de marcadores moleculares como ferramenta nos estudos de
filogeografia reflete o alto grau de confiabilidade dos dados, que podem ser usados para
inferir eventos que coincidiram com o periodo evolutivo de formag¢do de unidades

populacionais, como grandes alteracdes geograficas ou climéticas.
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1.2.3 AlteracOes ambientais do periodo Quaternario

Diversos fatores histéricos, geograficos e/ou climaticos (como movimentos tectonicos,
formacdo de montanhas, efeito de barreiras geograficas impostas pelos rios e flutuacdes
climéticas) parecem ter influenciado a distribuicdo e a estruturacdo das populacdes de
diferentes espécies habitantes do Hemisfério Sul ao longo da sua evolucdo (Haffer, 1997).
Assim, além das alteragdes climéticas que ocorrem ao longo da histéria das espécies, sua
demografia pode ser influenciada, por exemplo, pelos diferentes niveis de latitude e altitude, e
isso fornece, muitas vezes, condicdes para que ocorra a aclimatacdo dos individuos (Hewitt,
2000). Estimativas temporais dos eventos de diversificacao de espécies Neotropicais indicam
que diferentes linhagens vém se originando continuamente desde o Eoceno/Oligoceno até o
Pleistoceno, embora eventos paleogeogrificos do Tercidrio ou eventos paleocliméticos do
Quaterndrio possam ser apresentados como preponderantes para diferentes grupos de espécies
(Rull, 2008).

O Quaternario representou um periodo de alteracdes climdticas constantes e
periddicas, com repetidos periodos glaciais e interglaciais. O tltimo periodo glacial iniciou-se
por volta de 116 mil anos e teve fim ha 12 mil anos, quando teve inicio o periodo interglacial
presente, o Holoceno (Ledru et al, 2009). Essas flutuacdes climéticas globais refletiram na
distribuicao dos seres vivos (Bennett, 1997; Hewitt, 2000). A maioria dos estudos climéticos
envolvendo o periodo do Quaterndrio tardio no Brasil concentra-se na regidao Sul e Sudeste e
baseia-se em registros fosseis de graos de pdlen. Porém, esses registros ainda sdo escassos se
comparados a América do Norte e Europa (Behling, 1997).

Durante os periodos glaciais o Hemisfério Norte foi expressivamente coberto por
geleiras que avancaram sobre os continentes, extinguindo grande parte das espécies nao
adaptadas a condicdes glaciais, e criando refligios para a persisténcia de populacdes em
alopatria. Testes filogeograficos para a valida¢do dos modelos de presenca e localizacdao de
refigios podem ser desenvolvidos apds a formulacdo de hipdteses envolvendo os padrdes
esperados de diversidade e estrutura¢do, em uma escala regional (Moritz et al. 2000; Carnaval
et al. 2009): (1) maior diversidade genética dentro de populagdes localizadas em reftigios com
relacdo a dreas instdveis; (2) forte estruturacdo populacional entre populacdes localizadas em
diferentes refigios, com potencial presenca de tdxons-irmdos em refiigios adjacentes; (3)
zonas de contato secunddrio entre refugios; (4) assinaturas genéticas de expansdo em dreas

instaveis e recentemente colonizadas; (5) auséncia de padrdes genéticos de isolamento-por-
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distancia em dreas instdveis, ja que nao houve tempo para o estabelecimento de um equilibrio
migracdo/deriva. Sendo assim, alguns estudos voltados para a filogeografia de espécies no
Hemisfério Norte revelam um padrao de contracdo e isolamento geografico das populagcdes
nos periodos glaciais, seguido por expansio populacional nos periodos interglaciais (Hewitt,
2000, Alexandrino et al. 2002, Kotlik et al. 2004).

No Hemisfério Sul, por outro lado, as glaciacdes foram mais limitadas e as geleiras
ndo avancaram de maneira significativa sobre os continentes, porém seu clima foi
consideravelmente modificado em relacdo a temperatura e umidade (Ab’Saber, 1977;
Clapperton, 1993). Através da andlise de evidéncias paleocliméticas e paleoecoldgicas, foi
possivel perceber que o periodo Quaterndrio representou para o Hermisfério Sul uma
alternancia de condi¢des secas e umidas, com biomas florestados e ndo-florestados mudando
constantemente em distribuicdo, coalescendo na forma de potenciais refligios e entdo
expandindo novamente (Haffer, 1997). Acredita-se que este conjunto de alteragdes climaticas
sucessivas deve ter refletido diretamente na composi¢do e na estruturacdo da biodiversidade
da regido Neotropical. Nesse sentido, espécies habitantes e dependentes de florestas, assim
como as espécies do Hemisfério Norte, devem ter sofrido ciclos constantes e periddicos de
isolamento e expansdo, enquanto em espécies mais generalistas, o impacto das flutuacdes
deve ter sido mais sutil. As consequéncias das flutuagdes climdticas do Quaterndrio em
termos de estruturacdo populacional e demografia devem, pois, ter variado entre diferentes
espécies habitantes do Hemisfério Sul. Porém, o quanto essas instabilidades climaticas
contribuiram para as taxas de especiagdo é um assunto controverso (Behling, 2002,
Pennington et al. 2004, Ledru, 2005).

O efeito dessas flutuagdes climéticas foi evidenciado em alguns estudos recentes com
espécies brasileiras. Para a Floresta Amazdnica, dados palinologicos e paleoecoldgicos
apontam para a persisténcia de florestas nas porcdes Central e Ocidental deste Bioma, e ndo
para uma fragmentacdo florestal dominada por savanas (Bush et al. 2007). Por outro lado,
para a Mata Atlantica, modelos paleoclimaticos prevéem a presenca de maior estabilidade
histérica em regides da Mata Atlantica situados entre os Rios Doce e Sao Francisco,
condizente com dados palinolégicos e com os padrdes de diversidade e endemismo de
diversas espécies (Carnaval & Moritz, 2008). Entretanto, existe a possibilidade de que este
modelo tenha apresentado um desempenho subétimo devido a metodologia de interpolagdo
dos dados climaticos histéricos utilizados como base, ja que isso pode prejudicar a acuricia
do paleomodelo em &reas topograficamente mais complexas como a regiao sul do Brasil, que

apresentam gradientes ambientais mais abruptos (Carnaval & Moritz, 2008). Por outro lado,
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os resultados obtidos também podem refletir o fato de que a regido Sul tenha sido realmente
mais instdvel ao longo de sua histéria, embora ainda assim essa drea possa ter abrigado areas
florestadas em determinados periodos do Pleistoceno (Carnaval et al. 2009). De fato,
paleomodelagem com outros organismos sugere a presenca de um refligio em uma &rea
restrita localizada no norte do Rio Grande do Sul (Thomé et al. 2010).

Para testar a presenca e localizacdo de refugios ao longo da Mata Atlantica, Carnaval
et al, (2009) estudaram trés diferentes espécies de anfibios com estreita relacio ao bioma
Mata Atlantica em um enfoque de filogeografia comparativa e mostraram dados congruentes
com um cendrio em que, durante os extremos climéticos do Pleistoceno Superior, houve a
retracdo do sul da floresta e, consequentemente, a formacao de um hotspot na regido central
da Mata Atlantica, servindo de refigio para as trés espécies estudadas. Além deste, estudos
com lagartos (Pellegrino et al. 2005, Carnaval & Moritz, 2008) e aves (Cabanne et al. 2008)
também demonstram a presenca de maior diversidade nas potenciais regides de reftigio da
Mata Atlantica se comparada as dreas mais ao Sul. Entretanto, linhagens divergentes também
tétm sido observadas na parte sul da Mata Atlantica (Grazziotin et al. 2006). Mais
recentemente, Thomé et al. (2010) ndo encontraram evidéncias significativas de que os
reftigios teriam atuado na diversificacdo do grupo de espécies de anfibios Rhinella crucifer,
apesar de ndo descartarem a existéncia dos mesmos, principalmente em menor escala.
Entretanto, segundo os autores, os padroes de fragmentacdo destas espécies melhor coincidem
com potenciais barreiras associadas a atividades neotectonicas.

E importante acessar o quanto cada um dos fatores histérico-demograficos influenciou
a evolucdo das diferentes espécies em diferentes escalas espaco-temporais, € 0 quanto a
influéncia destes fatores foi compartilhada pelas espécies. As duas espécies estudadas do
grupo guaramunu apresentam o potencial de acessar o impacto das flutuacdes climaticas e
vegetacionais em uma escala comparativa, jid que uma delas apresenta cardter mais

especialista que a outra, conforme apresentado acima.

1.2.4 Filogeografia do género Drosophila no Brasil

Estudos recentes com plantas e animais estdo sendo realizados na drea de filogeografia
em diversos paises, inclusive no Brasil, proporcionando o conhecimento dos padrdes e

processos associados a variabilidade genética de diferentes populagdes. Embora o género
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Drosophila seja muito utilizado em pesquisas genéticas e evolutivas, a filogeografia da maior
parte de suas espécies € pouco conhecida, especialmente no que diz respeito a espécies
Neotropicais.

Até o momento, hd uma quantidade limitada de estudos de filogeografia envolvendo
espécies brasileiras pertencentes ao subgénero Drosophila (Manfrin et al. 2001, de Brito et al.
2002a e b, Brisson et al. 2005, Manfrin & Sene, 2006, Moraes & Sene, 2007, Moraes et al.
2009 e Franco et al, 2010a e b). Os aspectos filogeograficos abordados em cada um destes
estudos variam de acordo com os seguintes grupos de objetivos principais: (1) inferéncia dos
niveis de variabilidade intra e/ou interpopulacional, estruturacdo de populagdes de diferentes
espécies e histéria demografica (deBrito et al. 2002a; Moraes & Sene, 2007; Moraes et al.
2009; Franco et al. 2010b), com andlise, por exemplo, dos padrdes e rotas de colonizacdo
(deBrito et al. 2002b); (2) inferéncia dos fatores evolutivos responsdveis pela variacdo
fenotipica observada, mediante comparacdo dos padroes obtidos por marcadores
potencialmente neutros e pela matriz fenotipica (Brisson et al. 2005); (3) estimativa da
variabilidade nucleotidica em andlises comparativas de nivel intra e interespecifico e dos
niveis de hibridizacdo introgressiva entre espécies (Manfrin e al. 2001; Franco et al. 2010a).
DeBrito et al. (2002b) e Moraes et al. (2009), em particular, analisaram o impacto das
flutuacdes climdticas do Quaterndario na distribuicdo e diferenciacio de populacdes de
espécies pertencentes ao grupo repleta de Drosophila que, por apresentarem ecologia restrita
a determinadas espécies de cactus (potenciais indicadores de dreas xéricas), experimentaram
ciclos de expansdo e contragao em sua distribuicdo, conforme detectado através do método
NCA (Nested Clade Analysis - Templeton, 1995).

