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RESUMO

Drosophila sturtevanti € uma espécie neotropical com distribuicdo geografica
extensa que ocorre do México ao sul do Brasil e nas ilhas do Caribe. Na América do
Sul é abundante e adaptada a diferentes fitofisionomias da Mata Atlantica. Estudos
reprodutivos, cromossdmicos, enzimaticos, moleculares e morfologicos indicam a
existéncia de diferenciacédo entre suas populacdes. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o nivel de diversidade genética e analisar a estrutura das populacdes de
trés regides geograficas do Brasil em areas da Mata Atlantica do Nordeste, Sudeste
e Sul usando microssatélites espécie-especificos. No presente estudo, 126 machos
de D. sturtevanti foram coletados em nove fragmentos da Mata Atlantica e
analisados para 11 locos de microssatélites espécie-especificos. Um total de 109
alelos foram produzidos, variando de 2 a 16 alelos por loco, e a heterozigosidade
média observada foi baixa (0,20 a 0,38). Houve uma diferenciacdo genética
moderada (Fst = 0,08) entre populacdes e alta deficiéncia heterozigética. Nado houve
correlacdo entre distancia genética e geografica. Mais de 50% das populacbes
apresentaram as frequéncias alélicas fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os
marcadores microssatélites mostraram um polimorfismo consideravel e riqueza
alélica nas populacbes de D. sturtevanti, bem como uma estrutura populacional
moderada que sugere evidéncia de fluxo génico. A maior diferenciacdo da
populacdo de Ribeirdo da llha, SC pode ser atribuida ao efeito de fundacédo e / ou
auséncia de fluxo génico devido a sua posicao geografica isolada (uma ilha).
Também foi detectada a presenca de um gargalo genético na populacdo de
Guaribas, PB. No presente trabalho foi realizado também um estudo da
biodiversidade de drosofilideos em diferentes areas de dominio da Mata Atlantica.
Neste estudo, foi avaliada a composi¢do faunistica, abundancia e riqueza das
espécies de drosofilideos de quatro remanescentes florestais do estado de Séo
Paulo: Parque Estadual Serra da Cantareira (SDC), Parque Estadual Picinguaba
(PIC), Matdo (MAT) e Nova Granada (NGR). Para as coletas foram utilizadas 60
armadilhas fechadas distribuidas em seis transectos paralelos sentido borda-interior,
contendo isca de banana e levedura. Todos os machos coletados e os machos F1

obtidos das isolinhagens de fémeas cripticas foram identificados pela analise do



edeago. No total, 19.685 individuos foram coletados e 5.886 machos foram
identificados. Ao todo, foram identificadas 49 espécies de drosofilideos (incluindo
Zaprionus indianus e Scaptodrosophila latisfaciaerfomis). As areas estudadas néo
diferiram significativamente em relacdo a abundancia das espécies coletadas, no
entanto, elas diferiram em riqgueza de espécies. Um total de 30 espécies foram
identificadas em Serra da Cantareira; 26 em Picinguaba; 24 em Matdo e 17 em Nova
Granada. As areas da Serra da Cantareira e Picinguaba apresentam a maior
extensdo e preservacdo e foram as areas com a maior abundancia (72%) de D.
willistoni, uma espécie caracteristica de mata bem preservada, e 21 espécies foram
exclusivas dessas areas. Em contraste, as areas de Matdo e Nova Granada foram
caracterizadas pela maior abundancia de espécies invasoras, as quais indicam um
menor grau de preservacdo. Esses resultados corroboram o uso da abundancia de

drosofilideos em estudos de monitoramento e preservagdo ambiental.

Palavras-chave: Diversidade Genética. Drosofilideos. Fragmentacdo da Mata

Atlantica. Marcador Molecular. SSRs.



ABSTRACT

Drosophila sturtevanti is a Neotropical species with extensive geographic distribution
occurring from Mexico to the south of Brazil and the Caribbean islands. In South
America it is abundant and adapted to different phytophysiognomies of the Atlantic
Forest. Reproductive, chromosomal, enzymatic, molecular and morphological studies
indicate the existence of differentiation among their populations. The objective of the
present work was to evaluate the level of genetic diversity and to analyze the
structure of the populations of three geographic regions of Brazil in areas of the
Atlantic Forest of the Northeast, Southeast and South using species-specific
microsatellites. In the present study, 126 males from D. sturtevanti were collected
from nine fragments of the Atlantic Forest and analyzed for 11 species-specific
microsatellite loci. A total of 109 alleles, ranging from 2 to 16 alleles per
polymorphism locus, were produced, and the observed mean heterozygosity was low
(0.20 to 0.38). There was a moderate genetic differentiation between populations
(FST = 0.08) and high heterozygotus deficiency. Geographical distances did not
contribute to genetic differentiation. More than 50% of the populations presented the
allelic frequency out of Hardy-Weinberg equilibrium. Microsatellite markers showed a
considerable and allelic richness in the populations of D. sturtevanti, as well as a
moderate population structure indicating evidence of gene flow. The high
differentiation of the population of Ribeirdo da llha / SC, which can be attributed to
the effect of foundation and / or absence of gene flow due to its isolated geographic
position (an island), is also highlighted. It was also observed the presence of a
genetic bottleneck in the population of Guaribas/PB that may be due to the
occurrence of recent burning in this area. The present work was also a study of the
biodiversity of drosofilideos in different areas of dominion of the Atlantic Forest. In
this study, was ecologically evaluating a faunal composition, abundance and richness
of the drosofilidae species of four forest remnants of the S&o Paulo: Parque Estadual
Serra da Cantareira, Parque Estadual Picinguaba, Matdo and Nova Granada. The
collections were carried out with 60 closed traps, containing banana bait and
biological yeast, distributed in 6 parallel transects sense edge-interior. All collected

males and the F1 males of the cryptic females were identified by the analysis of the



aedeagus. In total, 19.685 individuals were collected and 5.886 males were
identified. In all, 46 species of drosophilids (including Zaprionus indianus and
Scaptodrosophila latisfaciaerfomis) were identified. The studied areas did not differ
significantly in relation to the abundance of the species collected, however, they
differed in species richness. A total of 30 species were identified in Serra da
Cantareira; 26 in Picinguaba; 24 in Matdo and 17 in Nova Granada. The areas Serra
da Cantareira and Picinguaba have greater extension and preservation corroborated
by the high abundance (72%) of D. willistoni and 21 exclusive species were found in
these areas. In contrast, the areas Matdo and Nova Granada are characterized by
the greater abundance of invasive species, indicating a lower degree of preservation.
These results corroborate the use of the abundance of drosophilids in studies of

monitoring and preservation environmental.

Keywords: Drosophilids. Fragmentation Atlantic Forest. Genetic diversity. Marker
molecular. SSRs
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1 INTRODUCAO

1.1 Mata Atléantica

A Mata Atlantica é um bioma de floresta tropical que se estende na costa
leste, sudeste e sul do Brasil, leste do Paraguai e a provincia de Misiones, regido
nordeste da Argentina (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005). Formada por um conjunto
complexo de tipos florestais, € um dos biomas mais importantes do mundo devido a
sua grande diversidade biolégica e ao mesmo tempo 0 mais ameacado
(MITTERMEIER et al.,, 2004), sendo considerada uma area prioritaria de
conservacdo da sua biodiversidade (MYERS et al.,, 2000; MITTERMEIER et al.,
2004). Sua vegetacao inicial estendia-se por quase toda costa litoranea, tendo uma
area de aproximadamente 1,3 milhdes de Km? distribuida por 17 estados brasileiros,
restando atualmente de 7 a 11% de sua &rea original (Figura 1). A diminuicdo da
area foi decorrente da sua ocupacao, desde o século XVI, pela expansdo urbana e
industrial (MMA, 2016), e também pela exploracdo de recursos florestais e a
transformacdo das matas em areas produtivas em grande escala (SALGUEIRO et
al., 2004; TABARELLI et al., 2005).

Atualmente, os fragmentos de Mata Atlantica sdo formados por diferentes
tamanhos e graus de conservacdo, a maior parte dos remanescentes florestais
deste bioma encontra-se subdivido em pequenos fragmentos isolados com
diferentes niveis de degradacdo, pouco estudados e protegidos (CARNAVAL;
MORITZ, 2008). A fragmentacdo comprometeu seriamente a integridade deste
bioma (SILVA; CASTELETI, 2005), onde mais de 80% delas apresenta areas
menores que 50 hectares (RIBEIRO et al., 2009), devido a essa drastica perda de
florestamento a Mata Atlantica é considerada um dos 25 hotspots mundiais para
preservacao (TABARELLI et al., 2005).

Este bioma é formado por um conjunto de formacdes florestais, destacando a
Floresta Ombrdfila Densa, a Floresta Estacional (Semidecidual e Decidual) e a
Floresta Ombrofila Mista (Figura 2). Esses trés tipos de vegetacdes possuem clima
bem caracteristico: a primeira possui um clima quente e Umido, a segunda possui
verbes guentes e umidos com invernos frios e secos e a Ultima possui um clima
umido e frio (MARQUES, 2016). Mesmo reduzida e muito fragmentada, essa

diversidade ambiental contribuiu para alta diversidade biologica e elevado
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endemismo, contendo entre 1% a 8% de toda a flora e fauna mundial, sendo uma
floresta com o maior numero de espécies endémicas (MYERS et al., 2000).

Figura 1. Mapa dos remanescentes Florestais da Mata Atlantica 2015/2016. A area
em amarelo representa a cobertura original da Mata Atlantica e em verde o
remanescente florestal. Fonte: Atlas dos remanescentes florestais de Mata Atlantica,
FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2017.

Atlas dos Remanescentes Florestais da Mata Atlantica 2015-2016
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Figura 2. Mapa dos diferentes tipos de vegetacdo do Brasil. A area em verde escuro
representa a floresta ombrofila densa, verde claro representa a floresta ombrofila
aberta, verde claro regido sul representa floresta ombréfila mista, em roxo claro
representa a floresta estacional decidual, em ocre representa a floresta estacional
semidecidual, em roxo escuro representa as formacdes pioneiras e em laranja
representa os campos de altitude. Fonte: Digitalizacdo do mapa de vegetagcdo do
Brasil. FIBGE, 1993. Instituto Socioambiental/ FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA.
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1.2 Familia Drosophilidae

A familia Drosophilidae (Diptera, Brachycera) é composta atualmente por
cerca de 4.200 espécies (BACHLI, 2018), distribuida ao longo de mais de 60
géneros, desses, 16 géneros representam a familia de Drosophilidae no Brasil
(TIDON et al.,, 2015). Cerca da metade do numero total de espécies descritas
pertencem ao género Drosophila, que tem ampla distribuicdo (WHEELER, 1982).
Algumas espécies sdo endémicas, enquanto outras sdo cosmopolitas, sendo que,
muitas destas dispersaram-se pelo mundo devido a sua capacidade de associagéo
ao homem (TIDON-SKLORZ; SENE, 1999).

O género Drosophila contém 15 subgéneros que compdes 0 género
Drosophila, sendo estes: Antopocerus (15 espécies), Chusqueophila (1 espécie),
Dichaetophora (7 espécies), Dorsilopha (1 espécie), Drosophila (759 espécies),
Dudaica (1 espécie), Engiscaptomyza (6 espécies), Hirtodrosophila (112 espécies),
Lordiphosa (13 espécies), Phloridosa (7 espécies), Psilodorha (2 espécies),
Scaptodrosophila (184 espécies), Siphlodora (2 espécies), Sophophora (233
espécies) e Spinodrosophila (1 espécie) (POWELL, 1997), Dentre os quais podemos
distinguir os subgéneros Drosophila e Sophophora devido sua abundancia e
diversidade, cuja sistematica permanece controversa e incompleta devido suas
constantes mudancas, tanto por agrupamento por morfometria (YASSIN, 2013)
quanto pela inclusdo de novas espécies descritas, principalmente na regido
neotropical (GOTTSCHALK et al., 2012; ACURIO et al., 2013; POPPE et al., 2014;
GEISLER et al., 2015; GUILLIN; RAFAEL 2015; JUNGES et al., 2016).

O maior grupo de Drosophilidae habitando a regido Neotropical € o subgénero
Drosophila, no qual incluem-se pelo menos 25 grupos de espécies (VAL et al., 1981;
TIDON et al., 2015; SANTA-BRIGIDA et al., 2017). O subgénero Sophophora
(STURTEVANT, 1939), por outro lado, compreende apenas 7 grupos, destacando-
se 0s grupos com maior diversidade de espécies, sendo: melanogaster, obscura,
willistoni e saltans. O grupo saltans é formado por 21 espécies até entdo descritas,
divididas em 5 subgrupos: cordata, elliptica, sturtevanti, parasaltans e saltans. A
origem do grupo sao os tropicos da América do Norte (THROCKMORTON, 1975), de
forma que esse grupo e o grupo willistoni representam a radiacdo do subgénero

Sophophora no Novo mundo.
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1.3 Drosofilideos como modelo em estudos genéticos e ambientais

A diminuicdo da diversidade bioldgica é considerada um problema ecoldgico
atual devido a perda de cobertura vegetal natural por campos de pastagem,
instalacbes urbanas e outros fatores antropicos, resultando em pequenos
fragmentos florestais isolados uns dos outros (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Além
da perda da biodiversidade, a limitacdo do fluxo génico e a diminuicdo do tamanho
populacional sédo resultados do processo de fragmentacdo de habitats, que podem
levar a endogamia e a perda de variabilidade genética, restringindo a capacidade da
populacao de responder a novas condigcbes ambientais (CASWELL, 2001; EALES et
al., 2008; LEGRAND et al., 2011). Este tipo de estudo tem sido realizado com
espécies da familia Drosophilidae, principalmente porgue estes insetos possuem alta
sensibilidade as alteracdes climaticas e ecoldgicas e diferentes espécies respondem
distintamente a estas alteracbes ambientais. Algumas sdo mais sensiveis as
alteracdes climaticas (por exemplo, D. willistoni) e as espécies invasoras (como por
exemplo: D. simulans, D. malerkotliana, Zaprionus indianus e outras) sdo espécies
com alta capacidade de suportar ambientes alterados e com grande nivel de
estresse (FERREIRA; TIDON, 2005; MATEUS et al., 2006, TORRES; MADI-
RAVAZZI, 2006; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013; PENARIOL et al., 2018 em
preparacao).