E importante enfatizar, entretanto que a lista de trabalhos mencionada apresenta alguns
aspectos importantes: (1) a maior parte dos trabalhos explora questdes filogeograficas de
espécies pertencentes a radiacdo virilis-repleta (Manfrin et al. 2001, de Brito et al. 2002ae b,
Mantfrin et al. 2006, Moraes & Sene, 2007, Moraes et al. 2009 e Franco et al. 2010), enquanto
raras espécies da radiacdo immigrans-tripunctata foram amostradas neste sentido [excec¢do:
Brisson et al. (2005), que mostra que as variagdes de pigmentacdo abdominal presentes em
populacdes de Drosophila polymorpha nao estdo relacionadas aos padrdes de estruturagao
populacional]; (2) a filogeografia de espécies de Drosophila na regiao Sul do Brasil ainda ndo
foi explorada em maiores detalhes, de modo que o impacto das alteracdes climdticas do
Quaterndrio sobre a fauna de drosofilideos residentes desta regido ainda nao é compreendida;

(3) o impacto das flutuacdes climaticas do Quaternério ainda nao foi explorado sob o ponto de
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vista de espécies de Drosophila mais e menos dependentes das florestas Neotropicais, e,

portanto, dos potenciais refligios que estariam disponiveis nos periodos glaciais.

1.3 O efeito da infeccao por Wolbachia

Grande parte dos insetos e outros artrépodes terrestres sdo infectados por bactérias
parasitas e endossimbiontes do género Wolbachia, e as estimativas variam entre 15 e 75%
(Werren et al. 1995). Esses microrganismos infectam o citoplasma das células germinativas
das fémeas e apresentam padrdo de heranca vertical materna (Shoemaker et al. 2004), com
infec¢do primdria ou invasdes multiplas algumas vezes decorrentes de transferéncia horizontal
(Miiller et al. 2012). Em Drosophila, a infeccdo por Wolbachia costuma manipular a
capacidade reprodutiva do hospedeiro, podendo causar incompatibilidade citoplasmatica
(quando machos infectados copulam com fémeas nao-infectadas resultando em altos niveis de
mortalidade na prole), bem como a morte dos machos (quando a prole masculina de fémeas
infectadas apresenta altas taxas de mortalidade) e um consequente desequilibrio na propor¢ao
sexual entre machos e fémeas (Riegler & O’Neill, 2004). De qualquer forma, ambos os
fendmenos resultam em um aumento na frequéncia de fémeas infectadas na populacao.

Nos estudos filogeograficos comparativos, envolvendo duas ou mais espécies, espera-
se obter um conhecimento detalhado das relacdes entre as espécies analisadas como a sua
histéria demografica, colonizacio e padrdes de estruturacdo e/ou fluxo génico. Para isso, os
marcadores mitocondriais sdo amplamente utilizados, devido ao conjunto de propriedades
(anteriormente mencionadas) que apresentam, permitindo acessar as informagdes de eventos
histéricos com alto grau de confiabilidade. Porém, o DNA mitocondrial pode sofrer diferentes
efeitos relacionados a infeccao por Wolbachia, que acabam por mascarar sua capacidade
informativa: (1) diminui¢do da variabilidade intraespecifica: quando um individuo infectado
migra para uma populagdo ndo infectada, a linhagem de Wolbachia se espalha e acaba
homogeneizando os haplétipos mitocondriais entre as duas populagdes devido a hitchhiking
(Shoemaker et al. 2004); (2) aumento nos niveis de estruturacdo populacional: quando a
selecdo natural mantém diferentes simbiontes em diferentes populagdes, apesar da migracao
entre elas; (3) aumento nas taxas de evolu¢ao molecular no DNA mitocondrial de linhagens

infectadas, com possibilidade de fixacdo de mutacdes levemente deletérias como
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conseqiiéncia do pequeno tamanho populacional a que as organelas ficam sujeitas em cada
ciclo de infestacdo pelo endossimbionte (Shoemaker et al. 2004).

O estudo comparativo de Shoemaker et al. (2004) apresenta evidéncias de redugdo da
diversidade intra-especifica e de aceleracao nas taxas de substituicio no mtDNA de D. recens,
espécie sujeita a taxas de infec¢do da ordem de 98-99%, quando comparada a sua espécie-
irma ndo-infectada, D. subquinaria. Por outro lado, Muller et al. (2012) mostram que ndo ha
sinais claros de que a infec¢do recente por Wolbachia em D. willistoni tenha diminuido os
niveis de diversidade no DNA mitocondrial.

E preciso tomar muito cuidado com a interpretacio dos resultados obtidos
exclusivamente em nivel de DNA mitocondrial, j4 que a interacdo do genoma desses
microrganismos com o genoma da célula hospedeira pode ocasionar fendmenos de reducao na

diversidade no DNA mitocondrial e ser facilmente confundido com eventos demograficos

como bottlenecks e expansdes populacionais (Tajima, 1989a).

1.4 Objetivos

Esta dissertacdo apresenta o objetivo geral de analisar os padrdes e processos
evolutivos associados a diversificagdo e estruturacao de duas espécies do grupo guaramunu
(Drosophila maculifrons e Drosophila griseolineata) na regiao Sul do Brasil. Para isso, conta
com o desenvolvimento dos seguintes objetivos especificos: (1) avaliar a diversidade intra-
especifica de diferentes populacdes de D. maculifrons e D. griseolineata, (2) analisar a
estruturacdo de individuos e populagdes nestas duas espécies do grupo guaramunu, (3) inferir
as forgas ecoldgicas e evolutivas que modelaram sua distribuicdo ao longo do sul e sudeste

brasileiros.
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Resumo

Drosophila maculifrons e Drosophila griseolineata sao espécies irmas pertencentes ao grupo
guaramunu de Drosophila. A primeira é considerada mais generalista em termos ecoldgicos,
ocorrendo tanto em regides de Mata Atlantica, como em regides do Bioma Pampa. A segunda,
por outro lado, € especialista, apresentando preferéncia por regides de florestas umidas.
Devido a este padrdo ecoldgico peculiar, estas duas espécies neotropicais apresentam o
potencial de acessar a ocorréncia e o impacto das flutuacdes climédticas e vegetacionais que
ocorreram durante o periodo do Quaterndrio, em uma escala comparativa. Neste sentido, o
objetivo geral do trabalho foi analisar os padrdes e processos evolutivos associados a
diversificacdo e estruturacdo de duas espécies do grupo guaramunu (D. maculifrons e D.
griseolineata) na regido Sul do Brasil. Para isso, foram amostrados 35 locais de coleta, ao
longo das regides Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil, sendo que alguns individuos
provenientes de Medellin, na Coldmbia foram adicionados a amostragem, perfazendo um total
de 114 individuos coletados (61 identificados como D. maculifrons ¢ 53 como D.
griseolineata). Ap6s a identificagdo morfologica, o DNA total de cada individuo foi isolado e
os genes mitocondriais COI (Citocromo Oxidase Subunidade I) e COII (Citocromo Oxidase
II) foram amplificados e seqiienciados. Apds a montagem das sequéncias, essas foram
submetidas a uma série de anédlises filogenéticas e filogeogréaficas. Também foram feitas
andlises de modelagem com base em registros de ocorréncia previamente disponiveis e em
fungcdo de varidveis ambientais atuais. Os resultados de modelagem mostram que ambas
espécies apresentam distribuicdo semelhante em diversas regides, com D. maculifrons mais
amplamente distribuida que D. griseolineata, pelo menos no territorio brasileiro. Entretanto,
a despeito do compartilhamento de um ancestral comum relativamente recente (4 milhdes de
anos), da simpatria parcial e de respostas ecoldgicas semelhantes, as duas espécies apresentam
padrdes filogeograficos essencialmente contrastantes. D. maculifrons apresenta baixos indices
de diversidade genética e estruturacdo, fornecendo sinais de que tenha sido alvo de um evento
de expansdo populacional had cerca de 20-30 mil anos. H4 indicios de que esse evento de
expansdo populacional tenha sido facilitado pela formacdo de faixas de umidade no
Hemisfério Sul, tornando as condicdes climdticas mais amenas nesta regido durante o dltimo
Miéximo Glacial. Por outro lado, em D. griseolineata as populacdes revelam niveis
moderados de estruturacio e diversidade, em um padrdo de isolamento por distdncia. Como a
presenca de um forte sinal de expansao era esperada principalmente para D. griseolineata,
espécie mais dependente de habitats contendo florestas timidas, cogita-se a possibilidade de
que alguns resultados encontrados para esta espécie tenham sido afetados pelo seu reduzido
tamanho amostral, embora uma maior sensibilidade de D. maculifrons a niveis reduzidos de
precipitacao, conforme detectado em nossos resultados, ou mesmo uma infec¢ao recente desta
espécie por Wolbachia fornecam hipéteses alternativas que podem vir a se confirmar.

Palavras-chave: Filogeografia, D. maculifrons, D. griseolineata, Quaternério.
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Abstract

Drosophila maculifrons and Drosophila griseolineata are sister-species belonging to the
guaramunu group of Drosophila. The first one is considered more generalist in ecological
terms, occurring in regions within both Atlantic Forest and Pampa biomes. The second, in the
other hand, is a specialist, showing preference for moist forest regions. Due to this peculiar
ecological patterns, both neotropical species present the potential to assess the occurrence and
the impact of climatic and vegetation fluctuations which occurred in the Quaternary, in a
comparative scale. In this sense, the main aim of this study was to analyze the evolutionary
patterns and processes associated with the diversification and structure of two species of the
guaramuru group (D. maculifrons e D. griseolineata), in Southern Brazil. For that, 35
locations were sampled, along the South, Southeast and Center-west regions of Brazil. Some
individuals collected in Medellin, Colombia, were also added to the sampling, accounting for
a total of 114 individuals sampled (61 identified as D. maculifrons and 53 as D.
griseolineata). Following morphological identification, the total DNA of each individual was
isolated and the mitochondrial genes COI (Cytochrome Oxidase Subunit I) and COII
(Cytochrome Oxidase Subunit IT) were amplified and sequenced. After the assembling of the
sequences, these were submitted to many phylogenetic and phylogeographic analyses.
Furthermore, modeling analysis was performed based on occurrence records previously
available and based on current environmental variables. The modeling results show that both
species present a similar distribution at several points, but D. maculifrons seems to be more
widely distributed than D. griseolineata, at least as the Brazilian territory is concerned.
However, despite sharing a relatively recent common ancestor (4 million years ago), the
partial sympatry and the similar ecological responses, these two species show essentially
contrasting phylogeographic patterns. D. maculifrons presents low levels of genetic diversity
and population structure, showing signs that it has been subject of a population expansion
event between 20 and 30 thousand years ago. There are evidences suggesting that this event
was facilitated by moisture banding in South Hemisphere, rendering milder climatic
conditions in this region during the Last Glacial Maximum. At contrast, concerning D.
griseolineata, the populations showed moderated levels of structure and diversity, following
an isolation by distance pattern. Since the presence of a strong signal of expansion was
expected mainly for D. griseolineata, which is more dependent on moist forest habitats, we
are considering the possibility that some results for this species have been affected by its
small sample size, but greater sensitivity of D. maculifrons to low levels of precipitation, as
detected in our results, or even a recent infection of this species by Wolbachia provide
alternative hypotheses that may be further confirmed.

Keywords: Phylogeography. D. maculifrons. D. griseolineata. Quaternary.
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Introducao

As mudangas climéticas globais tiveram grande influéncia na dindmica populacional
de muitas espécies, contribuindo para a determinacdo dos padrdes de variagdo
genética encontrados dentro e entre populacdes atuais. Essas perturbacdes ambientais foram
expressivas durante o periodo do Quaterndrio e podem ter ocasionado altos niveis de
fragmentacdo populacional nas espécies (Haffer, 1969; Hewitt, 2000, 2004). O periodo
Quaterndrio € dividido em duas épocas: Pleistoceno e Holoceno, sendo que este tltimo iniciou
ao final da dltima glaciacdo e se estende até os dias atuais. Este periodo é popularmente
conhecido como “Idade do Gelo”, devido a influéncia sobre o meio ambiente das constantes e
periddicas glaciagdes que teriam ocorrido nesse intervalo de tempo (Souza et al. 2005).
Enquanto no Hemisfério Norte as glaciacOes foram intensas e as geleiras avangaram sobre os
continentes, no Hemisfério Sul este periodo parece ter envolvido uma alternancia de
condi¢des secas e umidas, com biomas florestados e savanas mudando constantemente em
distribuicao, coalescendo na forma de potenciais refigios e entdo expandindo novamente
(Haffer, 1997). Entretanto, a magnitude do impacto destes eventos na diversificacdo de
espécies Neotropicais permanece controversa (Rull, 2008; Carnaval et al. 2009; Thomé et al.
2010).

Desde os tempos de Thomas Hunt Morgan e seus colaboradores, as espécies do género
Drosophila sao conhecidas na comunidade cientifica como organismos-modelo ideais para os
mais diversos estudos no ambito genético e evolutivo (Markow & O’Grady, 2006). De fato,
até mesmo seus potenciais como indicadores no estudo do impacto dos eventos
paleoclimdticos do Quaternario vem sendo evidenciados. Neste sentido, um estudo com D.
pachea sugeriu que fatores independentes das mudancas climdticas do Pleistoceno foram
responsaveis pelas expansdes populacionais estimadas para esta espécie cactofilica habitante
do Deserto de Sonora, que apresenta assinaturas de expansdo para populagdes mais ao Sul,
mas ndo para populagdes mais ao Norte, contrariamente ao esperado (Pfeiler et al. 2007). Por
outro lado, estudos de filogeografia de espécies cactofilicas de Drosophila conduzidos na
regido Neotropical evidenciaram a ocorréncia de ciclos de expansdo/retracdo populacional
associados as modificagdes climaticas do Pleistoceno, condizentes com padrdes de flutuagdes
recorrentes na distribui¢do de habitats xéricos (de Brito et al. 2002; Moraes et al. 2009).
Entretanto, o impacto destes eventos na diversificacdo de espécies de Drosophila mais e

menos dependentes de ambientes florestados permanece, ainda, por ser avaliado.
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Drosophila griseolineata e D maculifrons sao duas espécies-irmas (Yotoko et al.
2003; Robe et al. 2005, 2010a e b), pertencentes ao grupo guaramunu de Drosophila.
Estimativas baseadas no uso de um relégio molecular relaxado sugerem que estas espécies
divergiram entre si hd aproximadamente 4 milhdes de anos (Robe et al. 2010a), tempo
suficiente para o desenvolvimento de barreiras pré-zigéticas de cruzamento entre elas (King,
1947). Ecologicamente, D. maculifrons parece ser mais generalista, sendo encontrada tanto
em regioes de Mata Atlantica como em regides do bioma Pampa, enquanto D. griseolineata
parece ser mais restrita a regides de Mata Atlantica (Salzano, 1955). Além disso, ao avaliar os
niveis de polimorfismo cromossdmico, comparando as duas espécies, 0 mesmo autor
encontrou uma correlacdo positiva entre amplitude de ocorréncia e niveis de polimorfismo
cromossdmico, com D. maculifrons apresentando-se mais polimoérfica em nivel citogenético
que D. griseolineata.

Portanto, o objetivo geral do presente estudo € investigar a estruturagdo dentro e entre
populacdes brasileiras de D. griseolineata e D. maculifrons, avaliando os padrdes e processos
evolutivos associados a sua histdria evolutiva. A comparagdo da estrutura filogeografica entre
espécies-irmas com diferentes niveis de especializacdo € relevante para testar a hipdtese que
prevé que espécies mais generalistas apresentem menores niveis de estruturacdo populacional
que espécies mais especialistas, devido as atuais disjuncdes e as vicariincias histdricas que
afetam majoritariamente as ultimas (Kelemen & Moritz, 1999). Neste ultimo aspecto, para
espécies dependentes de habitats de florestas quentes e imidas, a presenca de maiores niveis
de diversidade em dreas estdveis, que serviriam como potenciais refligios, contrastado pela
presenca de assinaturas de expansdo populacional em dreas instdveis e recentemente
colonizadas fornece um teste para a validacdo de modelos relacionados a ocorréncia e a

localizacdo de refigios climatico-vegetacionais (Moritz et al. 2000; Carnaval et al. 2009).

Material e Métodos

Modelagens de nicho

Registros de ocorréncia de D. maculifrons e D. griseolineata foram obtidos junto ao
Taxodros (Bichli, 2011) e utilizados na construcdo de modelos de distribuicdo potencial
através de dois métodos alternativos: o método métrico de Gower implementado pelo
algoritmo DOMAIN (Carpenter et al. 1993), conforme executado no DIVA-GIS (Hijmans et
al. 2005a), e o método de maxima entropia executado no MAXENT (Philips et al. 2006). Em

ambos os casos, as projecoes foram construidas com base na utilizagdo das 19 varidveis
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climaticas atuais disponiveis no banco de dados WORLDCLIM 1.4 (Hijmans et al. 2005b),
com uma resolucdo de 2,5 minutos. Para testar a performance preditiva dos modelos gerados
pelo DOMAIN, um arquivo teste contendo uma amostra aleatéria de 25% dos registros de
cada espécie foi utilizado para avaliar a taxa de omissdo ou a fracdo de falso-negativos obtida
pela aplicacdo dos modelos gerados com o uso dos registros restantes. Para testar os modelos
gerados pelo MAXENT, por outro lado, para cada espécie foram reconstruidas 100 réplicas de
validag¢do-cruzada, cujos dados-teste compreendiam 25% dos registros, escolhidos de forma
aleatdria. O valor de AUC (Area Under the Receiving Operating Curve) também foi utilizado

para avaliar o desempenho dos modelos do MAXENT.

Coletas de amostras

Coletas para obtencdo de individuos adultos de D. maculifrons e D. griseolineata
foram realizadas ao longo das regides Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil (Fig. 1, Tabela
1), em pontos selecionados de acordo com as predi¢des dos modelos construidos conforme
descricdo acima. Além dos individuos coletados, foram utilizados trés espécimes de D.
griseolineata de Medellin, Colémbia, cedidas pelo Drosophila Species Stock Center de San
Diego (estoque nimero 15171-2131.03). As coletas foram realizadas com auxilio de 10 a 20
armadilhas confeccionadas a partir de garrafas PET (modificada de Tidon & Sene, 1988),
utilizando iscas de banana fermentada. Estas armadilhas foram distribuidas aleatoriamente em
fragmentos de mata mais ou menos fechada, sendo suspensas a uma altura de
aproximadamente 1,5 metros. Além das armadilhas, quando disponiveis, frutos foram
coletados nos sitios de amostragem, sendo levados ao laboratério e acondicionados até a
eclosdo dos adultos. Os individuos adultos assim obtidos foram identificados através de
morfologia externa e através da genitdlia masculina com o auxilio de bibliografia

especializada (Vilela & Béchli, 1990).

Manipulaciao de DNA

O DNA total foi extraido de cada individuo através do kit NucleoSpin Tissue XS
(MACHEREY-NAGEL). Os fragmentos de DNA mitocondrial foram amplificados utilizando
os primers TYJ1460 (5’-TAC AAT CTA TCG CCT AAA CTT CAG CC -3’) e CIN2329 (5’-
ACT GTA AAT ATA TGA TGA GCT CAT ACA-3’) para o gene Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI) (Bolzan et al. 2011) e TL2J3037 (5°-ATG GCA GAT TAG TGC AAT
GG-3’) e TKN3785 (5’-GTT TAA GAG ACC AGT ACT TG-3’) para o gene Citocromo
Oxidase ¢ Subunidade II (COII) (Simon et al. 1994). As reacdes de PCR foram realizadas
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utilizando 50-100ng de DNA, 1x tampao, 0,2uM de cada primer, 0,25 mM de cada dNTP, 2,5
mM de MgCl, e 1U de Taq polimerase. A amplificacdo foi realizada através de uma etapa
inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 58-60°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto e 30
segundos e um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 minutos. A fim de verificar o sucesso da
amplificacdo, Sul do produto da reagdo de PCR foram aplicados em um gel de agarose 0,8%,
corado com Brometo de Etidio. Em seguida, os amplicons obtidos pela reacdo de PCR foram
submetidos a purificagdo com o uso de uma solucdo contendo PEG 13% e NaCl 1,6M e entio,
diretamente sequenciados. Os amplicons foram sequenciados utilizando um sequenciador
automdtico MegaBACE 500 utilizando o kit DYEnamic ET® (Amersham), de acordo com o

protocolo fornecido.

Analises

As montagens e edicdes dos eletroferogramas foram realizadas no programa Gap4 do
pacote Staden (Staden, 1996). As sequéncias consenso assim obtidas tiveram sua identidade
confirmada pelo uso do BLASTN (NCBI site), sendo entdo, alinhadas entre si utilizando o
algoritmo Clustal W implementado no programa Mega 5.0 (Tamura et al. 2011). Também
foram obtidas sequéncias de ambos marcadores para D. maculifrons e D. griseolineata de

Jundiai/Sao Paulo (Hatadani et al. 2009) disponiveis no GeneBank (Tabela 2).

Andlises Filogeograficas

Os indices de diversidade nucleotidica (m), nimero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd) e nimero de sitios polimoérficos (s), além dos testes de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) foram estimados para cada gene individualmente
e para a matriz de dados concatenados no programa DNAsp 5 (Librado & Rozas, 2009). Este
programa também foi utilizado para estimar o nimero de diferencas fixadas e polimorfismos
compartilhados entre as espécies, para cada um dos genes estudados. Por outro lado, dentro
de cada espécie, as relacdes entre os haplétipos obtidos foram inferidas no programa Network
por median joining (Bandelt et al. 1999).