Estudos sobre a utilizacdo de algumas espécies de drosofilideos como
bioindicadoras tém avancado nos ultimos anos como uma proposta de inclusdo em
metodologias praticas e de baixo custo de monitoramento ambiental (PARSON,
1991; AVONDET et al., 2003; FERREIRA; TIDON, 2005; TORRES; MADI-RAVAZZI,
2006; MATA et al., 2008; ACURIO et al., 2010; BIZZO et al., 2010; PENARIOL et al.,
2008; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013; TIDON et al., 2015; SANTA-BRIGIDA et
al.,, 2017, PENARIOL et al., 2018 em preparacdo). A sensibilidade do género
Drosophila em relagédo as variaveis abioticas e bidticas se reflete na dinamica
populacional desses organismos. Além disso, a caracteristica cosmopolita do grupo
e a facilidade de coletar esses organismos no ambiente natural torna-o um excelente
material para estudos ambientais (PARSON, 1991; FOOTE; CARSON, 2004; TIDON
et al., 2015; SANTA-BRIGIDA et al., 2017, PENARIOL et al., 2018, em preparacao).

Alguns parametros da comunidade de drosofilideos como a riqueza de

espécies e a abundancia populacional, tém sido utilizados com sucesso ha avaliagao
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de diferentes situagbes ambientais como avaliacdo de fragmentos com tamanhos
diferentes (TIDON, 2006; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013, PENARIOL et al., 2018
em preparacao), fragmentos em diferentes estados de conservacédo (SILVA et al.,
2005; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006, PENARIOL et al, 2008; HOCHMULLER et
al., 2010, CAVASINI et al., 2015, PENARIOL et al., 2018 em preparacéo), efeitos de
borda (PENARIOL et al., 2008; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013, PENARIOL et al.,
2018 em preparacdo) e proximidade do fragmento de um recurso hidrico
(MEDEIROS, 2006; MATEUS et al., 2007).

1.4 Microssatélites e seu uso em estudos populacionais

O desenvolvimento da biologia molecular nas ultimas décadas possibilitou a
mensuracao da variabilidade genética em popula¢g@es naturais diretamente do DNA
dos organismos, 0 que, associado a outras informacdes, constitui uma importante
ferramenta para a elucidacdo dos processos e mecanismos evolutivos geradores da
diversidade biolégica. Dentre estas ferramentas, os microssatélites, descritos em
1987 (LITT; LUTY, 1989; WEBER; MAY, 1989; TAUTZ, 1989) vem sendo
amplamente utilizados, principalmente devido a sua versatilidade de aplicacdo e
resolucdo para diferentes questdes bioldgicas, tais como, a avaliagdo do nivel de
diferenciacdo entre organismos, a genética e estruturacdo de populacdes, deteccéo
de eventos ecoldgicos e evolutivos em populacdes naturais, correlagcdo de
comportamento de acasalamento com isolamento reprodutivo, estimativas de niveis
de fluxo génico, dispersdo de sementes, entre outros (HUTCHISON; TEMPLETON,
1999; CHAMBERS; MACAVOY, 2000; ACHMANN et al., 2004; FRANCK et al., 2004;
GEE, 2004; PATTEN et al., 2004; DIERINGER et al., 2005; STREIFF et al., 2005;
SELKOE; TOONEN, 2006; KIMBERLY et al., 2006; MOGES et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2016).

Diversos trabalhos recentes utilizam marcadores de microssatélite para estudo
de diversidade genética e estrutura populacional, ndo apenas em drosofilideos, mas
também em mamiferos (SANCHEZ et al., 2012; SILVA-CABALLERO et al., 2017)
plantas (BAJAY et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016), invertebrados (POULAKAKIS et
al., 2008, FRAIMOUT et al., 2015) e fungos (MOGES et al., 2016). A raz&o para
essa versatilidade de estudos esta nas propriedades dos microssatélites que sao

marcadores codominantes, altamente polimorficos e distribuidos amplamente pelo
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genoma eucarioto, preferencialmente nas regides intergénicas, podendo, deste
modo, ser considerado seletivamente neutro e também possui alta reprodutibilidade.

1.5 Genética de populacdes

A genética de populac¢des busca compreender principios genéticos e o estudo
de forcas evolutivas que resultem em mudancas nas espécies ao longo do tempo,
com aplicacdo a populacdes inteiras de organismos, sendo esses, seres humanos,
animais, plantas ou outro organismo. A variabilidade genética nas populacdes
passou a ser mais estudada no final do século XIX, esse conhecimento tornou-se
essencial em genética, gendmica, biologia evolutiva, sistematica, historia natural,
conservacao, entre outros (HARTL; CLARK, 2010).

A variabilidade genética tem sido definida como a riqueza de espécies dentro
de um ecossistema e também como o nivel de diversidade genética existente dentro
de cada populacdo (NEI, 1973). Sendo quantificada pelo nimero de alelos por locos,
locos polimorficos, frequéncia alélica, heterozigosidade observada e esperada,
equilibrio de Hardy-Weinberg, estas estimativas permitem avaliar o padrao de
diversidade e estrutura genética (NEI, 1978; MILLER, 1997, PIRY et al., 1999;
PRITCHARD et al., 2000; LEWIS; ZAYKIN, 2001; KOPELMAN et al., 2015).

Alguns fatores evolutivos podem atuar sobre a estrutura populacional como a
mutacdo, migracao, selecao natural, deriva genética, endogamia e fluxo génico, que
operam dentro de um contexto histérico e bioldgico de cada espécie. Esses fatores
podem levar a divergéncia genética das populacbes e assim uma determinada
variante pode estar presente em uma populacdo de uma determinada espécie, mas
ndo em outra populacdo desta mesma espécie (RIDLEY, 2006). De importancia
primaria para a formacdo da estrutura € a selecdo e o fluxo génico, em geral,
espécies com intenso fluxo génico tém menor diferenciacdo genética (HAMRICK,
1986).

Mas fatores ecoldgicos também podem influenciar a estrutura genética das
populacdes. Podendo ser demografica ou temporal: a estrutura demogréfica refere-
se a distribuicdo espacial dos individuos, determinada principalmente pelo sistema
de reproducdo e o tamanho e densidade da populagdo (BROWNS, 1978), ja a
estrutura genética temporal refere-se a subdivisdo da diversidade genética entre
geracdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
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Portanto, a compreensdo de como a variacdo genética encontrada em
populacbes naturais esta distribuida e quais sdo as caracteristicas do ambiente ou
da espécie que estdo influenciando esta distribuicdo € fundamental para

compreensao da histdria evolutiva das espécies.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral
Avaliar a estrutura populacional e diversidade genética de Drosophila
sturtevanti de diferentes dominios de Mata Atlantica.
Fazer um levantamento da biodiversidade de drosofilideos em fragmentos

remanescentes da Mata Atlantica em diferentes regides geograficas do Brasil.

2.2 Especificos

2.2.1 Molecular

Testar a transferibilidade de iniciadores de microsatélites desenvolvidos para
a espécie D. mediopunctata em populacdes de D. sturtevanti;

Desenvolver iniciadores SSR especificos para a espécie D. sturtevanti;

Testar a transferibilidade de iniciadores desenvolvidos para D. sturtevanti nas
espécies do grupo saltans;

Avaliar a diversidade genética das populacdes de Drosophila sturtevanti e a

relacdo com seu habitat.

2.2.2 Biodiversidade

Realizar um levantamento faunistico da biodiversidade de drosofilideos em
quatro fragmentos da Mata Atlantica de diferentes regides geogréficas;

Avaliar a biodiversidade dos diferentes fragmentos florestais por meio de
indices ecoldgicos;

Avaliar a associacdo da abundancia das espécies bioindicadoras com a

fragmentacao do habitat.
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Transferability of SRR primers developed for D. mediopunctata to the species

D. sturtevanti
CAPITULO |
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Transferability of SRR primers developed for D. mediopunctata to the species

D. sturtevanti

Trava, B.M., Machado, L.P.B., Mateus, R.P., Madi-Ravazzi, L*. Departamento de

Biologia, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio Preto/Sao Paulo, Brazil;

*E-mail: lilian@ibilce.unesp.br.

Drosophila sturtevanti (Duda, 1927) belongs to the sturtevanti subgroup of the
saltans group (Magalhdes, 1962). It presents a wide geographic distribution,
occurring from Mexico to southern Brazil, including the Caribbean islands
(Magalhaes, 1962). Due to the high cost of developing microsatellite markers (SSR)
for each species, the transferability of SSR primers between related species have
been tested and used in population and evolutionary studies (White and Powell,
1997; Roa et al., 2000; Zucchi et al., 2002). The aim of this work was to analyze the
transferability of SSR primers, originally described for D. mediopunctata to D.
sturtevanti (Laborda et al, 2009a). Twenty primers that were successfully amplified
using a sample composed of a pool of individuals from an isofemale line of D.

sturtevanti, were selected (Tablel).

Table 1. Microsatellite loci described by Laborda et al. (2009) that have been tested in
populations of D. sturtevanti. Highlighted in bold are the ones who have obtained

amplification for D. sturtevanti.

Locus Genbank Size Locus Genbank Size

acession (bp) acession (bp)
Dmed”™“*™" 033 | GQ344866 245 Dmed”™™“*™ 096 | GQ344919 152
Dmed”™M“*"* 034 | GQ344867 115 Dmed”™™“*™* 099 | GQ344922 299
Dmed”™“*™" 039 | GQ344872 182 Dmed”™“*™" 102 | GQ344925 197
Dmed”™“*™" 041 | GQ344873 286 Dmed”™™“*™ 107 | GQ344930 179
Dmed”M“*™" 053 | GQ344883 122 Dmed”™™“*™" 115 | GQ344938 207
Dmed”N“*™P 054 | GQ344884 214 Dmed”™™“*"" 118 | GQ344941 136
Dmed”™M“*™" 056 | GQ344886 142 Dmed”™™“*™" 121 | GQ344943 144
Dmed”™“*M" 057 | GQ344887 137 Dmed”™“*MP 124 | GQ344946 156
Dmed”™M“*™ 065 | GQ344892 198 Dmed”™M“*M" 126 | GQ344947 291
Dmed”™™“"™" 095 | GQ344918 147 Dmed”™M“*™* 133 | GQ344951 245
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The amplifications were performed under the same conditions and reagent
concentrations reported in the literature (Laborda, et al, 2009b), using individuals of
D. sturtevanti from Matado/S&o Paulo/Brazil (21°37°14”S; 21°37°14”W), Nova
Granada/ Sao Paulo/Brazil (20°32'37’’S; 49°14°47"W) and Joao
Pessoa/Pernambuco/Brazil (7°3'49"S; 34°51'25"W). Only two loci amplified in 15
individuals out of 45 tested (Figure 1), even after applying protocol modifications to

increase the transferability success.

1 23 M 4 56 7 8 9 10111213 14 15 1 2 34 5 67 8910M1112131415161718 1 2 34 5 6 7 B8 910 M1112131415161718

Figure 1. PAGE 6% of microsatellite DNA loci amplified on Drosophila sturtevanti. M:
Molecular weight marker of 100/100 bp; A. Locus SSR118 — Matdo/SP; B. Locus SSR118 —
Pernambuco/PB; C. Locus SSR115 — Pernambuco/PB.

The optimal annealing temperatures for these two loci were tested. However, no
pattern was obtained. Despite the original amplification of the 20 loci using a pool
sample of one isofemale line of D. sturtevanti, our work showed that their
transferability in individual samples of natural populations is rather difficult.
Drosophila mediopunctata and D. sturtevanti belong to different subgenera, being
therefore phylogenetically distant. Thus, throughout both species evolutionary
processes, mutations could have become fixed in the flank region of the SSR loci,
resulting in null alleles, which could be responsible for the low transferability (only
10%). Previous work using some of these loci described for D. mediopunctata in
other two species of Drosophila, D. maculifrons and D. ornatifrons, which are more
closely related to D. mediopunctata than D. sturtevanti, also showed that as more
distant the species is, the less successful is the transferability. Drosophila
maculifrons is more closely related to D. mediopunctata than D. ornatifrons, and the
rates of transferability were 50% and 28%, respectively (Tractz et al., 2012).

Therefore, the tested markers were not suitable for genetic variability analyses of D.



29

sturtevanti natural populations, requiring more tests with other primers or the use of

strategies for obtaining and synthesizing specific primers for this species.

Keywords: saltans group, molecular markers, genetic variability, microsatellite DNA,
transferability.
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Desenvolvimento de microssatélites para Drosophila sturtevanti e a
transferibilidade de 13 locos polimdérficos para espécies do grupo saltans de

Drosophila (Diptera: Drosophilidae)

CAPITULO II

Nas normas da revista Genetics and Molecular Biology (SBG)
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Desenvolvimento de microssatélites para Drosophila sturtevanti e a
transferibilidade de 13 locos polimérficos para espécies do grupo saltans de

Drosophila (Diptera: Drosophilidae)

Bruna Memari Trava', Bruna Emilia Roman?, Lilian Madi-Ravazzi'
'Departamento de Biologia, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Sao José do Rio Preto, Sédo Paulo, Brasil.