Os niveis de diferenciacdo entre as populacdes pertencentes a cada espécie foram
medidos através de estimativas de FST para ambas, e de uma anélise de varidncia molecular
(AMOVA) para D. griseolineata, sendo ambos os testes realizados no Arlequin v. 3.5
(Excoffier & Lischer 2010), com 100 e 1000 permutagdes, respectivamente e um nivel de

significancia de 0,05. Tanto para o AMOVA, quanto para o FST, os individuos de D.



30

griseolineata foram divididos em dois grupos: o grupo 1 incluiu espécies coletadas no Brasil,
e 0 grupo 2, por sua vez, incluiu individuos da Colombia. Tanto para D. griseolineata quanto
para D. maculifrons, cada ponto de coleta foi considerado uma populacao, no célculo do FST.

O Teste de Mantel foi realizado no Arlequin v. 3.5, com 1000 permutacdes, para
avaliar se hd uma correlagdo positiva significativa entre as distancias genéticas e as distancias
geograficas das populagdes, inferindo a adequagdo de um modelo de isolamento por distancia
em cada uma das espécies. Para este teste, usou-se a distancia geografica entre as populagcdes
calculada no programa Diva-Gis 7.1 (Hijmans et al. 2005) com base nas coordenadas
geograficas de cada populacdo amostrada e os valores de FST como representativos da
distancia genética. O programa Arlequin foi também utilizado nas andlises de Mismatch
Distribution um teste para avaliar a ocorréncia de expansiao populacional, cuja significancia
foi avaliada através de 1000 permutacdes.

A distribuicdo do tamanho populacional de D. maculifrons ao longo do tempo foi
avaliada através de uma andlise Bayesian Skyline, conforme executado no programa BEAST
1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2007). Para realizar esta andlise, as taxas evolutivas para cada
gene foram estimadas no programa BEAST 1.6.1, com base na filogenia apresentada por
Robe et al, (2010a), e com o uso das calibragdes e tempos de divergéncia estimados neste
mesmo trabalho pelo uso dos resultados de Tamura et al. (2004) como priors. Os modelos
evolutivos adequados para cada gene foram avaliados pelo Critério de Informacao de Akaike
(AIC) (Akaike, 1974), conforme implementado no MrModelTest 2.2 (Nylander, 2004), com o
auxilio do PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003). Obtidas as taxas de substituicdo para os genes
COI e COII (7,42 x 102 e 1,47 x 10'2, respectivamente), e estimados os modelos de
substituicdo adequados em cada caso (GTR+G e GTR+I+G, respectivamente), a andlise de
Bayesian Skyline foi realizada, individualmente para cada um dos genes. O ndmero de
geragdes na MCMC (Markov Chain Monte Carlo) variou entre 50 e 500 milhdes, amostradas
a cada 100 mil interagdes. As amostragens obtidas no programa BEAST foram avaliadas no
TRACER 1.4 (Drummond et al. 2005), onde foram estimados os valores de ESS (Effective

Sample Size) de cada parametro e a convergéncia ao longo de cada corrida.

Andlises Filogenéticas

As andlises filogenéticas foram executadas isolada e conjuntamente para os dois
genes, mediante execucdo de Andlises Bayesianas (AB) no programa MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) e Andlises de Méaxima Verossimilhanca (ML) no Phyml

(Guindon & Gascuel, 2003), ambas implementadas no servidor online Phylemon (Sanchez et



31

al. 2011). Em relacdo aos modelos evolutivos, tanto a AB quanto a ML foram conduzidas
com base nos modelos de substitui¢do nucleotidicas GTR+G para o gene mitocondrial COI e
para os dados concatenados e GTR+I+G para o gene COII, ambos indicados pelo Critério de
Akaike (AIC) implementado no MrModelTest 2.2. Na AB, a MCMC foi executada por 1
milhdo de geragdes para o gene COI e 2 milhdes de geracdes para o gene COII, com
amostragens a cada 1.000 geragdes. Em todos os casos, 25% das cadeias foram descartadas
como burn-in na estimativa da arvore consenso de maioria e no cédlculo da probabilidade
posterior de cada clado. Na andlise de ML, 1000 réplicas de bootstrap foram empregadas para
a inferéncia da confiabilidade de cada agrupamento. A fim de dar sentido temporal a
filogenia, foram utilizados os seguintes grupos-externos sucessivos: D. cardini, D. nappae, D.

mediostriata € D. paramediostriata (Robe et al. 2010b).

Resultados

Modelagem de nicho

Sob as condi¢des climdticas atuais, os modelos desenvolvidos por ambos os métodos
empregados, para ambas espécies, apresentaram um desempenho satisfatorio, conforme
indicado pela taxa de omissdo e pelos valores de AUC. Usando-se um limiar de 80% de
probabilidade de ocorréncia para transformacdo dos resultados continuos em padrdes bindrios
de presenca potencial/auséncia potencial, os modelos gerados pelo DOMAIN para ambas as
espécies apresentam um percentual de 0% de falso-negativos. Os valores de AUC - que
variam entre 0,5 (para modelos randomicos) e 1,0 (discriminagdo perfeita) — apresentados
pelos modelos gerados pelo MAXENT também foram satisfatdrios, ja que variaram na faixa
de 0,88-0,92 em ambos os casos avaliados. Entretanto, as taxas de omissdo dos modelos do
MAXENT foram um pouco superiores, € o limiar de 90% para presenca levou a um
percentual médio de aproximadamente 8-9% de falso-negativos para as matrizes de
calibracao.

Conforme os modelos gerados pelo DOMAIN e pelo MAXENT, D. griseolineata e D.
maculifrons apresentam distribuicdes potenciais semelhantes, compartilhando a adequagao de
regides encontradas na regido leste da metade Sul do Brasil (Figuras 2 e 3). Entretanto, fica
claro nas comparagdes DOMAIN x MAXENT que a fragdo de drea adequada para cada
espécie € sempre inferior nos modelos gerados pelo segundo método, embora 0 MAXENT
apresente predi¢cdes para metade sul do Chile, uma projecao ausente no modelo gerado pelo

DOMAIN. Na comparagdo entre as duas espécies, segundo o DOMAIN, D. griseolineata
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parece apresentar maiores restricdes na regido noroeste do Rio Grande do Sul e no sudeste do
Paraguai e da Bolivia, enquanto D. maculifrons parece ser mais restrita em dreas situadas para
o norte da América do Sul (Figura 2 A e B). O MAXENT confirma este padrao, mostrando
que, a0 menos no que tange as populagdes brasileiras, D. maculifrons parece ser mais
amplamente distribuida que sua espécie-irma (Figura 3 A e B).

Analisando a contribuicio relativa de cada uma das 19 varidveis climaticas utilizadas
nos modelos gerados pelo MAXENT, tem-se que a temperatura maxima do més mais quente
foi o fator preponderante para D. griseolineata (apresentando uma contribuicdo de 46,6%),
enquanto para D. maculifrons a sazonalidade térmica representa o fator preponderante
(apresentando uma contribuicdo de 45,7%). Tanto D. griseolineata quanto D. maculifrons
parecem ser bastante sensiveis a sazonalidade de precipitacdo (Figura 4 A e B). Entretanto,
com relagdo as varidveis de precipitacdo nos trimestres mais seco € mais umido, embora as
duas espécies apresentem curvas de resposta essencialmente similares (Figura 4 C a F) (o
mesmo acontecendo com as varidveis relacionadas a precipitacdo nos meses mais secos e
mais imidos — dados ndo mostrados), D. maculifrons parece ser mais sensivel a precipitagdes

médias menores que 200 mm durante o trimestre mais seco (Figura 4 E e F)

Coletas

Foram coletados e identificados 114 individuos de Drosophila pertencentes ao grupo
guaramunu, dentre os quais encontram-se 61 individuos de D. maculifrons e 53 de D.
griseolineata (Tabela 3). Dos 35 pontos amostrados (Tabela 1 e Figura 1), escolhidos com
base nas predi¢des de distribuicdo de habitats adequados (Figuras 2 e 3), 16 apresentaram
registros para pelo menos uma das espécies procuradas (Tabela 3). Destes, 10 possibilitaram a
amostragem apenas de espécimes de D. maculifrons, 3 levaram a coletas incluindo apenas
espécimes de D. griseolineata e 3 pontos apresentaram co-ocorréncia de ambas espécies
(Pelotas e Porto Alegre, no Rio Grande do Sul, e Florian6polis, em Santa Catarina) (Tabela
3). De acordo com as coletas realizadas, D. maculifrons parece ser mais comum que D.
griseolineata no estado do Rio Grande do Sul, sendo os registros de D. griseolineata neste
estado restritos a dreas mais proximas ao litoral (Figura 2). Em Santa Catarina, o cendrio
parece ser diferente, ja que D griseolineata apareceu em maior nimero neste estado, embora a
amostragem reduzida deixe esta hipdtese inconclusiva. Para os trés locais amostrados no
Parand, um unico individuo de D. maculifrons foi coletado nas dependéncias do municipio de

Cianorte, no centro-norte do estado (Figura 1).
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De qualquer forma, todos os pontos em que foi confirmada a presen¢a de uma ou outra
espécie estdo em concordancia com os modelos gerados tanto pelo DOMAIN quanto pelo
MAXENT (Figuras 2 e 3). A auséncia de uma ou ambas espécies em pontos preditos como
apresentando alta-probabilidade de ocorréncia nao pode ser usada como uma evidéncia de
falso-positivo, ja que ndo se pode acessar com credibilidade se a espécie realmente nio estava
presente no meio ou se apenas deixou de ser amostrada. Além disso, hd que se lembrar que a
viabilidade ou ndo de uma espécie em determinado ambiente é afetada nido apenas pelas
condicdes abidticas do meio (o que € considerado nas modelagens), mas também pelas

interacoes bidticas e pelas limitagdes de dispersao (Pearson, 2007).