Resumo: Os marcadores microssatélites ou sequéncias de repeticbes simples
(SSRs) sdo altamente polimérficos, possuem evolucdo rapida e sao considerados
marcadores neutros, devido a estas caracteristicas, 0s mesmos tém sido usados
extensivamente em estudos populacionais. O desenvolvimento de SSRs especificos
para uma determinada espécie abre possiblidades para a aplicacdo, por meio da
transferibilidade, em estudos populacionais de outras espécies proximas
filogeneticamente, otimizando tempo e custo. Neste trabalho € descrito pela primeira
vez 16 locos que foram desenvolvidos para a espécie Drosophila sturtevanti
(subgrupo sturtevanti, grupo saltans) e testado sua transferibilidade para 15 espécies
do grupo saltans de Drosophila. Dos 16 iniciadores construidos por meio de uma
biblioteca genbmica, 13 amplificaram e 11 foram polimoérficos. As condicfes
adequadas de amplificacdo foram estabelecidas utilizando quinze individuos machos
de D. sturtevanti. A porcentagem total de transferéncia foi de 54,87%. As espécies
com maior sucesso de amplificacdo heteréloga foram incluidas no subgrupo
sturtevanti (D. sturtevanti, D. dacunhai, D. milleri e a linhagem D.sturt-like). Dos 13
marcadores microssatélites utilizados, dois amplificaram em todas as espécies e um
nao amplificou em nenhuma espécie do grupo saltans. Os dados corroboram o uso
da técnica da transferibilidade destes oligonucleotideos que poderdo ser usados em
estudos de diversidade genética e estrutura populacional de D. sturtevanti e de
outras espécies do grupo saltans de Drosophila.

Palavras-chave: marcadores moleculares, biblioteca gendmica, SSR, diversidade

gen
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INTRODUCAO

D. sturtevanti pertence ao grupo saltans de Drosophila (familia Drosophilidae,
subgénero Sophophora) e apresenta ampla distribuicdo geografica dentro do
subgrupo sturtevanti e mesmo dentro do grupo saltans. Esta presente em quase
toda a éarea de distribuicdo do grupo, do México ao sul do Brasil e nas ilhas
Caribenhas (Magalhades, 1962). E uma espécie generalista e comum em fragmentos
de mata e com alta abundéancia populacional em diferentes épocas do ano,
apresentando caracteristicas adequadas para ser utilizada como um organismo
modelo em estudos populacionais. O grupo saltans € constituido por 21 espécies,
sendo subdividido em cinco subgrupos, de acordo com os caracteres morfologicos,
principalmente da termindlia masculina, sdo eles: cordata (duas espécies), elliptica
(quatro espécies), parasaltans (duas espécies), sturtevanti (seis espécies) e saltans
(sete espécies) (Sturtevanti, 1942; Magalhdes e Bjornberg, 1957; Magalhaes, 1962;
Mouréo e Bicudo, 1967).

Este grupo ja foi estudado quanto a diferentes aspectos: morfolégicos
(Magalhdes, 1962; Mouréo e Bicudo, 1967; Souza et al., 2014), padrdes de
esterases (Nascimento e Bicudo, 2002; Bernardo e Bicudo, 2009), polimorfismos de
inversao (Kobayashi e Bicudo, 1997), reprodutivos (Dobzhansky, 1944; Bicudo,
1979; Kobayashi e Bicudo, 1994) elementos transponiveis (Clark et al., 1995; Clark e
Kidwell, 1997; Silva e Kidwell, 2000, 2004; Castro e Carareto, 2004; De Setta et al.,
2007), sequéncias de genes nucleares e mitocondriais (Tarrio et al., 1998; O"Grady
et al.,, 1998; Rodriguez-Trelles et al., 1999) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Freschi et al., 2002).

Os microssatélites, conhecidos também como polimorfismos SSR (Sequéncia
de Repeticdo Simples), sdo sequéncias curtas (1 a 6 pb) e repetidas de DNA, em
gue os nucleotideos estdo arranjados em tandem (Tautz, 1989; Edwards et al.,
1991). Esses marcadores sao locos especificos, altamente versateis, relativamente
abundantes, codominantes e exibem altos niveis de polimorfismos (Tautz, 1989;
Weber, 1990; Weising et al., 1995; Powell et al., 1996; Toth et al., 2000; Katti et al.,
2001; Morgante et al., 2002).

Estes marcadores tém sido amplamente utilizados em estudos genéticos
(Akkaya et al.,, 1992). Os altos niveis de polimorfismos observados nos

microssatélites e a relativa facilidade da deteccéo por PCR associada a uma analise
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estatistica robusta e eficiente tem favorecido o seu uso em muitas areas bioldgicas
tais como: biologia forense, mapeamento genético, teste de paternidade, genética de
populacdes e da conservacao (Jarne e Lagoda, 1996; Schuler et al., 1996; Knapik, et
al., 1998; Luikart et al., 2003).

O desenvolvimento de novos marcadores SSR € um processo elaborado que
demanda alto custo e tempo, assim o método de transferibilidade de marcadores
SSR é vantajoso, pois otimiza tempo e viabiliza o custo (Ferreira e Grattapaglia,
1998; Fantin, 2007. A transferibilidade pode ocorrer devido a conservacéo de sitios
microssatélites entre espécies relacionadas, possibilitando a realizagcdo de
transferéncias dos locos entre espécies do mesmo género ou até mesmo de géneros
diferentes, sendo possivel o uso de iniciadores heterélogos (Fantin, 2007; Kalia et
al.,, 2011). Dessa forma, os pares de iniciadores desenhados com base nas
sequéncias obtidas de uma espécie especifica podem ser utilizados para detectar
SSRs em espécies relacionadas, esse método de transferibilidade foi demonstrada
com sucesso em algumas espécies (Ellis e Burke, 2007; Varshney et al., 2007;
Laborda et al., 2009; Tractz et al., 2012; Oliveira et al., 2016).

Muitos pesquisadores tém utilizado a técnica de transferibilidade de
iniciadores para espécies filogeneticamente préximas, buscando sequéncias de
nucleotideos de espécies proximas em banco de dados como no GenBank (EUA),
DDBJ (Japao) e EMBL-bank (Reino Unido) (Morgante e Olivieri, 1993; Stoesser et
al., 2002; Kalia et al., 2011). Entretanto, a transferibilidade nem sempre € positiva.
Como por exemplo, iniciadores desenhados para D. mediopunctata foram testados
em populacbes de D. sturtevanti e ndo foram eficientes nos seus resultados,
provavelmente por serem espécies filogeneticamente distantes (Trava et al., 2016).

O presente trabalho teve por objetivo desenhar, validar e otimizar pares de
iniciadores microssatélites SSR para populacbes de D. sturtevanti e avaliar a
transferibilidade destes oligonucleotideos em 15 espécies do grupo saltans visando

sua aplicabilidade em estudos populacionais deste grupo de espécies.
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MATERIAL E METODOS

e Biblioteca Gendbmica de D. sturtevanti

A extracdo do DNA gendmico de machos da espécie Drosophila sturtevanti
(provenientes da regido de Matdo, SP) foi realizada por meio da maceragao
individual das amostras seguindo o protocolo Salting out DNA extraction (Sunnucks
et al., 1996; Aljanabi e Martinez, 1997). Foi realizada a maceracéo individual de cada
amostra em microtubos contendo 10uL de proteinase-K (20mg/mL) e 100 pL de TEN
(NaCl 0,4 M, Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 2 mM, pH 8,0, mais 2% de SDS).
Durante 3 horas permaneceu em banho-maria a 55 °C, em seguida, foi adicionado
5uL de RNAse (10 mg/ml) mantido por 15 minutos em temperatura ambiente.
Adicionou-se 35ul de NaCl 5M as amostras, agitado no vortex por 5 segundos e
centrifugado durante 5 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos
microtubos e acrescentado 1 ml de etanol 100% gelado, os microtubos foram
invertidos suavemente para a precipitacdo do DNA. Em seguida, foi colocado no
gelo por 5 minutos e centrifugado a 4°C por 15 minutos. O excesso de etanol foi
descartado e adicionado 500uL de etanol 70%, foi centrifugado novamente a 4°C por
15 minutos, descartando o etanol em excesso e deixando 0os microtubos secarem na
estufa a 40° C, entre 20 a 30 minutos, para evaporar o restante do etanol. Apos os
microtubos estarem totalmente secos foi acrescentado 50uL de agua MilliQ, e foi
ressuspendido deixado overnight e armazenados a 4°C. Destas amostras foi
selecionada uma que continha uma concentracdo adequada de DNA para andlise
(70ng/uL).

A construcéo da biblioteca genémica de D. sturtevanti foi realizada de acordo
com Billotte et al. (1999). A amostra de DNA foi digerida utilizando endonuclease Afa
| (Invitrogen) e ligada a dupla cadeia de adaptadores Afa | (5-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3") e (5'-TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3).
Sondas biotiniladas e esferas magnéticas revestidas com estreptavidiva (particulas
paramagnéticas da Promega) foram utilizadas para encontrar fragmentos tipo (GT)8
e (CT)8. Os fragmentos de DNA capturados, foram amplificados por PCR e clonados
pelo vetor pGEM-T Easy (Promega). A bactéria Escherichia coli XL1-Blue (Agilent
Technologies) foi transformada com plasmideos recombinantes por meio do método

de electroporacao e cultivadas em &gar contendo em sua composi¢do amplicilina, X-
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galactosidase 2% e IPTG. Os clones positivos foram selecionados aleatoriamente e
sequenciados no analisador ABI 3500xL automatizado (Applied Biosystems)
utilizando os iniciadores T7 e SP6 e uma versédo Big Dye Terminator 3.1 com kit de
sequenciamento (Applied Biosystems).

A identificacdo das regides genOGmicas contendo oS microssatélites e os
desenhos dos pares de iniciadores que flanqueiam essas regides foram realizados
utilizando os seguintes aplicativos: para a remocdo dos adaptadores utilizamos o
software Chromas, depois removemos as regides de baixa qualidade pelo software
Chromatogram Explorer e alinhamos as sequéncias para criar a consenso no
software BioEdit. Apdés obtermos a sequéncia editada, utilizamos o programa
VecScreen para verificarmos se houve resquicios do vetor. Para esta analise foram
obtidas 16 sequéncias que possuia regido com repeticdo de microssatélite.
Utilizamos o software Primer3Plus (Untergasser et al.,, 2007) para obtermos os
iniciadores especificos destas sequéncias com 0s seguintes critérios: iniciador com
tamanho de 22 pb; temperatura de fusdo (Tm) entre 50 e 60°C; comprimento do
produto amplificado entre 100 a 500 pb; teor de GC entre 50 a 60%. Apds a
obtencdo das sequéncias dos iniciadores estes foram sintetizados na Sigma-Aldrich
(Darmstandt, Germany,GER).

A amplificacdo dos iniciadores foi testada em quinze individuos machos de D.
sturtevanti de Matéo, SP. A reagdo em cadeia polimerase (PCRs) consistiu em um
volume total de 25uL: 0,1 uL de Taq DNA polimerase (1u), 2,5 uL de tampao
10xbuffer, 2,5 pL de dNTP, 2,5 pL de cada iniciador, 0,75 pL de MgCL2 50mM, 1 pL
de DNA e 13,15 pL de &gua ultrapura. Para todos os iniciadores fizemos a PCR em
touchdown, ciclo de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 2 vezes 10 ciclos de 94° C
por 1 minuto, 65°C (-1°C por ciclo) por 1 minuto e, 72° C por 2 minutos; e um final de
18 ciclos de 94° C durante 1 minuto, 55°C por 1 minutos e 72°C por 5 minutos.
Posteriormente, se necessario os iniciadores que amplificaram foram padronizados
guanto a melhor temperatura de anelamento (Ta) variando entre 50 a 65°C, nas
condi¢gbes de 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 94° por 1 minuto, Ta por 1 minutos e
72°C por 2 minutos; e 72° por 5 minutos. Os produtos de amplificacdo da PCR foram
visualizados em gel de poliacrilamida 6% corados com nitrato de prata 15%

(Sanguinetti et al., 1994, com modificagdes).
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e Teste de transferibilidade

O DNA genbdmico de trés individuos machos de cada uma das 16 espécies do
grupo saltans (Tabela 1) foi extraido por maceracédo individual das amostras,
resfriadas em solucéo de Lise (Promega) e EDTA (0,5M, pH 8,0). Apds a incubacgéo
da reacdo com Proteinase K (20 mg/mL) em banho-maria a 65°C durante duas
horas, foi acrescentada a solucéao de precipitacdo de proteina (Promega), e mantida
no gelo por alguns minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugacéo (14.000 rpm) por 4 minutos. O sobrenadante, contendo o DNA, foi
transferido para um novo microtubo e foram acrescentados 200uL de isopropanol,
sendo submetido novamente a centrifugacdo (14.000 rpm) e descartando o
sobrenadante. Consecutivamente, foram realizados alguns ciclos de centrifugacao
(14.000 rpm) e o etanol foi descartado para obtencdo da amostra pura (pellet) de
DNA. Os tubos contendo o pellet de DNA foram colocados na estufa a 40°C, entre
20 a 30 minutos, para evaporar o restante do etanol. Ao final, o DNA foi
ressuspendido em 100uL de agua ultrapura e armazenado a 4°C. A reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume total de 25 pL contendo 0,5
U de Taqg DNA polimerase (Promega), 2,5 pL de tampéo 10x buffer, 0,2 mM de
dNTP, 0,2 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCL; e 3 ng de DNA. As condicdes de
amplificagéo da PCR foram definidas por um ciclo de desnaturagdo TOUCHDOWN a
94°C por 2 minutos; 10 ciclos de 94° C por 1 minuto, 65°C (onde a cada ciclo diminui
1°C) por 1 minuto e, 72° C por 2 minutos; 18 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto e 72°C por 2 minutos; finalizando em 72° C por 5 minutos. Os produtos de
amplificagdo da PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% corado com
nitrato de prata 15% (Sanguinetti et al., 1994, com modificacdes).

e Anédlise de Distancia Euclidiana

A andlise de distancia euclidiana foi realizada com base na amplificacdo dos
microssatélites, observado nos géis. A partir dai uma matriz foi construida da
seguinte maneira: 1 = condi¢cbes boas de amplificacdo no comprimento esperado, 2
= presenca de amplificacdo, mas necessitando alteracdo de reagentes e
temperatura de anelamento e 3 = auséncia de amplificacdo. O programa Statistica

7.0 (Statsoft, 2004) foi utilizado para esta analise.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 16 sequéncias testadas em D. sturtevanti, trés delas ndao amplificaram
(Dsturt_F, Dsturt H e Dsturt P). Os iniciadores Dsturt B, Dsturt C, Dsturt D,
Dsturt_I, Dsturt_K, Dsturt_ M e Dsturt_P tiveram boa amplificacdo em Touchdown, e
para os demais foram padronizadas a melhor temperatura de anelamento (Tabela 2).
Os 13 microssatélites que tiveram sucesso na amplificacdo foram utilizados em um
estudo de estrutura populacional de D. sturtevanti provenientes de nove localidades
geograficas do Brasil e todos eles foram polimérficos (Trava, BM; Machado, LPB;
Mateus, RP; Madi-Ravazzi, L; 2018 dados do capitulo IIl) e foram testados também
para outras espécies do grupo saltans.

A amplificacdo heterdloga resultou em uma taxa total de 54,87% de
transferéncias positivas, na qual 81,31% do total ndo precisaram de otimizagao. As
espécies que obtiveram maior sucesso de amplificacdo heterdloga foram as do
subgrupo sturtevanti com 84,61% de transferibilidade. Para a espécie D. dacunhai,
houveram 12 amplificacdos positivas (92,31%), para D. milleri, foram 11 (84,61%) e
para a linhagem D. sturt-like, 10 amplificacBes (76,92%). O valor de transferibilidade
para os demais subgrupos foi de 53,85% para o subgrupo saltans, 46,15 % para o
subgrupo elliptica, 30,77% para o subgrupo parasaltans e 23,08% para o subgrupo
cordata (Tabela 3).

Os microssatélites apresentaram maior sucesso de amplificacdo para as
espécies do subgrupo sturtevanti (D. sturtevanti, D. dacunhai, D. milleri e D. sturt-
like). D. prosaltans (subgrupo saltans) também apresentou um numero relativamente
alto de amplificacdo (9 microssatélites — 60%).

De acordo com a andlise de distancia euclidiana, as espécies do subgrupo
sturtevanti apresentaram-se em um agrupamento bem definido. Os outros
subgrupos apresentaram agrupamentos diversos, neste caso indicando uma
variacdo na amplificacdo dos microssatélites utilizados para as diferentes espécies
(Figura 1).

O trabalho da Laborda et al. (2009) testando microssatélites especificos de D.
mediopunctanta em outras espécies obteve amplificagdo positiva tanto para
espécies préximas como para espécies distantes filogeneticamente. Inclusive no
trabalho desta autora op.cit. foi observada transferibilidade positiva para a espécie

D. sturtevanti, enquanto esta transferilibilidade (microssatélites de D. mediopunctata
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para populacdes de D. sturtevanti) ndo foi obtido no trabalho de Trava et al, 2016.
Prestes et al. (2015) também utilizou os microsatélites de D. mediopunctata nas
espécies do grupo guarani (D. ornatifrons) e nas espécies do grupo guaramunu (D.
maculifrons; D. grisolineata), ocorrendo maior transferibilidade entre espécies de
grupos diferentes do que entre espécies de mesmo grupo (Prestes et al., 2015).
Nossos resultados indicam que a transferibilidade pode ser usada em alguns
casos, mas nem sempre isto é possivel. No presente estudo os microssatélites
especificos de D. sturtevanti mostraram-se altamente eficientes para as espécies
incluidas no subgrupo sturtevanti e alguns deles também para as espécies dos
outros subgrupos, principalmente o subgrupo saltans, tornando possivel seu uso em
estudos populacionais e evolutivos nas espécies do grupo saltans de Drosophila e

possivelmente para grupos filogeneticamente relacionados, como o grupo willistoni.
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Tabela 1. Subgrupos, espécies, localiza¢do das amostras e numero de individuos analisados

(N).
Subgrupos Espécies Localizacao N
sturtevanti D. sturtevanti Maté&o, Sdo Paulo, Brasil 3
D. dacunhai Petionville, Haiti 3
D. milleri El Yunque, Puerto Rico 3
D. sturt-like Guiana Francesa 3
saltans D. prosaltans Maté&o, S&o Paulo, Brasil 3
D. austrosaltans Nova Granada, Sao Paulo, Brasil 3
D. septentriosaltans Guiana Francesa 3
D. pseudosaltans Cantareira, Sao Paulo, Brasil 3
D. nigrosaltans Guiana Francesa 3
D. lusaltans Petionville, Haiti 3
D. saltans San José, Costa Rica 3
parasaltans D. parasaltans Belém, Para, Brasil 3
cordata D. neocordata Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil 3
elliptica D. emarginata Guiana Francesa 3
D. neosaltans Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil 3
D. neoelliptica Aguai, Santa Catarina, Brasil 3

N
co
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Tabela 2. Teste de 16 iniciadores sintetizados para a espécie D. sturtevanti e testados para 15 individuos. AC=Condi¢des de anelamento; TDgs.
s55=PCR touchdown com temperaturas variando entre 65 a 55°C; +=Amplificacéo; ---=sem amplificacdo. Motif = em andlise. Genbank acession
= apos trabalho aceito publicacao.

Locos Genbank acession Primer sequence (5°-3") Motif Size (bp) AC D. sturtevanti
CIMCCOCTGACTOTTNS o w2 e s
TSNS eme w T
CTOTICAMACOTOCHTC . a0 Toew -
ATCATINCACE  (oan 1 e
NOVGICTOCSTACSS,  omn ms s
CIATOCMICTCOCTCAAS (o, 1o o -
IASCSCTTACONICTIN 0w a1 s
ACASCTGCMICATANICCSA (oo 0 286 Toww
IRSCTOMIOATAICCSA (o A o
Dsturt_J g%‘?fgf&?%ﬁg@éggﬁ (ACAT)s 225 65°C +
CCISCTIOTIOISL  Gmeo 25 o
CHCATTTICICCOITTT  one ws s s
MOGCTOIOTICTI (e a0 s -
COMTITICTACCCOACC (w22 o
Dsturt_O A s (CAML..(CA)s 163 579C +
Dsturt_P ATATGTGGTGAGCTTGGAGG (AC)so 105 TDescs

ATGGGAATCATCCTTGGACC
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Tabela 3. Dados de amplificacéo de 13 microssatélites de Drosophila sturtevanti em 16 espécies de Drosophila do grupo saltans. + amplificou;
+- e — amplificou, porém precisa de ajustes nos reagentes.

Grupos Espécies Dsturt A Dsturt B Dsturt C Dsturt D Dsturt E  Dsturt G Dsturt |  Dsturt J Dsturt_ K Dsturt L  Dsturt M  Dsturt N Dsturt_ O N°
sturtevanti D. sturtevanti + + + + + + + + + + + + + 13
D. dacunhai - + + + + + + + + + + + + 12

D. milleri - + + + + + + + + + + + - 11

D. sturt-like - + - + + + + + + - + + + 10

saltans D. prosaltans - + + + + + - + - - + + + 9
D. austrosaltans - + + + + + +- - +- - _ + + 9

D. septentriosaltans - + - + + - - - - - + - - 6

D. pseudosaltans - + - + + - +- + - + + - +- 8

D. nigrosaltans - + - + + +- - - - - + - - 7

D. lusaltans - + - + - - +- - - - +- - + 6

D. saltans - + - + + - - - - - + - - 4

parasaltans  D. parasaltans - + - + - - - + - +- - - - 4
cordata D. neocordata - + - +- - - - - - - - - - 3
eliptica D. emarginata - + - + + - - - - - +- - - 4
D. neosaltans - + - + + +- +- - - - + _ _ 6

D. neoelliptica - + - + + +- - + - - + - + 8




Distancia Euclidiana

4,5 255 0,5

Figura 1. Distancia Euclidiana das espécies do grupo saltans baseada na transferibilidade de microssatélites de D. sturtevanti.
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Abstract

Background: Drosophila sturtevanti is a Neotropical species with extensive
geographic distribution occurring from Mexico to the south of Brazil, including the
Caribbean islands. In South America, it is abundant and adapted to different
phytophysiognomies of the Atlantic Forest. Reproductive, chromosomal, enzymatic,
molecular and morphological studies indicate the existence of differentiation among
its populations, which could be related to the fragmentation of the Atlantic Forest
during the glacial periods. The objective of the present work was to evaluate the level
of genetic diversity and to analyze the structure of populations from areas of the
Atlantic Forest of three geographic regions of Brazil, Northeast, Southeast and South,
using species-specific microsatellites.

Results: Collections in nine fragments of the Atlantic Forest resulted in 126 D.
sturtevanti males, which were analyzed for 11 species-specific microsatellite loci. A
total of 109 alleles, ranging from 2 to 16 alleles per locus, were detected, and the
observed mean heterozygosity was low (0.20 to 0.38). All populations presented
significant deviation from Hardy-Weinberg expectation (p<0,001) in at least 3 loci.
Moderate genetic differentiation among populations (Fst = 0.0877) and high
heterozygotes deficiency (Fis = 0.5250) were obtained. Geographical distances were
not correlated with genetic differentiation.

Conclusions: D. sturtevanti showed a considerable level of polymorphism and allele
richness for the microsatellite markers applied in the analyzed populations. A

moderate population structure, besides the large geographic distances among
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populations, was detected probably due to historical gene flow and/or maintenance of
ancestral polymorphism. Ribeirdo da llha, SC, an island population, was the most
divergent population, which could be attributed to the founder effect, and restrict
gene flow due to its isolated position. The presence of a genetic bottleneck in the
population of Guaribas, PB, was also detected, probably due to the recent

occurrence of fire in this area.

Keywords: genetic diversity, Atlantic Forest fragmentation, SSR, molecular marker

Background

The Brazilian Atlantic Forest biome is formed by a complex set of vegetation
types, or phytophisiognomies, distributted along approximately 1.3 million Km? along
the coast, and interior of south region of Brazil, over 17 states (IBGE, 1993). This
biome is one of the most important in terms of endemism and biodiversity in the
world; however, it is also the most threatened (Mittermeier et al., 2004), currently
remaining between 7 to 11% of its original area (Salgueiro et al., 2004; Tabarelli et
al., 2005). Among the seven different phytophisiognomies there are the Dense
Ombrophylous Forest, the Seasonal Forest (Semidecidual and Decidual) and the
Mixed Ombrophilous Forest. These have a very discriminating climates: hot and
humid; hot, humid summers with cold, dry winters; and humid and cold climate,
respectively (Marques, 2016).

Drosophila sturtevanti (saltans group, sturtevanti subgroup) is a neotropical
species with broad geographic distribution, occurring within almost the entire range of
the occurrence of the saltans group, from Mexico to southern Brazil, including the
Caribbean islands. This species is generalist, and has high abundance in forests in
all seasons (Magalhaes, 1962). This species was extensively studied in the past and
also in some more recent works (Dobzhansky, 1944; Bicudo, 1979; Hosaki-
Kobayashi; Bicudo, 1994; Kobayashi; Bicudo, 1997; Knapp, 1953; Nascimento;
Bicudo, 2002; Bernardo; Bicudo, 2009). Due to several characteristics of D.
sturtevanti, this species constitutes an excellent model organism for population
studies (Magalhées, 1962).

D. sturtevanti populations present the higher polymorphism of esterases and
polytene chromosome inversions among the species of saltans group (Knap, 1953;

Kobayashi and Bicudo, 1994; Bernardo and Bicudo, 2009). Studies on reproductive
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isolation among populations of this species are inconsistent. While Dobzhansky
(1944) observed incipient sexual isolantion among D. sturtevanti populations, Hosaki-
Kobayashi and Bicudo (1994) did not find the same results in laboratory and fresh
collected strains of D. sturtevanti from Mexico, Central America and Brazil.

A compilation of preliminary morphological (aedeagus and wing morphometry)
and molecular (mitochondrial haplotypes) unpublished data from our laboratory,
indicates that there are three different genetic sets of D. sturtevanti Brazilian
populations: Northeast, Southeast and South. This genetic differentiation, along with
the wide distribution of D. sturtevanti, makes this species an accurate model for
studies of association between habitat fragmentation and the distribution of the
genetic variability.