Analises de sequéncias:

Foram seqiienciados aproximadamente 770 pares de base (pb) compreendendo a
regido 5’ do gene COI para 43 espécimes de D. maculifrons e 12 espécimes de D.
griseolineata. Além disso, foram seqiienciados aproximadamente 740 pb do gene COII
(compreendendo a regido 3’ do gene de tRNA-Leu, o gene COII completo e a extremidade 5’
do gene de tRNA-Lys — daqui para a frente referido apenas como COII) para 45 espécimes de

D. maculifrons e 4 espécimes de D. griseolineata.

Diversidade genética

Na Tabela 4 estao apresentados os indices de diversidade para cada espécie analisada,
bem como os resultados concatenados para os dois genes. Com relacdo a D. maculifrons,
apesar de que seqiiéncias de 44 e 46 individuos de tenham sido incluidas para COI e COlI,
respectivamente, as andlises revelaram a presenga de apenas 3 haplétipos para o COI e 5 para
COII. Embora com D. griseolineata um nimero bem menor de individuos tenha sido incluido
nas andlises (13 — COI; 5 — COII), o nimero de haplétipos foi maior (6 e 4, respectivamente).
Nesse sentido, todos os indices de diversidade apresentaram-se significativamente menores
em D. maculifrons que em D. griseolineata. Analisando os padrOes que surgem da
comparacdo entre genes de uma mesma espécie, em geral, o gene COII revelou-se mais
varidavel que COI, com exce¢do dos valores de nimeros de sitios segregantes, de nimero de
haplétipos e de diversidade nucleotidica em D. griseolineata, onde o efeito da diferenca de
tamanho amostral entre os dois genes parece ter sido determinante. Em concordincia com este
cendrio, o maior indice de diversidade genética foi encontrado em D. griseolineata para o
gene mitocondrial COIlI (Hd/DP = 0,900/0,161). Esse mesmo valor se mantém, quando os

dados concatenados, para as amostras que tem ambos marcadores seqiienciados, sdo
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considerados. Por outro lado, o menor indice de diversidade foi encontrado em D. maculifrons
para o gene mitocondrial COI (Hd/DP = 0,090/0,059). Quando sdo considerados os dados
concatenados para os pares de sequéncias, nesta mesma espécie, o indice de diversidade
haplotipica eleva-se para 0,262 com desvio padrao de 0,096.

Considerando-se todos os individuos das duas espécies, é possivel perceber que D.
maculifrons e D. griseolineata diferem entre si através de 11 e seis substitui¢des fixadas para
COI e COII, respectivamente. Entretanto, estas duas espécies ndo apresentam sitios
polimérficos em comum: (1) para o gene COI, D. maculifrons e D. griseolineata
compartilham entre si duas mutagdes que sdo polimorficas para a primeira espécie, mas
monomorfica para a segunda e 11 mutacdes que sdo polimorficas para D. griseolineata e
monomorficas para D. maculifrons; (2) para o gene COIl, as duas espécies compartilham 4
mutacdes que sao polimérficas em D. maculifrons mas monomorficas em D. griseolineata e 6

mutagdes polimorficas em D. griseolineata, mas monomorficas em D. maculifrons.

Estrutura¢do populacional

A partir da andlise da distribui¢do geografica/populacional e da freqiiéncia dos trés
haplétipos obtidos para COI de D. maculifrons, pode-se perceber que um dos haplétipos (aqui
denominado haplétipo 1 - H;) foi o mais freqiiente entre as populagdes incluidas no estudo,
sendo encontrado em 42 dos 44 individuos sequenciados. Este hapl6tipo foi compartilhado
pelos individuos de Bossoroca, Cruz Alta, Horizontina, Jacutinga, Pelotas, Rosario do Sul,
Santa Maria, Sdo Jodo do Polésine e Sao Nicolau, no Rio Grande do Sul (RS), pelos
individuos de Concérdia e Floriandpolis, em Santa Catarina (SC), e pelo individuo coletado
em Jundiai, Sao Paulo (SP). O haplétipo 2 (H) foi exclusivo para um individuo de Cruz
Alta/RS, assim como o haplétipo 3 (Hs) para um individuo de SantaMaria/RS (Figura 5). A
arvore de haplétipos referente ao gene COII de D. maculifrons revela um padrao semelhante,
porém, neste caso, hd um total de 5 haplétipos: o haplétipo 1 (H;) com os mesmos padroes de
compartilhamento e distribuicdo do H1 de COI, sendo encontrado em 42 dos 46 individuos
sequenciados; os haplétipos 2 (H;) e 4 (Hy), exclusivos para os individuos de Horizontina/RS;
e os haplétipos H; e Hs exclusivos de Bossoroca/RS e Jacutinga/RS, respectivamente. Em
ambos os casos, todos os haplotipos exclusivos encontram-se separados do haplétipo principal
por apenas uma mutagdo (Figuras 5 e 6). Os resultados para os dados concatenados de D.
maculifrons compreendem 36 sequéncias perfazendo um total de 6 hapldtipos, que diferem
entre si por apenas um passo mutacional e encontram-se distribuidos ao longo dos locais de

amostragem em um padrdo de associacdo entre os networks anteriores (Figura 7): um
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haplétipo principal (H;) que aparece como o mais freqiiente, sendo encontrado nos locais ja
listados para o H; de COI e para o H; de COII; outros cinco haplétipos com ocorréncia
exclusiva para uma tnica populacdo, sendo o H; exclusivo de Santa Maria/RS, o H; exclusivo
de Cruz Alta/RS, o Hy e Hs, de Horizontina/RS e o Hg de Jacutinga/RS. O padrio de estrela
apresentado pelas drvores de haplétipos e a baixa diversidade encontrada tanto para os dados
individuais de cada marcador quanto para os dados concatenados permite inferir que,
possivelmente, D. maculifrons tenha passado por um evento de expansio populacional recente
na regido amostrada, sendo esse evento precedido por um bottleneck, ou, alternativamente,
por uma expansao espacial com colonizacio de novas areas.

Em relacdo a outra espécie em questdo, D. griseolineata, tem-se um total de 6
haplétipos para o gene COI, dentre os quais, o H; aparece com maior freqii€éncia, sendo
compartilhado pelas populagdes de Osério/RS, Pelotas/RS, Rio Grande/RS, Florian6polis/SC
e Jundiai/SP. Os haplétipos Hs e Hs sdo exclusivos de Os6rio/RS, da mesma forma que os
haplétipos Hj, H3 e Hg sdo exclusivos de Medellin/CO. Observando o arranjo dos haplétipos
no network, percebe-se claramente que existe algum nivel de estruturacao populacional entre
os individuos de Medellin/CO e as populagdes de procedéncia brasileira, cujos haplétipos
encontram-se separados por no minimo 8 passos mutacionais (Figura 8). Na Figura 9, esta
representada o network dos 4 haplétipos obtidos para o gene COII em espécimes de D.
griseolineata. Neste caso, observa-se, mais uma vez, o compartilhamento de um haplétipo
(H)) entre as populacdes de Pelotas/RS e Osério/RS, sendo o H, exclusivo de Osério/RS e o
H, exclusivo de Jundiai/SP. Embora o nimero de individuos de D. griseolineata seqiienciados
para COII seja pouco representativo, podendo subestimar a diversidade de haplétipos dentro e
entre as populagdes, tanto os dados de COI, quanto os de COII e os dados concatenados
(Figura 10) mostram que hd um nivel de estruturagdo entre as populacdes de Medellin/CO e
os representantes de D. griseolineata coletados no Brasil. Além disso, ao contrario do padrao
revelado nas arvores de haplétipos de D. maculifrons, nao ha sinais claros de expansdo
populacional nos networks de D. griseolineata, embora este resultado possa estar associado
ao déficit amostral apresentado para esta espécie.

Assim como na andlise das arvores de haplétipos, as andlises filogenéticas foram
realizadas individual e simultaneamente para os marcadores utilizados, exceto que aqui as
sequéncias das duas espécies foram utilizadas em conjunto e acrescidas de seus grupos-
externos sucessivos. As topologias reconstruidas em cada caso por Andlise Bayesiana e por
Miéxima Verossimilhanga sdo extremamente similares, de forma que apenas as primeiras sao

apresentadas neste artigo (Figura 11). A filogenia reconstruida com base nos 770 pb da
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sequéncia do gene mitocondrial COI (Figura 11 A) recupera as duas espécies-irmas
reciprocamente monofiléticas entre si. Para D. maculifrons o clado constituido foi
inteiramente politdmico, o que reflete o alto grau de similaridade entre as sequéncias. Dentro
deste grande clado, entretanto, pode-se diferenciar os individuos portadores dos haplétipos
exclusivos devido aos seus maiores tamanhos de ramo. Para D. griseolineata é possivel
observar a diferenciacdo entre dois clados bem suportados: um deles constituido pelos
individuos provenientes de Medellin/CO (PP = 1.00) e o outro, por exemplares coletados no
Brasil (PP = 1.00). Esse padrdo estd congruente com os maiores niveis de diversidade
genética e estruturacdo populacional, corroborando os resultados previamente apresentados,
em especial a distribuicdo dos haplétipos ao longo do network de COI de D. griseolineata.
(Figura 8). A Figura 11 B traz a topologia baseada em 740 pb da sequéncia do gene
mitocondrial COII e revela padrdes semelhantes aqueles apresentados anteriormente para o
outro marcador. A AB da matriz de COII, entretanto, recupera D. griseolineata como
polifilética, diferentemente da topologia obtida para os mesmos dados sob o método de
Miéxima Verossimilhanca (resultados ndo mostrados). No que se refere a distribui¢do dos
individuos na filogenia, D. maculifrons evidencia a homogeneidade entre as diferentes
sequéncias e a auséncia de estruturacdo, com os individuos portadores de sequéncias
diferenciadas destacados, em relacdo aos demais, devido a seus maiores tamanhos de ramo.
Por outro lado, D. griseolineata, mostra mais uma vez, a divergéncia entre os individuos de
Medellin/CO com os individuos coletados no Brasil, e o compartilhamento de um haplétipo
entre as populagdes de Osoério e Pelotas. A reconstru¢do filogenética para os dados
concatenados, de modo geral, ndo revelou qualquer incongruéncia se comparada as andlises
individuais, embora aqui um maior nimero de haplétipos de D. maculifrons seja evidenciado
(Figura 12).

Como ndo houve qualquer indicio de estruturacdo nas andlises genealdgicas de D.
maculifrons, cada localidade foi considerada como uma populagdo individual na andlise dos
indices de fixacao Fst. Neste caso, todos os valores de Fst foram préximos ou iguais a zero,
nenhum deles foi significativo (Tabelas 5 e 6). Considerando-se estes resultados, a andlise de
variancia molecular, AMOVA, nao foi realizada para esta espécie.

Para D. griseolineata, entretanto, o indice de fixa¢do (FST) global foi de 0,20973 para
o gene COI, indicando uma diferenciacio genética moderada. Valores moderados de
diferenciacao foram ainda encontrados entre as populacdes de Pelotas e Osdrio, sendo que o
Fst pareado indicou que ha diferenciacdo genética pronunciada entre os individuos de

Medellin/CO e de Pelotas/RS para o gene COI (FST= 0,36842) (Tabela 7). Entretanto,
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nenhum dos valores de Fst foi significativo, provavelmente em virtude do pequeno tamanho
amostral. Ainda que o teste de AMOVA tenha revelado que 45,56% da diversidade
encontrada em D. griseolineata seja devida a diferenciacdo entre as populacdes brasileiras e a
colombiana, também nesta espécie a maior parte da diversidade parece ser devida a variacdo

dentro das populagdes (69,03%) (Tabela 9).