Specimes that occur in fragmented habitat, such as D.sturtevanti in Atlantic
Forest, are frequently isolated and/or experience populational size reduction, which
triggers bottleneck and genetic drift effects. The isolation of Drosophila species
populations, which has low dispersion (Wallace, 1966; Spencer; Heed, 1975;
Markow; Castrezana, 2000), could result in limited gene flow, increased
interpopulational genetic differentiation, and reduced intrapopulational variability and
population size. These eventes could, in time, make the population less resilient to
environment changes (Frankham, 1997, Templeton et al., 2001). Studies of
population genetics are very helpful to understand a species history, and most of the
investigations of genetic variation have concentrated on (nearly) neutral genetic
markers as gauges of contemporary and historical processes affecting the
maintenance and distribution of genetic variation.

In this work, for the first time, it was performed a populational study using 11
species-specific microsatellite markers of D. sturtevanti. The main objective was to
evaluate the association of genetic differentiation and the fragmentation of the
Atlantic Forest through the analysis of natural populations of D. sturtevanti from three

geographic regions of Brazil: Northeast, Southeast and South.

Methods
Population samples
D. sturtevanti samples were obtained from nine fragments of the Brazilian

Atlantic Forest (Table 1). The flies were captured using closed traps containing
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fermented banana bait (Penariol et al., 2008). The identification of the males was
carried out by analyzes of the edeagus using specific identification keys (Freire-Maia;
Pavan, 1949; Mourao; Bicudo, 1967; Vilela; Bachli, 1990; Souza et al., 2014).

The analyzed populations of D. sturtevanti were from two different
phytophysiognomies of the Atlantic Forest: 1. Dense Ombrophylous Forest: southern
region - Aguai (AGU), Ribeirdo da lIlha (RDI) and Pirai (PIR) populations;
southeastern region - Serra da Cantareira (SDC) and Picinguaba (PIC); and
northeast region - Pratigi (PRA); 2. Semidecidual Seasonal Forest: southeast region
— Matdo (MAT) and Nova Granada (NGR) populations; and northeast region -
Guaribas (GUA) (INPE, 2011).

Tabela 1. Populations coordinates, size and phytophysiognomies of areas of
collection and number of sample of Drosophila stutervanti analyzed by microsatellite

loci.
Geographic Collection site . . . Area Sample
region (Abbreviation) Coordinates Phytophysiognomies size(ha) number
Aguai (AGU), Santa Catarina, Brazil 28°1'S, 49°550  Dense OF?rzrsotphylous 7.652 15
Soqth Rlbe!rao da llha (RDI), Santa Catarina, 27°71'S, 48°56'0 Dense Ombrophylous 10.000 15
Region Brazil Forest
Pirai (PIR), Santa Catarina, Brazil 26°25'S, 48°95°0  Dense 2?r2rs°tphy'°“s 982.6 10
i D ao Paul
Serrg da Cantareira (SDC), Séo Paulo, 23°45'S, 46°63'0 Dense Ombrophylous 64.800 15
Brazil Forest
- ~ . O s Op g Dense Ombrophylous
Southeast Picinguaba (PIC), S&o Paulo, Brazil 23796’S, 46°64'0 Forest 47.500 15
Region im0 (MAT), Séo Paulo, Brazil 21°61'S, 48°530  Semdecua Seasomal 5 159 15
Novg Granada (NGR), S&o Paulo, 20°58'S, 49°30°0 Semidecidual Seasonal 1.359.6 15
Brazil Forest
L. . . Omr =3 Om 4 Dense Ombrophylous
Northeast Pratigi (PRA), Bahia, Brazil 13°75’S, 397210 Forest 32.000 15
Region G aribas (GUA), Paraiba, Brazil 6°72'S, 35°18'0 Sem'de"fo“fe"stseas"”a' 4.051 11
Total 126

DNA extraction and microsatellite analyses

Eleven microsatellites described for D. sturtevanti (Trava, B. M., Roman, B.E.,
Madi-Ravazzi, L., 2018, submitted) were applied in individuals sampled from nine
natural populations (Table 1). Extraction of genomic DNA was performed by

individual maceration of the sampled males using the Promega kit. Polymerase chain
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reaction (PCR) was performed in a total volume of 25ul containing 0.5 U of Taq DNA
polymerase (Promega), 2.5pl of 10x buffer, 0.2 mM dNTP, 0.2 pmol of each
oligonucleotide, 1.5 mM of MgCl, and 3 ng of DNA. A touchdown PCR was
performed for Dsturt_B, Dsturt_D, Dsturt_I, Dsturt_K and Dsturt_M loci; denaturation
cycle at 94°C for 2 minutes; 2 times 10 cycles of 94°C for 1 minute, 65°C (-1°C per
cycle) for 1 minute and, 72°C for 2 minutes; and an end of 18 cycles of 94°C for 1
minute, 55°C for 1 minute and 72°C for 5 minutes. For the other loci, a specific
primer annealing temperature (Ta) was applied: Dsturt E - 56°C, Dsturt_ G - 55°C,
Dsturt_ J - 65°C, Dsturt L - 56°C, Dsturt N - 53°C, Dsturt O - 57°C. The PCR
conditions to these loci were: 94°C for 2 minutes; 30 cycles of 94°C for 1 minute,
specific Ta for 1 minute and 72°C for 2 minutes; ending at 72°C for 5 minutes. PCR
amplification products were visualized in 6% polyacrylamide gel and stained with
15% silver nitrate (Sanguinetti et al., 1994).

Statistical analysis

The allelic richness was calculated according to Novicic and collaborators
(2011) as the ratio between the sum of the allele numbers of the populations per
locus and the total number of loci.

Allele frequency, the proportion of polymorphic loci, the Hardy-Weinberg
equilibrium test using the Markov Chain method (10 batches and 2000 permutations
by batches) and the correlation between genetic distance and geographic distance
by the Mantel test (with 2000 random permutations) were performed in the TFPGA -
Tools For Population Genetic Analyzes software (Miller, 1997).

The expected and observed heterozygosities per loci, Nei (1978) genetic
distances and identities, Neighbor-Joining clustering analysis, and Wright's F statistic
were obtained using the GDA software (Lewis; Zaykin, 2001). The analysis using the
estimates of distance and Wright F-statistics were performed excluding the Dsturt_ B
and Dsturt_D loci because they were monomorphic in almost all populations. The
values obtained for Fst using the Wright F statistics were applied to the classification
of genetic differentiation among populations (spatial analyzes) using the gqualitative
guideline proposed by Wright (1978) in 'low' (O - 0.05), moderate (0.05-0.15), 'high'
(0.15-0.25) and 'very high' (> 0.25).

A population bottleneck test was performed in BOTTLENECK software
(Cornuet; Luikaart, 1996; Piry et al., 1999) using parameters proposed for
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microsatellite analysis in the software site

(http://lwwwl1.montpellier.inra.fr/CBGP/software/Bottleneck/bottleneck.html).

Another kind of correlation, besides Mantel test, between genetic structure and
geographic distance were analysed using GENELAND V. 4.0.6 (Guillot et al., 2005).
This software provides information about the probable area of association of
populations in space, through an array between genotype and geographic
coordinates. This analysis was rum with 100,000 interactions, 100 thinning and 200
burn in.

Genetic structure was also investigated through a cluster-based method
(STRUCTURE 2.3.4, Pritchard et al., 2000). For this analysis, it was estimated the
number of clusters (K) that best explains the data. The software parameters applied
were K ranging from 1 to 13, with burnin and Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
number after burnin of 10,000 and 25 interactions. A bar graphic was generated
through the CLUMPAK tool (Kopelman et al. 2015), using the best number of clusters
(K) was obtained by the STRUCTURE HARVESTER tool (Earl; Vonholdt, 2012).

Gene flow among populations was estimated in POPGEN (Population Genetic
Analysis software, Yeh; Yahng; Boyle, 1999).
Graphs of pairwise Fst and Nei (1978) distances with different degrees of
differentiation within and between populations were constructed in ARLEQUIN3.5

(Excoffier; Lischer, 2010), using R package (R-lequin) manual.

Results
Genetics Diversity analysis

In the analysis of the 11 microsatellite loci specific for D. sturtevanti, using 126
males from nine populations, 109 alleles were detected. Allelic richness resulted in
10 alleles per locus, ranging from 2 alleles (Dsturt_B) to 16 alleles (Dsturt_N) (Table
2). The populations with the highest allelic richness were PRA, NGR and SDC. All
microsatellite loci were polymorphic, with exception of Dsturt B and Dsturt_D. These
loci presented low number of alleles (1 to 3), they were monomorphic in all
populations, except PIR, and showed frequencies accordingly to the expectations of
Hardy-Weinberg in all samples. All populations presented significant deviation from
Hardy-Weinberg expectation (p<0,001) in at least 3 loci. Exclusive alleles were
observed in nine of the 11 studied loci: Dsturt_ D - PIR (allele 1); Dsturt E - PRA
(allele 11); Dsturt_ G - MAT (allele 12); Dsturt_| - AGU and MAT (allele 1 and 10);
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Dsturt_J - RDI and NGR (1 and 11); Dsturt K - PIR (allele 1); Dsturt_ L - SDC and
PRA (allele 1 and 12); Dsturt_ N - MAT (allele 16) and Dsturt_ O - GUA (allele 14).
The observed mean heterozygosity was low and ranged from 0.20 (GUA) to 0.38

(SDC and PRA) (Table 3). The ocorrence of population bottlenecks was detected

only in the GUA population (Two Phase Model, p = 0.02).

Table 2 Mean number of alleles per locus/all loci (allelic richness). S.D. = standard

deviation.
Locos Populations Alleles Mean S.D
AGU RDI PIR SDC PIC MAT NGR PRA GUA e
Dsturt_B 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 1.77  0.046
Dsturt_D 1 1 2 2 1 2 1 2 1 3 1.44  0.055
Dsturt_E 5 7 6 8 5 6 7 7 7 11 6.44  0.106
Dsturt_G 6 6 6 8 7 6 8 6 4 12 6.33 0.128
Dsturt_| 5 3 6 5 2 8 6 6 3 10 488 0.199
Dsturt_J 4 3 5 4 5 7 7 7 6 11 5.33  0.157
Dsturt_K 6 5 6 5 7 6 6 6 4 8 5.66  0.090
Dsturt_L 8 3 4 10 9 5 9 9 6 13 7.00 0.267
Dstut M 6 6 4 6 8 6 6 8 5 9 6.11 0.132
Dsturt_N 7 11 4 8 8 8 9 6 8 16 7.66  0.202
Dstut O 6 5 6 8 7 7 6 9 9 14 7.00 0.148
Mean 51 46 46 6 55 57 61 6.2 49 10 5.42 0.139

Table 3 Allele frequencies, proportion of polymorphic loci (% Pggs), mean observed
(Ho) and expected (He) heterozygosities of eleven microsatellite loci from nine
populations of Drosophila sturtevanti. n number of individuals genotyped, Pgos
proportion of polymorphic loci, Ho mean observed heterozygosity, He mean expected

heterozygosity, numbers in bold represent frequencies that are not in Hardy-
Weinberg equilibrium.
Populagdes
Locos
AGU RDI PIR SDC PIC MAT NGR PRA GUA
Dsturt_B n=15 n=15 n=10 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=11
1 0.0333 0.1000 0.0333 0.0333 0.0333 0.0333 0.0333
2 0.9667 1.0000 0.9000 0.9667 0.9667 0.9667 0.9667 0.9667 1.0000
Dsturt_D n=15 n=15 n=10 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=08
1 0.0500
2 0.0333 0.0333 0.0333
3 1.0000 1.0000 0.9500 0.9667 1.0000 0.9667 1.0000 0.9667 1.0000
Dsturt_E n=15 n=14 n=10 n=15 n=13 n=15 n=15 n=15 n=10
1 0.0357 0.0500
2 0.0500 0.1333 0.1000
3 0.1667 0.0333 0.1667 0.3000
4 0.3333 0.1786 0.1000 0.2667 0.1333 0.1500
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11 02333 - -~ 0.0333 02857 0.1333 0.0333 -
12 0.1000 - — 0178 0.1333 0.2000 0.1000
13 0.0677 - — 00357 - 01000 -
14 -~ 0.1500

% Po.95 81.81 81.81 100 81.81 8181 81.81 81.81 81.81 81.81
Ho 0.2666 0.2787 0.3454 0.3878 0.3515 0.3151 0.3030 0.3818 0.2066
He 0.6363 0.5926 0.6593 0.6773 0.6357 0.6733 0.6662 0.6879 0.6772

The Wright F statistics indicated moderate genetic differentiation (Fst =
0.0877) among all populations and the Wright fixation index revealed high
heterozygote deficiency (Fir = 0.5667 and Fis = 0.5250) (Table 4).

Table 4 Wright's F statistics of 11 microsatellites loci of nine Drosophila sturtevanti

populations.

Locos Fir FST F|s
Dsturt_B 0.0303 0.0145 0.0156
Dsturt_D 0.5959 0.1220 0.5397
Dsturt E 0.4534 0.0950 0.3960
Dsturt_G 0.4434 0.0980 0.3829

Dsturt_| 1.0000 0.1832 1.0000
Dsturt_J 0.6354 0.0970 0.5962
Dsturt_K 0.4555 0.0493 0.4273
Dsturt_L 0.5818 0.0789 0.5459
Dsturt M 0.4664 0.0576 0.4338
Dsturt_N 0.8550 0.0523 0.8470
Dsturt O 0.2215 0.0803 0.1535

Mean 0.5667 0.0877 0.5250

No correlation between the genetic (Fst) and geographic distances between
pair of populations was obtained by the Mantel test (r = 0.0647; p = 0.4850), and the
spatial structure analysis using the GENELAND software resulted in only one cluster
of populations, with no geographical differentiation (Fig. 1). Accordingly with these
results, the genetic distances (D) and identities (I) of Nei (1978) showed that the
lowest genetic distance and higher indentity (D=0.2591, 1=0.7716) were observed
between geographically closed populations such as MAT and NGR, and the highest
distance and lower identity were between geographically distant populations, such as
MAT and RDI (D=1.0374, 1=0.3543) (Table 5), corroborating that the genetic and
geographical distances were not related. These were also in agreement with the
gene flow rates obtained (Table 6). They ranged from 1.93 to 5.5, with the highest
rate between the populations with the lowest genetic distances (MAT and NGR) and
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the lowest rate was for the RDI population when compared to the other populations
(Table 6).

Fig. 1A-C. Spatial structural analysis obtained using the GENELAND software. A-
Map of the populations where collections of D. sturtevanti were performed in South
America; B- Image comparing a satellite image of the area and a map generated by
the software, relating the genotype of the individuals and their geographic location.
Black spots indicate the distribution of the sampled populations. Number of colors
linking all populations (one, orange) show the presence of only one group, indicating
that there was no geographical differentiation. C- Graphical representation of the
number of possible groups after simulation, showing one as the more probable
number (as larger the bar the more possible is the number of identified population
groups).
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Table 5 Nei’s (1978) genetic distances (below the diagonal) and similarities (above

the diagonal) for nine Drosophila sturtevanti populations.

AGU

RDI

PIR

SDC

PIC

MAT

NGR

PRA

GUA

AGU
RDI
PIR
SDC
PIC
MAT
NGR
PRA
GUA

*k*k

0.8160
0.6098
0.5390
0.7067
0.3066
0.3735
0.3639
0.6405

0.4421
*k*k
0.8065
0.6171
0.9945
1.0374
0.8957
0.7629
0.8243

0.5434
0.4463
*k%k
0.3848
0.7170
0.6730
0.7227
0.5294
1.0119

0.5833
0.5395
0.6805
*k%k
0.3919
0.4450
0.4973
0.3591
0.4796

0.4932
0.3698
0.4882
0.6757
*kk
0.5323
0.4707
0.4518
0.2789

0.7358
0.3543
0.5101
0.6408
0.5872
*k*k
0.2591
0.4441
0.7574

0.6882
0.4083
0.4854
0.6081
0.6245
0.7716
*k*k
0.3782
0.5740

0.6949
0.4663
0.5889
0.6982
0.6364
0.6413
0.6850

*kk

0.5102

0.5270
0.4384
0.3634
0.6190
0.7565
0.4688
0.5632
0.6003

*k*k

Table 6 Gene flow rates among D. sturtevanti populations.
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AGU RDI PIR SDC PIC MAT NGR PRA GUA

AGU ---

RDI 2.14 -

PIR 2.74 2.08 ---

SDC 3.44 2.72 3.94 ---

PIC 2.61 1.93 2.54 3.69 ---

MAT 4.69 2.01 2.79 4.10 3.55 ---

NGR 4.11 2.14 2.68 3.95 3.65 5.50 -

PRA 4.36 2.50 3.32 5.10 4.59 4.25 4.62 ---

GUA 2.76 2.17 2.14 3.27 3.62 2.87 3.35 4.19 ---

The bayesian analysis of population structure obtained using the
STRUCTURE software resulted in certain degree of population structure, with a K=2,
sugesting the existence of two genetic cluster for D. sturtevanti (Fig. 2). The RDI
population was the most differentiated from the others, with all members belonging to
only one cluster (red in Fig. 2). All other populations had members allocated in both
clusters, but with more samples into the second cluster (green in Fig. 2).

Fig. 2 Bar graph of the estimated membership coefficient, Q, for each of the 126
individuals. The most likely value of K was by STRUCTURE was two. Each genotype
is represented by a vertical bar, and the colored segments represent the proportion of
Q in each of the two clusters (red and green). The data are an average of ten

independent runs.

AGU RDI PIR SDC PIC MAT NGR PRA GUA

The Neighbor-joining analysis resulted in four groups (Fig. 3): one with RDI
(SC) again being the most differentiated population together with SDC (SP) and PIR
(SC); the second group with the interior woodland Sao Paulo state populations, MAT
and NGR, clustered with AGU (SC); a third group with GUA (interior woodland PB)
and PIC (SP); and the fourth with only PRA (BA). Pairwise Fst and Nei (1978)
distances confirmed RDI as the most differentiated population, presenting the highest
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values with the other populations (Figure 4a and 4b), and this population showed the
lower within population genetic differentiation (Fig. 4b). The lowest Nei’'s genetic
distance and differentiation were obtained between MAT and NGR (clearer blue and
green, respectively, in Fig. 4b). AGU with MAT and NGR also showed to be one of

the lowest differentiation (clearer green in Fig. 4b)

Fig. 3 Neighbor-joining grouping among populations of D. sturtevanti using Nei's
genetic distance (1978). Red: populations that belong to the South region - AGU:
Aguai, RDI: Ribeirdo da llha and PIR: Pirai; Blue: populations belonging to the
Southeast region - MAT: Matdo, NGR: Nova Granada, SDC: Serra da Cantareira and
PIC: Picinguaba; Green: populations belonging to the Northeast region - PRA: Pratigi
and GUA: Guaribas.

AGU B Regido Sul
MAT B Regido Sudeste
B Regiao Nordeste

NGR

GUA

PIC

RDI

PIR

Fig. 4 Pairwise Fsr values. A: Graph of the coefficient of differentiation coupled with
FST showing the genetic differentiation, indicating in dark blue the greatest genetic

differentiation among the RDI population with the other populations; B: Graph
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illustrating population pair-wise in relation to Nei distance (blue), genetic
differentiation between individuals within the population (orange) and between
populations (green). The clearer, the less genetic differentiation.

A B
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Discussion

The populations of D. sturtevanti analyzed showed high polymorphism and
similar allelic diversity for the eleven microsatellites. This microsatellite diversity in
populations of this species is consistent with other genetic markers, such as
chromosomal inversions and esterases loci (Knapp, 1953; Kobayashi; Bicudo, 1997,
Nascimento; Bicudo, 2002; Bernardo and Bicudo, 2009), which presented higher
polymorphism than any other species of saltans group.

D. sturtevanti populations showed high heterozygote deficiency (Fis = 0.5250),
which could be caused by one or a set of factors: null alleles, Wahlund effect,
inbreeding or demographic processes (Shoemaker; Jaenike, 1997, Moraes; Sene,
2002, Hurtado et al., 2004, Markow; O'Grady, 2008). Microsatellite diversity detected
in D. surtevanti populations (Ho = 0.3132) was similar to those found in brazilian
populations of Drosophila endemic species from Atlantic Forest and opened
xerophytic areas (around 0.36, Moraes; Sene, 2007; Silva et al., 2015; Zorzato,
2015), indicating that the environment probably have the same effect in observed
heterozygosity average of different species. One exception is Drosophila antonietae,
a cactophilic species that occurs in areas with cactus in fragments of Atlantic forest.
This species has lower microsatellite diversity (Ho = 0.2251, Machado et al., 2010)
compared to other species, probably because it is under the action of another limitant

factor, the association with a suboptimal host (Soto et al., 2007).
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SDC population stands out for presenting the highest Ho value (0.39). This
population is located in the Paulistano Plateau, an area of great extension (64,800
ha) and higher altitude (1,215 m) when compared to the others. The region of SDC
covers the municipalities of Sdo Paulo, Guarulhos, Mairipord and Caieiras, it is of
great ecological importance for the State, because is considered the Biosphere
Reserve of the Green belt of the city of Sdo Paulo, with 7,916.52 hectares of Atlantic
Forest. Higher genetic diversity of SDC population may be reflecting the ecological
and climatic characteristics of this region, with high humidity favoring the occurrence
of D. sturtevanti.

The GUA population was collected in the Guaribas Biological Reserve, which
is located on the border of Caatinga, and is one of the largest areas of environmental
preservation of Atlantic Forest (IBAMA, 2003). However, besides high conservation
degree of this area, and on the contrary of SDC, GUA presented the lowest
microsatellite diversity (Ho = 0.21). Our data show that the low level of heterozigosity
could be attributed to a recent population bottleneck. A population that undergoes a
numerical decrease and hence a bottleneck tends to decrease allelic diversity faster
than heterozygosity (Cornuet; Luikaart, 1996; Piry et al., 1999; Templeton, 2011). In
fact, a fire recently consumed the vegetation of this area (C. Rohde, pers. Com.).
Certainly, this incident may have had an impact on the local fauna, including D.
sturtevanti, and could be the cause of the observed bottleneck in GUA.

A moderate populational structure was detected in D. sturtevanti (Fst =
0.0877), although not related with geographic distance (r = 0.0647; p = 0.4850). The
Bayesian, Neighbor-Joining and genetic distances (Fst and Nei) analyses highlighted
the isolation of RDI form others populations. RDI population is insular, thus its
differentiation could be explained by the geographic isolation from the other
continental populations, and/or also in consequence of founder effect. Besides the
limited capacity of dispersion of drosophilids (Dobzhansky; Powell, 1974), a few
members of continental D. sturtevanti population must have colonized the island by
antropic action, with individulas being taken along with some host plant. Drosophila
specimens colonization of islands by human means is rather common than unsual.
For example, D. sechellia migrated from Silhouette Island to the island of Mahé
(about 20 km far from each other), in Seychelles (African continent), because of its
association with the plant Morinda citrifolia, used by human population as medicinal
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and also in fishing activities (Louis; David, 1986; Jones, 2005; Lachaise; Silvain,
2004; Legrand et al., 2009; Legrand et al., 2011).

The higher rates of gene flow (5.50) were detected between the closest
genetic (0.2591) and geographic (140 km) population, MAT and NGR, as predict by
isolation by distance model (Wright, 1943). The genetic identity of these populations,
however, is not necessary caused by recent gene flow, since the populations are
isolated by a distance far larger than drosophilid capacity of dispersion (Dobzhansky;
Powell, 1974). This way, gene flow could be historical (before deforestation of
Atlantic Forest), and the genetic similarity should be resulted of maintenance of
ancestral polymorphism. Similarity of genetic variability of MAT and NGR could also
be consequence of similar environment charcteristics that also reflect in similar
drosophilid diversity (Penariol, 2012): both areas are fragments of Seasonal
Semidecidual Forest, immersed in a predominantly agricultural matrix (Kronka et al.,
1993; Barros et al., 2017).

Neighbor-joining analysis did not group the population PRA (Pratigi/BA) of D.
sturtevanti with any other population. It could be argued that the differentiation is
consequence of a gap of sampling between Southeast and Northeast regions.
However, GUA is the most apart population of Northeast and, even under bottleneck
effect, was grouped with Southeast populations. The middle portion of Bahia, where
is PRA population, is an important divisor of areas due to rivers barriers:
Jequitinhonha River valley (South), Bay of Todos os Santos (East), and Sao
Francisco River (North and West) (Muller, 1973; Bates et al., 1998; Carnaval; Moritz,
2008; Silva, 2012). This geography position of PRA may have allowed the isolation
observed on Neighbor-joining analysis.

The different phytophysiognomies of the Atlantic Forest probably are not
responsable for the genetic variability distribution of D. sturtevanti populations. The
cohesion found among D. sturtevanti, regardless geographic distance, and in
opposition of other markers, may be due to maintenance of ancestral polymorphism.
The genetic identity between the closest geographic population analyzed (MAT and
NGR) reinforces historical gene flow, prior to its habitat fragmentation, and the
maintenance of genetic similarity could be due to equivalent environment conditions.
However, a pair of populations (RDI and PRA) must have be isolated prior to intense
frgamentation of Atlantic Forest, because of water barriers, resulting in more

accentuated genetic differentiation.
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Conclusion

The populational characterization of D. sturtevanti carried out with species-
specific microsatellites developed for this species, was efficient to detect the level of
population structure, gene flow events and genetic bottleneck. Microsatellites loci
were also efficient to infer the association of genetic diversity with some geographic
barriers and fragmentation of the Atlantic forest biome.
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Biodiversidade de drosofilideos em dominios da Mata Atlantica, sua aplicacao

em estudos de monitoramento ambiental

INTRODUCAO

A conservacao da biodiversidade representa um dos grandes desafios da
atualidade nas pesquisas bioldgicas. A destruicdo exponencial dos habitat e suas
sérias consequéncias diretas e indiretas para os organismos, reduzindo os tamanhos
populacionais e a sua diversidade genética a niveis que podem leva-los a extincao,
tem proporcionado um aumento crescente de trabalhos nessa area. A Mata
Atlantica, por exemplo, localizada na costa leste da América do Sul, formada por um
conjunto complexo de tipos florestais, teve seu bioma reduzido de 11 a 16% de sua
extensdo original (MITTERMEIER et al., 2005; RIBEIRO et al.,, 2009). Isso é
decorrente principalmente da historia de sua ocupacdo desde o século XVI e que
atualmente concentra os grandes centros urbanos brasileiros (MMA, 2000). A maior
parte dos remanescentes florestais desse bioma encontra-se subdivido em
pequenos fragmentos, isolados, com diferentes niveis de perturbacdo, pouco
estudados e protegidos.

Dentre os organismos modelos escolhidos para a concentracdo da pesquisa
bioldgica, o0 mais estudado depois do homem é Drosophila melanogaster (POWELL,
1997) e, em um senso mais amplo, o género Drosophila. Este género inclui mais de
1.500 espécies descritas distribuidas por todas as regidées do mundo, exceto nas
regibes polares. No Brasil, foram identificadas 113 espécies, destas, 93 tém
ocorréncia no Estado de S&o Paulo (TIDON-SKLORZ; SENE, 1999).