Histéria demografica

Nenhum dos testes de neutralidade empregados (D de Tajima, D de Fu e Li e F de Fu
e Li) apresentou resultados negativos significativos para D. griseolineata, com relacdo a
qualquer um dos marcadores (Tabela 4). Por outro lado, com D. maculifrons, a maior parte
dos testes de neutralidade apresentou resultados significativos (Tabela 4), indicando que a
espécie pode ter passado por eventos demograficos de expansdo populacional, uma vez que se
assuma a neutralidade dos marcadores empregados. Os tnicos testes que ndo apresentaram
valores significativos sdao D de Tajima (-1,47; P > 0,10) e D de Fu e Li (-2,47; 0,10 > P >
0,05) para o gene COI (Tabela 4).

Os resultados do Mismatch Distribution para os genes COI e COII também refor¢cam a
hipétese de que D. maculifrons passou por um evento de expansdao populacional recente,
revelando uma concordancia entre as curvas observadas e esperadas, ambas com distribui¢do
unimodal. Embora essa andlise ndo seja tdo sensivel quanto os testes de neutralidade para
detectar eventos de expansao, ambos convergiram para o mesmo resultado. Diferentemente
dos testes de neutralidade, entretanto, o mismatch distribution também sugere a ocorréncia de
um evento de expansdo para as populacdes brasileiras de D. griseolineata, o que ndo pode ser
verificado com mais precisdo enquanto a amostragem dentro desta espécie nao for aumentada.

Para D. maculifrons, entretanto, foi possivel realizar uma anélise Bayesian Skyline,
que confirmou a ocorréncia de um evento de expansdao populacional nas suas populagdes
brasileiras, sugerindo que este evento tenha iniciado por volta de 20 e 30 mil anos atras
(Figura 13). Esse evento pode ser considerado recente em termos evolutivos e fornece uma
explicacdo para baixos niveis de diversidade intraespecifica.

Embora a hipdtese de expansao ndo possa ser melhor acessada para D. griseolineata,
os resultados do Teste de Mantel mostram que, a despeito do baixo N, esta espécie apresentou
correlagdo positiva entre as distdncias geograficas e as distancias genéticas entre as
populacdes (embora esta correlagdo sé seja significativa com a matriz de COII). Em relagdo a

D. maculifrons, o teste de Mantel nao foi significativo (Tabela 10).
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Discussao

Durante o Quaternario o Hemisfério Sul passou por um periodo de alternancia de
condic¢des secas e imidas, com biomas florestados e nao florestados mudando constantemente
em distribuicao, transformando-se em potenciais reftigios e expandindo novamente (Haffer,
1997). Esse conjunto de flutuagdes climdticas e vegetacionais influenciou diretamente a
distribuicao das espécies habitantes do Hemisfério Sul, refletindo potencialmente na dinamica
populacional de espécies mais e menos dependentes de habitats florestados, como D.
maculifrons e D. griseolineata.

Estas duas espécies-irmads sdo potencialmente simpdtricas em diversas regides, em
especial no leste da metade sul do territério brasileiro, o que pode ser inferido ndo apenas na
comparacdo das projecdes de habitats adequados, mas também pelos resultados das coletas,
em que trés pontos apresentaram co-ocorréncia de ambas as espécies. Mesmo assim, D.
maculifrons e D. griseolineata apresentam padrdes evolutivos independentes, revelando-se
reciprocamente monofiléticas, em concordancia com o esperado pela anélise de cruzamentos
interespecificos feita por King (1947) e com as estimativas de tempo de divergéncia obtidas
por Robe er al. (2010a). Ecologicamente, as espécies-alvo deste trabalho parecem ter
permanecido bastante similares entre si, principalmente no que se refere as dependéncias e
limitacdes relacionadas a fatores abidticos, como pode ser aqui demonstrado pela anédlise
comparativa das suas curvas de resposta em funcdo de varidveis climéticas relacionadas a
temperatura e/ou precipitacdo. Entretanto, até o momento, os padroes filogeograficos
mitocondriais apresentados por estas espécies sdao essencialmente contrastantes.

Segundo nossos resultados, D. maculifrons apresenta baixos niveis de diversidade e
estruturacdo intraespecifica, e diversos testes indicam que esta espécie foi alvo de uma
expansdo populacional (testes de neutralidade, network com padrao starlike, Mismatch
Distribution e Bayesian Skyline). Mais do que isso, os resultados das andlises demograficas
revelam que a espécie passou por um evento de expansdo populacional recente, entre 20 e 30
mil anos, sendo esse possivelmente precedido por uma reducdo brusca no tamanho
populacional, conhecido como gargalo de garrafa, durante o periodo em que as condicdes
climéticas eram desfavordveis. Esse evento de expansdo teria coincidido, portanto, com o
ultimo Méximo Glacial, que ocorreu por volta de 20 a 18 mil anos atrds (Ledru, et al 1998a).
Segundo Wainer et al. (2005), no periodo que compreende o ultimo Méaximo Glacial, teria
ocorrido a formacdo de diferentes faixas na América do Sul, que formaram gradientes de

umidade. Em latitudes mais altas (50°S), por exemplo, a intensidade dos ventos era maior e a
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temperatura na superficie dos oceanos era mais baixa, culminando em menor fluxo de
umidade para o continente, favorecendo o clima arido. Entretanto, em latitudes menores (25° -
45°S), os ventos foram menos intensos e acredita-se que nesta faixa houve um aumento
significativo da temperatura na superficie do mar, o que poderia explicar o clima mais imido
nesta regido. Dada a inferida limitacdo de D. maculifrons a regides com maiores
sazonalidades de precipitacdo e sua sensibilidade aos periodos com baixos niveis de
precipitacao, € possivel que esta area geografica de maior umidade tenha fornecido os fatores
abidticos necessarios para o estabelecimento de D. maculifrons, favorecendo o evento de
expansdo populacional. Estudos com outros drosofilideos, restritos a ambientes xéricos,
também refletem expansdo populacional em decorréncia de eventos pleistocénicos ocorridos
no Brasil (Franco et al. 2010, Moraes et al. 2009), mas diferentemente do que parece ter
ocorrido com D. maculifrons, nesses casos a expansao parece estar associada aos periodos de
maior aridez. Padrdoes semelhantes também vém sendo detectados para espécies do
Hemisfério Norte, que passaram por eventos de contracdo populacional nos periodos glaciais,
seguidos de expansao nos periodos interglaciais (Alexandrino et al. 2002, Hewitt, 2000).

Os padrodes filogeograficos encontrados em D. griseolineata sao contrastantes aqueles
presentes em D. maculifrons, ja que D. griseolineata apresentou grandes niveis de
diversidade, estruturacdo entre populagcdes, e nenhum sinal consistente de expansdo. Essa
estruturacdo populacional ocorre principalmente entre os individuos do Brasil e de
Medellin/CO, formando dois grupos distintos nas arvores de haplétipos. A correlagdo positiva
entre as distancias genética e geografica, detectada pelo teste de Mantel, indicam que a
variacdo genética nessa espécie estd distribuida ao longo do espaco geogréfico que ela ocupa.
Neste sentido, o resultado encontrado para essa espécie, pode refletir além do equilibrio entre
a deriva genética e o fluxo génico atual, uma associa¢do histérica entre os haplétipos das
populacdes (Hutchison & Templeton, 1999).

Essa maior estruturacdo encontrada em D. griseolineata é compativel com o esperado,
dada a sua distribuicdo mais restrita e sua maior associacdo a habitats florestados como a
Mata Atlantica brasileira (Salzano, 1955). Assim, a estruturacao e o padriao de isolamento por
distancia parece ser um reflexo da fragmentagdo do habitat ao qual esta espécie encontra-se
associada. Em uma andlise comparativa semelhante a nossa, entretanto, Kelemen & Moritz
(1999) encontraram que a espécie mais generalista, D. serrata, é mais estruturada que a mais
especialista, D. birchii, de distribuicao restrita a florestas chuvosas. Assim, as espécies-alvo

deste trabalho parecem melhor se adequar a hipdtese que prevé maiores niveis de estruturagao
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populacional em espécies especialistas, seja por acdo das disjun¢des atuais ou das vicariancias
histdricas.

Entretanto, de acordo com Carnaval et al. (2009), a regido sul do Brasil teria sido
climaticamente instdvel ao longo do Quaternario, de modo que hotspots de Mata Atlantica
que serviriam como potenciais refligios a muitas espécies teriam ficado restritos a regido mais
central do Brasil. De acordo com essa hipdtese, esperar-se-ia encontrar sinais de expansao
populacional especialmente claros nas populacdes sul-brasileiras da espécie mais diretamente
ligada a distribui¢do vegetacional de Mata Altlantica, ou seja, D. griseolineata - um padrao
contrdrio ao aqui observado. Porém, no momento, a comparacdo dos resultados obtidos para
as duas espécies neste quesito € inconclusivo, j& que o baixo ndmero de individuos
amostrados para D. griseolineata pode ter limitado a sensibilidade dos testes. E, pois,
imprescindivel a realizac@o de coletas adicionais em busca de novos individuos desta espécie
ao longo de seu gradiente de distribuicdo na costa brasileira. Uma vez cumprida esta etapa,
caso se confirme, a auséncia de um sinal de expansdo em D. griseolineata em detrimento de
D. maculifrons pode vir a ser explicada pela suposta maior sensibilidade da dltima aos baixos
niveis de precipitacdo nos meses secos, conforme encontrado em nossas modelagens.

Por fim, um resultado particularmente interessante de nossas andlises reflete a
incongruéncia entre os baixos niveis de diversidade mitocondrial aqui encontrados para D.
maculifrons e os maiores niveis de diversidade citogenética detectados para esta espécie por
Salzano (1955). Este €, certamente, um achado que merece ser adicionalmente avaliado pela
inclus@o de marcadores nucleares na comparacdo filogeografica de D. maculifrons e D.
griseolineata. Caso se confirme, a presenca de maiores niveis de diversidade nuclear do que
mitocondrial em D. maculifrons pode vir a refutar a hipétese de expansdo populacional nesta
espécie, apoiando a hipétese alternativa de que uma varredura seletiva com hitchiking
mitocondrial associado ao espalhamento de Wolbachia ou outro endossimbionte seria
responsavel pela homogeneizacdo haplotipica desta espécie (Shoemaker et al, 2004). Neste
caso, o tempo estimado de 20-30 mil anos aplicar-se-ia ndo mais ao suposto evento de
expansdo populacional, mas sim ao préprio periodo da infeccdao. Andlises adicionais sao,
entretanto, necessdrias para um melhor entendimento deste complexo, mas, sem dudvida

alguma, essencialmente atrativo, cendrio evolutivo.
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Figura 1 — Distribuicao dos pontos de coleta de D. maculifrons e D. griseolineata nos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul.
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Figura 2 — Distribuicdo potencial predita pelo algoritmo DOMAIN para as espécies D.
griseolineata (A) e D. maculifrons (B) no tempo presente. As cores representam a
probabilidade de ocorréncia de cada espécie (%) como uma funcdo do conjunto de 19
varidveis climdticas utilizadas nas modelagens: o verde escuro - 50-70%; o verde claro 70-
80%; amarelo — 80-90%; laranja — 90-100%. Os circulos denotam os pontos de ocorréncia de
cada espécie, e encontram-se separados em cores da seguinte forma: circulos azul-marinho
representam registros obtidos junto ao Taxodros e utilizados na calibracio do modelo;
circulos azul-celeste representam registros obtidos junto ao Taxodros e utilizados para testar o
modelo; circulos vermelhos indicam os pontos em que cada espécie foi amostrada nas coletas
realizadas durante a execug¢ao deste trabalho.
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Figura 3 — Distribui¢do potencial predita pelo algoritmo MAXENT para as espécies D.
griseolineata (A) e D. maculifrons (B) no tempo presente. A variacdo de tonalidade € uma
funcdo da probabilidade de ocorréncia de cada espécie (%), sendo a intensidade do azul
diretamente proporcional ao nivel de adequagdo do habitat.
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Figura 4 — Curvas de resposta apresentadas por D. griseolineata (A, C e E) e D. maculifrons
(B, D e F) em fun¢do da variacdo encontrada nas varidveis: sazonalidade de precipitacdo (A e
B), precipita¢do do trimestre mais imido (C e D) e precipitagdo do trimestre mais seco (E e
F). Os valores apresentados no eixo y representam a probabilidade de adequacao da espécie
em fun¢do da variacdo apresentada pela varidvel climdtica mensurada em mms nos trés casos
e apresentada no eixo X.
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Figura 5 — Arvore de haplétipos do gene COI de D. maculifrons. Os tracos perpendiculares
representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por circulos, cujo
tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham.
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Figura 6 — Arvore de haplétipos do gene COII de D. maculifrons. Os tracos perpendiculares
representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por circulos, cujo
tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham.
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Figura 7 — Arvore de haplétipos para os dados concatenados em D. maculifrons. Os tragcos
perpendiculares representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por
circulos, cujo tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham.



50

L
Vi 1 H H
1 4
@® Jundiai/SP Medellin/CO
@ Florianopolis/SC Rio Grande/RS
Pelotas/RS @® Osorio/RS

Figura 8 — Arvore de haplStipos para o gene COI em D. griseolineata.. Os tragos
perpendiculares representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por
circulos, cujo tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham. O V; é o
vetor médio e indica haplétipos que foram perdidos ou ndao foram amostrados.
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Figura 9 — Arvore de haplétipos para o gene COIl em D. griseolineata. Os tragos
perpendiculares representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por
circulos, cujo tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham.
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Figura 10 — Arvore de haplétipos para os dados concatenados em D. griseolineata. Os tragcos
perpendiculares representam o nimero de mutagdes entre os haplétipos, representados por
circulos, cujo tamanho € proporcional ao nimero de individuos que o compartilham. O V; € o
vetor médio e indica haplétipos que foram perdidos ou ndo foram amostrados.
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Figura 11 — Filogenia molecular de Andlise Bayesiana para os genes COI (A) e COII (B).
Junto aos nés internos, ha os valores das probabilidades posteriores (acima do nd) e bootstrap
(abaixo do nd), e o tamanho dos ramos € proporcional ao nimero de substituicdes por sitio.
As siglas representam a procedéncia de cada individuo: ST — Medellin/CO; OS — Osé6rio/RS;
RG - Rio Grande/RS; PL — Pelotas/RS, SP — Jundiai/SP; CA — Florian6polis/SC; JU —
Bossoroca/RS; JA — Jacutinga/RS; HZ —Horizontina/RS; SM — Santa Maria/RS; CR — Cruz
Alta/RS; CC — Concordia/SC; VV — Sdo Jodao do Polésine/RS; SN — Sao Nicolau; RS —
Rosaério do Sul. Os grupos externos foram omitidos.
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Figura 12 — Filogenia molecular de Anélise Bayesiana para os dados concatenados. Junto aos
nds internos, ha os valores das probabilidades posteriores (acima do ramo) e valores de
boostrap (abaixo do ramo), e o tamanho dos ramos é proporcional ao nimero de substitui¢des
por sitio. As siglas representam a procedéncia de cada individuo: ST — Medellin/CO; OS —
Os6rio/RS; PL — Pelotas/RS, SP — Jundiai/SP; CA — Florianépolis/SC; JU — Bossoroca/RS;
JA — Jacutinga/RS; HZ — Horizontina/RS; SM — Santa Maria/RS; CR — Cruz Alta/RS; CC -
Concoérdia/SC; SN — Sao Nicolau; RS — Rosério do Sul. Os grupos externos foram omitidos.
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Figura 13 — Gréaficos mostrando a variacdo no tamanho efetivo populacional inferida para D.
maculifrons ao longo do tempo. Os grificos foram gerados para as matrizes de COI (A) e
COII (B) usando taxas de substituicdo estimadas individualmente para cada gene (7,42 x 10-3
e 1,47 x 10-2, respectivamente) nos programas BEAST e TRACER.
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Tabela 1 — Pontos de coleta, datas e respectivas coordenadas geograficas
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Pontos de coleta Subpontos D:(:;st::s Coletor Coosrlille(nsa;das Cg:gtl:lz?;,l;‘ s
Bossoroca - Ago/2011 Jean Lucas Poppe  28°43°52.75”  54°54°39.54”
RS Caibaté* Linha Pessegueiro - Felipe Ten Caten 28°17°08.76”  54°38°23.90”
Caxias do Sul* Distrito de Galépolis - Marcelo Dalosto 29°09°58.22”  51°10°40.67”
Darci J. De Ré,
Constantina* Chécara do Altemir - Francine C.De 5704353 07 52°59°47.07”
Ré, Marinez C.
De R¢é
Bosque da Universidade .
Cruz Alta de Cruz Alta Maio/2011 Psalll(i:r‘;‘ g’l'li‘éli’;l’ 28°34'06.95"  53°37'20.72"
(UNICRUZ) :
Horizontina - Jun/2011 Lizandra J. Robe 27°37'48.55" 54°18"25.78"
[jui* - Ago/2011 Marcela D. 28°23°34.59”  53°55°04.09”
. L. R Darci J.De Ré, oA " o "
Jacutinga Sitio do Vovd Ago/2011 Francine C. De Ré 27°44'14.49 52°30'31.85
Manuel Viana* Margem do Rio Ibicui - Gabriel Wallau 29°35°19.29”  55°28°49.99”
Osério - - - 29°54'05.78" 50°1627.32"
Horto Florestal da Francine C. De
Pelotas Universidade Federal de Ago/2010 Ré, Raquel 31°46'02.05" 52°26'55.34"
Pelotas (UFPEL) Ludtke
Universidade Federal do
Porto Alegre Rio Grande do Sul Ago/2005 - 30°04'35.56" 51°07'27.70”
(UFRGS)
Quaraf Estrada do Passo da Nov/2011  Pedro M. Fonseca  30°23°06.97”  56°26’16.81”
Guarda
Francine C. De
Rio Grande Haras do Bolivar Ago/2010 Ré, Marco S. 32°03'02.24" 52°05'37.73"
Gottschalk
Larissa P.
Rosario do Sul Margem do Rio Ibicui Jun/2011 Bernardo, Valéria 30°14'36.70" 54°55'14.75"
Kaminski
Santa Maria Sdo Marcos Jun/2010 Elgion Loreto 29°41'17" 53°4821.73"
Santiago* Parque Zamperetti Pedro M. Fonseca
Sao Luiz . Jul2011 Stela Machado ~ 28°24°26.63”  54°57°40.70”
Gonzaga*
Sio Nicolau Estancia da Primeira Set/2010 Ronaldo M. 28°10'36.78"  55°15'59.92"
Queréncia Golombieski
530 Jodo do Vale Véneto Jul/2010  Francine C. DeRé ~ 29°38'59.73"  53°31'00.33"
Polésine
Uruguaiana*® Maio/2011 Edward Pessano 29°44°40.44”  57°04°53.68”
SC Empresa de Pesquisa
Chapecé* ‘;f;ﬁ%?;ﬁ; E’;zr“;a; Ago/2010 Elzira Floss 27°04°27.59”  52°37°52.47”
(EPAGRI)
Concérdia Sitio Munaretto -

Florianépolis Campeche - - 27°40'56.26" 48°29'33.28"
Joinville Usina do Pirai - - 26°18'21.44" 48°50'47.68"
Tijucas* BR 101 — Km 236 - Mario J. Muller 27°14°25.71”  48°38°03.88”

pr ~ BoaVenturade - - DarciJ. DeRé  24°54°36.00"  51°38°57.52”
Sao Roque*
Cianorte Reserv‘;,fr‘g’ézsgm das April2011  Jodo P. Junges 27°14'03.29"  52°01'45.47”

Diamante do Estagdo Bcolbgicado  \p 0011 Joao P Junges  22°39'39.36”  52°52'17.44”

Norte* Caiud
Matinhos* - Mario J. Muller 25°49°08.08”  48°32°29.11”
Sp Ana P. Christoff,
Guaruja* - Set/2010 Luiz Felipe V.de =~ 23°59’41.34”  46°15°24.30”
Oliveira
Presidente Reserva Legal em Maio/2011 Jodo P. Junges 21°46°56.07°  52°08°56.28”
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Datas das Coordenadas  Coordenadas
Pontos de coleta Subpontos coletas Coletor Sul (S) Oeste (W)
Epitacio* Assentamento
Teodoro Parque Estadual do . - ona> ' 010 ’
Sampaio* Morro do Diabo Maio/2011 Jodo P. Junges 22°29°50.41 52°19°54.65
MS Reserva Particular do
. Patrim6nio Natural .
% = 014> » 010’ »
Nova Andradina (RPPN) — Cabeceira do Maio/2011 Joao P. Junges 22°14°06.32 53°19°54.15
Mimoso
Reserva Legal das
Novo Horizonte Fazendas Japema e . - on g ’ oros ’
Maio/2011 Jodo P. Junges 22°36°50.58 53°48°22.33

do Sul* Tocando em frente

Nota: “*” indica os locais onde ndo houveram registros de D. maculifrons e D. griseolineata.