Em ambientes naturais, moscas do género Drosophila sdo adequadas para o
estudo de flutuacdes de populacbes por serem insetos altamente sensiveis a
pequenas modificacdbes do ambiente e isto reflete no tamanho das populacbes
naturais e também na diversidade de espécies ocupando um determinado habitat.
Em areas tropicais, incluindo grande parte do territorio brasileiro, as mudancas no
ambiente sdo causadas pela alternancia de duas esta¢bes bem definidas, seca e
umida (DOBZHANSKY; PAVAN, 1950).

Estudos sobre a utilizacdo de algumas espécies de drosofilideos como
bioindicadoras tém avancado nos ultimos anos como uma proposta de inclusédo em
metodologias praticas e de baixo custo de monitoramento ambiental (PARSON,
1991; AVONDET et al, 2003; FERREIRA; TIDON, 2005; TORRES; MADI-RAVAZZI,
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2006, MATA et al, 2008; ACURIO et al, 2010; BIZZO et al, 2010; PENARIOL et al,
2008; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013). A sensibilidade do género Drosophila em
relacdo as variaveis abioticas e bioticas se reflete na dindmica populacional desses
organismos. Além disso, a caracteristica cosmopolita do grupo (grande diversidade
na maior parte dos ecossistemas terrestres) e a facilidade de coletar esses
organismos no ambiente natural torna-o um excelente material para estudos
ambientais (PARSON, 1991; FOOTE; CARSON, 2004).

Um marcador morfolégico amplamente utilizado no género Drosophila € a
terminalia masculina. Em espécies de Drosophila, ela é formada por um conjunto de
apéndices diversos que podem servir como elementos de diferenciacdo especifica.
O estudo comparativo desses elementos facilita ao sistemata o estabelecimento das
relacbes entre grupos de espécies (BREUER & PAVAN, 1954). A grande
diferenciacdo nos caracteres da genitadlia masculina sofrida pelas moscas nem
sempre é acompanhada por igual diferenciagcdo na morfologia do restante do corpo
(VILELA, 1983). O edeago de insetos, que é o 6rgao copulador intromitente da
genitalia masculina (MAGGENTI et al., 2005), € uma das principais caracteristicas
diagndsticas para a identificacdo de espécies de Drosophila, sendo que as fémeas
desse género muitas vezes sao indistinguiveis morfologicamente (VILELA, 1983).

Durante séculos, caracteristicas morfologicas externas, comportamentais e a
distribuicdo geografica dos espécimes eram 0s Unicos dados disponiveis aos
taxonomistas, os quais descreviam e delimitavam as espécies de acordo com a
observacdo destas caracteristicas. Atualmente, este ja ndo € mais o caso (HEY,
2001; COOK et al., 2010). No género Drosophila, bem como outros insetos, o
edeago € um 6rgdo importante para fins taxondmicos (SILVA & SENE, 1991;
KULLIKOV et al., 2004; FRANCO et al., 2006).

Alguns parametros da comunidade de Drosophila como a riqueza de espécies
e a abundancia populacional, tém sido utilizados para avaliar varios problemas
ambientais como, fragmentos de diferentes tamanhos (TIDON, 2006; PENARIOL,
2013), ambientes em varios estados de conservagédo (SILVA et al., 2005; MATEUS
et al., 2006; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006, PENARIOL et al, 2008), efeitos de
borda (PENARIOL et al, 2008; PENARIOL; MADI-RAVAZZI, 2013), proximidade de
recurso hidrico (MEDEIROS, 2006) e, até mesmo, o aquecimento global (BALANYA

et al., 2006). Este trabalho tem como objetivo fazer um levantamento da
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biodiversidade de drosofilideos em fragmentos remanescentes da Mata Atlantica em

diferentes regides geograficas da regido sudeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas coletas em 4 localidades indicadas na tabela 1: Matéo/SP e
Nova Granada/SP nas duas estacdes climaticas, estacdo quente e Umida e na
estacao fria e seca; Parque Estadual da Serra do Mar e Parque Estadual Serra da
Cantareira somente na estacdo quente e chuvosa. Para a captura das moscas foram
utilizadas armadilhas fechadas (Figura 1) contendo isca de banana nanica macerada
com fermento bioldgico fresco (Saccharomyces cerevisae). O desenho amostral
para as coletas foi constituido por seis transectos (trilhas) separados um do outro
entre 500 a 1000 metros. Estes transectos foram feitos perpendicularmente da borda
para o interior da mata, contendo dez armadilhas por transecto, distante uma da
outra a cada 60 metros. Em cada ponto da trilha (60 metros, 120 metros, 180
metros, 240 metros e 300 metros) foram colocadas duas armadilhas, uma suspensa
a 1,5 metros do solo e outra no dossel das copas das arvores, aproximadamente 4
metros (Figura 2). O recolhimento das armadilhas foi realizado apos trés dias da
colocacdo das mesmas. As moscas coletadas foram transferidas para garrafas
contendo meio de cultura padréo, identificadas por ponto, por armadilha e por
transecto. Posteriormente, foram realizadas as triagens e as identificacdes das
moscas por edeago. A preparacdo dos edeagos para as analises foi realizada a
partir de modificacbes da técnica descrita por Kaneshiro (1969). Os dois ultimos
tergitos do abdémen de cada macho foram extraidos com uma microagulha e
transferidos a um microtubo com Hidroxido de Potassio (KOH) a 10% e deixado em
repouso por 12 horas. Apds esse periodo a peca foi lavada em agua destilada e
colocada em outro microtubo contendo o corante diluido de Gage (quatro partes de
fucsina 4cida para uma parte de acido acético glacial), também repousando por
aproximadamente 12 horas. A peca foi lavada novamente em agua e colocada em
uma lamina escavada contendo glicerina para a separacdo dos demais apéndices
(hipandrium e epandrium), deixando somente o edeago.

Outro dado importante refere-se as estacfes do ano em que as coletas foram
realizadas. Com isso, ao estipularmos a sazonalidade, duas esta¢cdes do ano foram

prontamente definidas, em especial, para a analise de como as esta¢des do ano (0
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clima) interferem na captura dos drosofilideos e, consequentemente, na abundancia

e riqueza das espécies coletadas. As estacdes definidas foram: estacdo quente e

umida (entre os meses de dezembro a margo) e estacao fria e seca (entre os meses

de junho a agosto).

Tabela 1. Siglas, localidades amostradas e coordenada geogréfica, tamanho da area em

hectare.
Siglas Localidades Coordenadas Area
(ha)
NGR Fazenda S&o Jodo, Nova Granada/SP 20°58'S, 49°30'0  1.359,6
MAT  Fazenda Cambuhy, Matéo/SP 21°61’S, 48°53'0  2.189,6
PIC Parque Estadual da Serra do Mar - Ndcleo 23°96'S, 46°64'0  47.500
Picinguaba, Ubatuba/SP
SDC Parque Estadual Serra da Cantareira, Sdo Paulo/SP  23°45'S, 46°63'0  64.800

Figura 1. Armadilha fechada para captura dos drosofilideos segundo Medeiros e Klackzo
(1999) com modificagdes por Penariol et al, 2008 (imagem extraida desta ultima referéncia).
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Figura 2. Desenho amostral dos transectos (A-F) em que as armadilhas para a captura dos
drosofilideos foram colocadas a cada 60m a partir da borda do fragmento. Distancia em
metros.
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A identificacdo dos drosofilideos foi realizada com o auxilio de chaves de
identificacdo especifica para os grupos das espécies em analise (FREIRE-MAIA;
PAVAN, 1949; VILELA; BACHLI, 1990; SOUZA et al, 2014). Os machos foram
identificados por edeagos e, também, foram estabelecidas isolinhagens das fémeas
de determinados grupos com espécies cripticas (grupos: saltans, cardini, repleta,

tripunctata, guaramunu, guarani entre outros) para a identificacdo das espécies por
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meio da terminalia dos machos F1. A técnica de preparacdo dos edeagos foi feita
segundo a técnica de Kaneshiro (1969), com modificacdes (PENARIOL et al, 2008).

Tais dados foram analisados de forma descritiva a partir da elaboracdo de
tabelas e graficos, também foram calculados os indices de diversidade de Shannon-
Wiener (KREBS, 1999), de equitabilidade de Pielou e de dominancia de Berger-
Parkin (ODUM, 1995) elaborados no programa Excel® 7.0 para Microsoft windows®.
A significancia de cada transecto foi realizada através do Qui-Quadrado para a
comparacao dos drosofilideos coletados nas regides por meio do programa BioEstat
5.3.

RESULTADOS

Biodiversidade das areas em estudo

Foram coletados, no total, 19.685 drosofilideos, 4.515 na area de Picinguaba/SP;
4.016 na éarea de Serra da Cantareira/SP, sendo 71% fémeas; sendo 68% fémeas;
5.878 na area de Matédo/SP, sendo 65% fémeas e 5.276 drosofilideos na area de
Nova Granada/SP, sendo 75% fémeas. Estes resultados em Matdo (MAT) e Nova
Granada (NGR) séo referentes a duas coletas em cada regido, nas diferentes
condi¢cBes climaticas, na estacdo quente e Uumida (Q/U) e na estacado fria e seca
(F/S), e Picinguaba (PIC) e Serra da Cantareira (SDC) as coletas foram realizadas
somente na estacdo quente e Umida. Foi utilizado uma padronizacdo em todas as
coletas em relacdo a disposicédo (posicionamento) das armadilhas (suspensas e
dossel) e sua distribuicdo. A identificacdo das espécies baseou-se, principalmente,
na analise da terminalia dos machos. Assim, os resultados apresentados referem-se

aos machos identificados.

Ocorréncia das espécies de drosofilideos

Um total de 5.886 machos de drosofilideos foram identificados e detectado 43
espécies ja descritas e seis espécies nao identificadas, provavelmente, ndo descritas
(Tabela 2/Anexo 1). Dessas espécies identificadas, 30 foram encontradas em SDC,
26 espécies em PIC, 24 espécies em MAT (20 espécies no periodo Q/U e 15 no
periodo F/S) e 17 espécies em NGR (16 espécies em ambas as esta¢des). Foram

coletadas nove espécies em comum para as quatro areas, sendo essas: D.
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polymorpha, D. guaru, D. immigrans, D. mercatorum, D. simulans, D. prosaltans, D.

sturtevanti, D. willistoni e S. latifasciaeformis. Em SDC, foram coletadas 13 espécies

que ndo foram coletadas nas demais areas, em PIC foram coletadas sete espécies,

em MAT foram coletadas 5 espécies diferentes que as demais areas e NGR nao

teve nenhuma espécie exclusiva do local.

Tabela 02. NUumero total de machos por espécie e localidade. SDC: Serra da Cantareira,
PIC: Picinguaba; MAT: Matdo; NGR: Nova Granada; Q/U: Quente e umida e F/S: Frio e

seco.
Subgénero Grupo Espécies sbc  PIC MAT NGR
QU QM QMU F/S QMU FIS
Dorsilopha Busckii D. busckii 1
Drosophila Annulimana D. annulimana 1 1
D. ararama 1 1 1
Canalinea D. albomarginata 1
Cardini D. neocardini 1 8
D. polymorpha 26 2 9 8 1 22
Guaramunu D. grisolineata 1
Guarani D. guaraja 1
D. guaru 2 2 13 22 1 6
D. ornatifrons 1
Immigrans D. immigrans 5 4 112 2
D. nasuta 2 2
pallidipennis D. pallidipennis 1
Repleta D. coroica 16 3
D. ellison 7
D. hydei 3
D. ivai 4
D. mercatorum 5 1 4 92 18 98
D. nigricruria 2
D. onca 6 5 2 1 1
D. paranaensis 8 15 7 54
D. pictilis 2
D. pictura 1
D. senei 2
tripunctata D. mediopicta 1
D. paraguayensis 2
desagrupado D. caponei 1
Sophophora melanogaster ~ D. ananassae 67 1
D. malerkotliana 50 1 91 11
D. melanogaster 3 30 7
D. simulans 116 2 12 745 1 8
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D. suzukii 1
Saltans D. austrosaltans 1 9 24 6

D. neoelliptica 17 7

D. neosaltans 4

D. prosaltans 9 5 18 5 14 1

D. pseudosaltans 1

D. sturtevanti 17 195 565 23 717 47

Willistoni D. capricorni 25 1

D. nebulosa 4 1 4 2

D. willistoni 877 1025 19 192 9 19
Scaptodrosophila latifasciaeformis S. latifasciaeformis 13 9 6 99 8
Zaprionus Armatus Z. indianus 13 18 23 43 1

D. spl 3

D. sp2 1 1

D. sp3 1

D. sp4 4

D.sp5 11

D.sp6 1

Total de 1153 1419 744 1245 1033 292

individuos

20 15 16 16

Total de espécies
30 26 24 17

Area 1 — Fazenda Cambuhy/ Mat&o/SP

Esta area esta situada na fazenda Cambuhy, na cidade de Matdo/SP. Neste
local, foram coletados o total de 5.878 drosofilideos. Em janeiro, foram capturados
2.774 individuos (71,7% fémeas; 28,3% machos) e em agosto, foram obtidos 3.104
individuos (59,5% fémeas; 40,5% machos). Observamos, portanto, na abundancia
dos drosofilideos coletados nas diferentes estacdes: no més de janeiro (estacéo
Q/U) 47,2%; no més de agosto (estacdo F/S) 52,8%. Do total de drosofilideos
coletados foram identificados 22 espécies do género Drosophila, mais as espécies Z.
indianus e S. latifasciaeformis (Tabela 3). Um numero significativo de fémeas
cripticas ndo pode ser identificado, pois ndo produziram prole (1.822 fémeas, que

equivalem a 47,34% do total de fémeas capturadas).