Tabela 2 — Sequéncias adicionais provenientes do GenBank e seus respectivos numeros

acesso
. . Ponto de
Espécies Coleta Subponto COI COIIL
D. maculifrons (Duda 1927) Jundiai/SP Serra do Japi EF569998 EF570032
D. griseolineata (Duda 1927) Jundiai/SP Serra do Japi EF569995 EF570029

Tabela 3 — Numero de individuos coletados e sequenciados

Locais de coleta

Numero de individuos
coletados/seqiienciados para
COl/seqiienciados para COII

Drosophila Drosophila
maculifrons griseolineata
Cruz Alta/RS 4/4/4 0
Horizontina/RS 12/9/11 0
Bossoroca/RS 9/7/9 0
Jacutinga/RS 87117 0
Os6rio/RS 0 10/5/7
Pelotas/RS 5/4/1 2/2/1
Porto Alegre/RS 5/0/0 20/0/0
Rio Grande/RS 0 1/1/0
Rosario do Sul/RS 1/1/1 0
Santa Maria/RS 71417 0
Sdo Nicolau/RS 3/3/3 0
Séo Jodo do Polésine/RS 3/1/0 0
Concordia/SC 1/1/1 0
Florianépolis/SC 2/2/1 7/1/0
Joinvile/SC 0 10/0/0
Cianorte/PR 1/0/0 0
Total 61 53




Tabela 4 — Indices de diversidade e testes de neutralidade para D. maculifrons, D. griseolineata e para os dados concatenados

D. maculifrons

D. griseolineata

COI1 (6(0)11 Conca;/ todas Concat/pares** COI Cco1l Concat/todas* Concat/pares**
44 46 51 36 13 13 5
S 2 4 0 14 14 22
3 1 6 6 4 6 4
Hd (DP) 0,090 (0,059) 0,168 (0,074) 0 0,262 (0,096) 0,718 (0,128) 0,900 (0,161) 0,718 (0,128) 0,900 (0,161)
n% (DP) 0,015 (0,01) 0,027 (0,012) 0 0,022(0,009) 0,745 (0,202) 0,439 (0,168) 0,745 (0,202) 0,631 (0,309)
Tajima's D -1,47 [p > 0,10] -1,86 [p < 0,05] - -2,00 [p < 0,05] 0,28 [p > 0,10] -0.74 [p > 0,10] 0,28 [p>0,10] -1,09 [p > 0,10]
FuelLi'sD -2,47[0,10> p >0,05]  -3,34 [p < 0,05] - -3,41 [p < 0,02] 0,57 [p > 0,10] -0.74 [p > 0,10] 0,57 [p>0,10] -1,09 [p > 0,10]
FuelLi'sF -2,53 [p < 0,05] -3,37 [p < 0,02] - -3,48 [p < 0,02] 0,57 [p > 0,10] -0.77 [p > 0,10]

0,57 [p > 0,10]

-1.17 [p > 0,10]

N = ndmero de individuos; S = nimero de sitios polimérficos; h = nimero de haplétipos; Hd (DP) = diversidade haplotipica (desvio padrdo); n% (DP) = diversidade
nucleotidica (desvio padrdo); Nota: o sinal “*” indica que todas as sequencias disponiveis de COI e COII, para cada espécie, foram incluidas na andlise concatenada. O sinal
“**” indica que apenas aquelas amostras que apresentavam ambos marcadores seqiienciados foram consideradas para a andlise concatenada.

LS



Tabela 5 — Valores de Fst pareado (abaixo da diagonal) e seus respectivos valores de p (acima da diagonal) para D. maculifrons - COI

Horizontina Floriandpolis Pelotas Cruz Alta Jacutinga Bossoroca Rosdrio Santa Maria S&o Nicolau Sao Jodo do Polésine Concérdia Jundiai

Horizontina
Florianépolis
Pelotas
Cruz Alta
Jacutinga
Bossoroca
Rosario
Santa Maria
Séo Nicolau
Sao Jodo do Polésine
Concérdia

Jundiai

0

0
0,18644

0

0

0
0,18644

S O O O

0,99

0
-0,26316
0
0
0
-0,26316

S O O O

0,99
0,99

0,26
0,99
0,99

0,15152
011111
-1
-0,14286
-0,09091
-0,09091
-1
-1

0,99
0,99
0,99
0,33

0

0
0,15152

0

0
0
0

0,99
0,99
0,99
0,49
0,99

0
0,11111
0

0
0
0

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

(=l el el -]

0,27
0,99
0,99
0,99
0,41
0,42
0,99

-0,09091
-0,09091
-1
-1

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0

8¢



Tabela 6 — Valores de Fst pareado (abaixo da diagonal) e seus respectivos valores de p (acima da diagonal) para D. maculifrons - COIl

Florianépolis

Florianépolis

Santa Maria 0
Cruz Alta 0
Horizontina -0,9
Jacutinga -1
Bossoroca -1
Jundiai 0
Concérdia 0
Pelotas 0
Rosario 0
Sao Nicolau 0

Santa Maria

0,99

0
-0,00205
0
-0,03067
0

o O o O

Cruz Alta

0,99
0,99

-0,0836
-0,09804
-0,11628

0

o O o O

Horizontina

0,99
0,56
0,99

-0,06086
-0,04465
-0,9
-0,9
-0,9
-0,9
-0,14416

Jacutinga

0,99
0,99
0,99
0,99

-0,06305

-0,16667

Bossoroca

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

-0,18033

Jundiai

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

oS O o O

Concérdia

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

Pelotas

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

Rosario

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

Sédo Nicolau

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

6S
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Tabela 7 — Valores de Fst pareado (abaixo da diagonal) e seus respectivos valores de p (acima
da diagonal) para D. griseolineata — COI

Osério  Pelotas Floriandpolis Jundiai Rio Grande Medellin

Osorio 0,39 0,99 0,99 0,99 0,21
Pelotas 0,08046 0,99 0,99 0,99 0,1
Floriandpolis -0,33333 0 0,99 0,99 0,99
Jundiai  -0,33333 0 0 0,99 0,99
Rio Grande -0,33333 0 0 0 0,99
Medellin  0,11765 0,36842 0 0 0 0

Tabela 8 — Valores de Fst pareado (abaixo da diagonal) e seus respectivos valores de p (acima
da diagonal) para D. griseolineata — COIIL

Osorio Pelotas Jundiai Medellin
Osério 0 0,99 0,99 0,99

Pelotas -1 0 0,99 0,99
Jundiai 0 1 0 0,99
Medellin 0 1 1 0

Tabela 9 — Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA) para D. griseolineata

Fonte de Variacdo Graus de Liberdade Variagdo (%)

Entre os grupos 1 45,56%
Dentro dos grupos 4 -24,68%
Dentro das populacdes 7 69,03%

Tabela 10 — Indices de Correlacio para D. maculifrons e D. griseolineata

COI con
Indice de Correlagio Indice de correlagdo

-0,102516 (p =0,72) -0,073757 (p = 0,64)

D. maculifrons

D. griseolineata 0,869216 (p =0,05) 0,662253 (p = 0,046)




CAPITULO III - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Drosophila maculifrons e D. griseolineata apresentam diversos pontos de simpatria,
embora D. maculifrons seja mais amplamente distribuida em territério brasileiro, ocorrendo
em associacdo aos biomas Pampa e a Mata Atlantica, enquanto D. griseolineata parece estar
especializada ao ultimo. As anélises filogeograficas mostram que D. maculifrons apresenta
baixos niveis de diversidade e estruturacdo populacional com base nos dois marcadores
mitocondriais utilizados, o que pode ser explicado por um evento de expansdo populacional
recente entre 20 a 30 mil anos. Por outro lado, D. griseolineata apresenta niveis moderados de
diversidade e estruturacdo populacional e suas populagdes parecem ter se mantido estaveis ao
longo do tempo, apresentando um padrao de isolamento por distancia.

Este trabalho foi, pois, muito estimulante, ao mostrar que duas espécies
filogeneticamente préximas, que ocorrem em simpatria em diversos pontos, apresentam
respostas ecoldgicas e evolutivas distintas. Isto estd em concordancia com a perspectiva
apresentada por Robe et al, (2010b), de que evolucdo de nicho € um fator preponderante
durante a histéria evolutiva das espécies pertencentes a radiacdo tripunctata. Nesta
perspectiva, e na auséncia de um conservatismo de nicho, espécies proximas divergem
ecologicamente em alguns de muitos fatores, o que estd intimamente associado as respostas
evolutivas que cada uma ird tomar ao longo do tempo. Mesmo assim, a andlise das curvas de
resposta destas espécies a variacdo nos fatores abidticos relacionados a temperatura e
precipitacdo mostra padrdoes ainda essencialmente parecidos. A variagdo nos niveis de
especializacdo aos biomas de Mata Atlantica e Pampa deve-se, provavelmente, a um conjunto
de interacdes bidticas complementares aos fatores abidticos considerados, e somente um
aprimoramento nos algoritmos e dados disponiveis possibilitard uma analise mais cuidadosa e
completa desta questao.

Além disso, hd que se considerar também a possibilidade de que parte dos contrastes
encontrados sejam um artefato relacionado a insuficiéncia de alguns de nossos dados. As
coletas realizadas neste trabalho concentraram-se em grande parte no Rio Grande do Sul.
Porém, outros estados como Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo e Mato Groso do Sul foram
amostrados, conforme os resultados de distribuicio de habitat adequado preditos pelas
modelagens e também pela viabilidade de acesso a esses locais. Devido a sazonalidade com

que as duas espécies ocorrem, aparecendo principalmente entre os meses de maio e setembro
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e o curto prazo destinado ao mestrado, intensificamos as coletas nesses intervalos de tempo
nos anos de 2010 e 2011. Porém, o nimero de individuos amostrados foi aquém das nossas
expectativas e muitos dos pontos em que a probabilidade de ocorréncia era alta ndo
apresentaram ocorréncia das espécies procuradas em nossas coletas. Neste sentido, alguns
padrdes populacionais, principalmente no que se refere a D. griseolineata, permanecem
incertos, como um possivel evento de expansdo populacional, condizente com suas
preferéncias ecoldgicas para ambientes umidos e florestados. Quanto aos resultados
relacionados a auséncia de registros em pontos em que a espécie era esperada, nao podemos
classificd-los como falso-positivos dos modelos, ja que ndao podemos afirmar se o método de
amostragem ndo foi efetivo para o local ou se as espécies, de fato, ndo freqiilentam aquele
habitat. Existem, entretanto, indicios de que a primeira alternativa melhor se adéqiie aos
resultados, ja que em algumas cidades, a realizacdo de reamostragens apresentou flutuacoes
quanto a seus resultados de presenga/auséncia das espécies em questao.

Entretanto, apesar das dificuldades relatadas acima, foi possivel desenvolver um
trabalho muito interessante, esclarecendo em grande parte os padrdes histéricos/demograficos
responsaveis pela atual distribuicdo genética dessas duas espécies em particular, pertencentes
ao grupo guaramunu de Drosophila. A fim de aprimorar ainda mais este trabalho e responder
algumas questdes que ainda ndo foram completamente esclarecidas, a amostragem de cada
uma das espécies serd aumentada. Pretende-se, ainda, incluir marcadores nucleares nessa
andlise comparativa dos padrdes filogeograficos de D. maculifrons e D. griseolineata, a fim
de confirmar ou ndo a incongruéncia apresentada entre os resultados mitocondriais deste
trabalho e as andlises citogenéticas realizadas por Salzano (1955). Além disso, pretende-se
investigar a presencga de sequéncias de Wolbachia em D. maculifrons e caso essa hipdtese se
confirme, buscar-se-4 compreender as consequéncias da infec¢do na estrutura populacional

desta espécie, buscando associd-los aos resultados aqui obtidos.
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