e Distribuicdo das espécies nas armadilhas suspensas e de dossel
Como analisado para a area de MAT, aqui também as espécies coletadas na

armadilhas suspensas e de dossel foram distribuidas em quatro categorias: 1.
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Espécies neotropicais; 2. Espécies invasoras; 3. Z. indianus; 4. S. latifasciaeformis
(Tabela 4). Na estacéo Q/U, tanto nas armadilhas suspensas quanto nas armadilhas
de dossel, estes diferentes grupos evidenciaram uma maior abundancia das
espécies neotropicais. Ja na estacdo fria e seca, ndo foram coletadas S.
latifasciaeformis. Outro achado interessante € que a proporcdo de espécies
neotropicais (52,8%) e de espécies invasoras (46,2%) coletadas nas armadilhas
suspensas foi semelhante (Teste G 1.0882; p=0,2969). Nas armadilhas de dossel,
houve uma maior abundancia das espécies invasoras (67%) e menor abundancia

das espécies neotropicais (33%).

e Sazonalidade

Durante a estacdo quente e Umida, a abundancia de D. sturtevanti obtida foi
acentuadamente maior do que o restante de drosofilideos, dado observado também
na area de NGR. Na estacdo F/S D. simulans foi a espécie mais abundante. As
espécies de drosofilideos mais abundantes no més de janeiro, em ordem
decrescente, foram: D. sturtevanti (565), D. melanogaster (30), D. willistoni (19), Z.
indianus (18), D. prosaltans (17) e D. coroica (15). Houve predominancia destas
espécies na armadilha de dossel (60,8%). A armadilha suspensa teve um menor
namero de individuos coletados (39,2%). Dos individuos capturados, em agosto, as
espécies mais abundantes foram: D. simulans (745), D. willistoni (192), D. immigrans
(112) e D. mercatorum (92).

e Abundancia de drosofilideos nos transectos

Estacdo quente e Umida

D. sturtevanti foi a espécie mais dominante nos dois tipos de armadilhas:
suspensa (83,9%); dossel (72,2%). Um dado interessante foi a maior porcentagem
de individuos desta espécie no final do transecto, com diferenca significativa tanto
na armadilha suspensa quanto na armadilha de dossel (teste G = 29, 6110 e p =
0,0001; Teste-G = 26,5496, p=0,0001) (Figura 3).

Outras espécies também foram coletadas em abundancia nas armadilhas
suspensas, como: D. melanogaster (18), D. guaru (7) e D. willistoni (7). Estas
espécies nao foram capturadas nas ultimas armadilhas dos transectos (300m). D.

melanogaster foi encontrada em numero/quantidade semelhante ao longo dos
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transectos. Nos casos da D. guaru e da D. willistoni, percebe-se que, tais espécies,
foram encontradas, principalmente, no inicio dos transectos. Portanto, o valor de p
foi significativo para ambas as espécies, menos para a D. melanogaster. As
espécies dominantes, além da D. sturtevanti (319), nas armadilhas de dossel, foram:
D. melanogaster (18), D. prosaltans (14), D. coroica (14), Z. indianus (13) e D.
willistoni (12). Foi observado também, durante os transectos, um padrdo na
distribuicAo da espécie D. melanogaster, com maior frequéncia, nas ultimas
armadilhas. Nas demais espécies — no caso, D. prosaltans, D. coroica, Z. indianus, e
de D. willistoni — ndo houve valor significativo para o teste G, ou seja, as espécies
citadas foram encontradas no decorrer dos transectos. Logo, tais espécies foram
encontradas do inicio ao fim em quantidade proporcional ao esperado nas

armadilhas de dossel (Figura 4/Tabela 5).

Estacéo fria e seca

Nas armadilhas suspensas foram coletadas as espécies: D. simulans (234),
D. willistoni (110), D. mercatorum (73) e D. immigrans (45). Outra particularidade
encontrada nas armadilhas suspensas foi 0 nimero crescente de individuos de D.
mercatorum ao longo dos transectos — o inverso ocorrido com as demais espécies,
que seguiram um padrao decrescente ao longo dos transectos. Ja nas armadilhas
de dossel, além das espécies D. simulans (511), D. willistoni (82), D. immigrans (67)
e D. mercatorum (12), foi coletada Z. indianus (18). Nas armadilhas de dossel D.
willistoni e D. mercatorum foi observado um maior nimero de individuos destas
espécies nos ultimos pontos dos transectos, 0 oposto ocorreu com as espécies D.
immigrans e Z. indianus. Estas diferencas foram significativas para o valor p no
teste-G (Figura 5/Tabela 5).
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Tabela 3. Abundancia total de drosofilideos coletados nos transectos do fragmento florestal de Matéo, nas estacdes chuvosa e seca. F=
Fémea; M= Macho; T= total; * ndo identificadas.

Chuvosa Seca
Espécies Suspensa Dossel T Suspensa Dossel

F M F M F M F M F M F M F M
D. busckii 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
D. annulimana 0 0 2 1 2 1 0 0 0 0 0 0 2 1
D. ararama 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
D. polymorpha 2 0 3 9 5 9 2 2 6 6 8 8 13 17
D. guaru 8 7 13 6 21 13 8 8 17 14 25 22 46 35
D. immigrans 0 0 0 0 0 0 106 45 82 67 188 112 188 112
D. coroica 0 2 0 14 0 16 0 1 0 2 0 3 0 19
D. lvai 0 0 0 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 4
D. mercatorum 0 0 0 4 0 4 0 73 0 19 0 92 0 96
D. onca 0 2 0 3 0 5 0 0 0 2 0 2 0 7
D. paranaenses 0 1 0 7 0 8 0 7 0 8 0 15 0 23
D. paraguayensis 0 1 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
D. ananassae 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
D. malerkotliana 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
D. melanogaster 0 12 0 18 0 30 0 0 0 0 0 0 0 30
D. simulans 0 5 0 7 0 12 0 234 0 511 0 745 0 757
D. austrosaltans 0 0 0 9 0 9 0 0 1 0 1 0 1 9
D. prosaltans 7 3 32 15 39 18 8 2 14 3 22 5 61 23
D. sturtevanti 781 246 817 319 1598 565 38 13 22 10 60 23 1658 588
D. nebulosa 1 0 4 0 5 0 1 0 2 1 3 1 8 1
D. willistoni 7 1 12 1 19 0 110 0 82 0 192 1 211
S. latifasciaeformis 0 4 0 2 0 6 0 0 0 0 0 0 0 6



Z. indianus 8 5 19 13 27 18 | 11 5 9 18 20 23 | 47 a1
D. spl L35 0 0 0 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3
Grupo repleta* 13 1 4 6 54 7 |13 1 111 6 247 7 | 301 14
Grupo tripunctata* 3 1 0 0 3 1 5 1 3 2 8 3 11 4
E;F;erg'lzz* 87 8 115 10 202 18 | 576 0O 68 O 1262 O | 1464 18
Espécies escuras* 6 0 28 13 34 13 2 1 2 0 4 1 38 14
Total 916 306 1075 477 1991 783 893 503 955 753 1848 1256 3839 2039
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Tabela 4. Abundancia dos grupos de drosofilideos em armadilhas suspensas e de dossel, na mata Cambuhy, Matdo/SP, em ambas esta¢fes

climaticas.

EstacOes Grupos de Espécies Suspensa % Dossel %
Quente/Umida Neotropicais 285 91,6 443 91,5
Invasoras 17 5,5 26 5,4
Z. indianus 5 1,6 13 2,7
S. latifasciaeformis 4 1,3 2 0,4
Total 311 100 484 100
Fria/Seca Neotropicais 267 48,4 234 27,6
Invasoras 279 50,6 594 70,2
Z. indianus 5 1 18 2,2
S. latifasciaeformis 0 0 0 0
Total 551 100 846 100
Total Neotropicais 552 64 677 50,9
Invasoras 296 34,4 620 46,6
Z. indianus 10 1,2 31 2,3
S. latifasciaeformis 4 0,4 2 0,2
Total 862 100 1330 100
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Tabela 5. Andlise do teste-G e sua significancia (p) dos grupos de drosofilideos mais abundantes, nas armadilhas suspensas e armadilhas de
dossel, no decorrer dos transectos ( 60m a 300m), da fazenda Cambuy, Matdo/SP, nas esta¢des quente e Umida e fria e seca. Em negrito p
<0.05.

Estacoes Armadilhas  Espécies 60m 120m 180m 240m 300m Total Teste-G p
D. melanogaster 2 2 6 2 0 12 86980 0.0691
Suspensa  p giaru 5 0 0 2 0 7 185907 0.0009
D. willistoni 3 3 1 0 0 7 129991 0.0113
Total 10 5 7 4 0 26 193133  0.08
Quente e Umida D. melanogaster 2 0 7 1 8 18 17.0551 0.0019
D. prosaltans 2 8 1 2 2 15 8.6305  0.0710
Dossel D. coroica 3 3 2 0 6 14 8.5150 0.0744
Z. indianus 3 2 4 2 2 13 1.1565  0.8852
D. willistoni 4 5 1 0 2 12 8.8365  0.0653
Total 14 18 15 5 20 72  43.8387 0.0016
374.891 0.0001
Suspensa D. simulans 178 13 4 6 33 234 3
133.676  0.0001
D. willistoni 77 5 14 8 6 110 9
Fria e seca D. mercatorum 26 3 3 1 40 73 86.2856  0.0001
D. immigrans 31 5 3 6 0 45  59.2652  0.0001
312 26 24 21 79  4p2 142183 0.0001
Total 3
D. willistoni 6 3 29 41 3 g2  75.7464 0.0001
Dossel b immigrans 4 32 3 25 3 67 ©99.2605 0.0001
14.18.8 0.0067
D. mercatorum 1 5 2 10 1 19 6
Z. indianus 10 1 0 5 2 18 18.8051 0.0003

Total 21 41 34 81 9 186 97.7406 0.0001
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Figura 3 A-B. Numero total de individuos de D. sturtevanti, espécie mais abundante,
coletados na fazenda Cambuhy, Matdo/SP, durante as estacfes quente e Umida, ao
longo dos transectos.
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Figura 4 A-B. Abundancia relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo
dos transectos (borda-interior), na estacdo Quente e Umida, na fazenda Cambuhy,
Matao/SP.
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ctos (borda-interior), na estacdo fria e seca, na fazenda Cambuhy,

A. Armadilha Suspensa

transe

Figura 5 A-B. Abundancia relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo
Matao/SP.
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Area 2 - Fazenda S&o Jo&o/ Nova Granada/SP

Neste local foram coletados o total de 5.276 drosofilideos, destes 74,7%
foram fémeas e 25,3% machos. Este total de individuos foram obtidos em duas
coletas, uma realizada no més de fevereiro e a outra em julho de 2016. Em
fevereiro, época do ano em que a estacdo € Q/U, foram capturados 4.021
individuos (73,8% fémeas; 26,2% machos). Em julho, em que a estacdo é
considerada F/S, foram obtidos 1.255 individuos (77,3% fémeas; 23,7%
machos). Observamos, portanto, uma diferenca acentuada na abundancia dos
drosofilideos coletados nas diferentes estagcfes: no més de fevereiro 76,2%; no
més de julho 23,8% e uma porcentagem muito maior para fémeas do que para
machos, este Ultimo resultado ndo era esperado baseado em coletas anteriores
para a regido noroeste.

Do total de drosofilideos coletados foram identificadas 15 espécies do
género Drosophila, mais as espécies Zaprionus indianus e Scaptodrosophilla
latifasciaeformis (Tabela 6). Uma quantidade significativa de fémeas cripticas
nao foi identificada pois ndo produziram prole (1.149 fémeas; 28,8% do total de

fémeas).

e Distribuicdo das espécies nas armadilhas suspensas e de dossel

As espécies coletadas nas armadilhas suspensas e de dossel foram
distribuidas em quatro categorias: 1. Espécies neotropicais; 2. Espécies
invasoras; 3. Zaprionus indianus; 4. S. latifasciaeformis. Na tabela 7, as
categorias estéo representadas de acordo com o numero total/porcentagem de
individuos e também por condi¢cfes climéticas: estacdo Q/U e estacdo F/S. A
andlise destes diferentes grupos evidenciou uma maior abundéancia das
espécies neotropicais, tanto nas armadilhas suspensas como nas armadilhas
de dossel. Seguida das abundancias das espécies invasoras que incluem D.
malerkotliana (56), S. latifascieformis (52), Z. indianus (27) e D. simulans (1),
houve uma predominancia de individuos capturados nas armadilhas de dossel
— no caso, na estacdo quente e Umida. Ja na estacdo fria e seca, esta
predominancia foi observada nas armadilhas suspensa: D. simulans (7), D.
melanogaster (5), S. latifascieformis (5), D. malerkotliana (2) e Z. indianus (1).

Estes resultados nos permitem sugerir que D. malerkotliana (11%), S.
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latifascieformis (9,4%) e Z. indianus (4%) foram as principais espécies exoticas

de drosofilideos neste ambiente.

e Sazonalidade

Durante a estacdo quente e Umida a abundancia de drosofilideos obtida
foi acentuadamente maior do que na estacdo F/S, como ja esperado em
coletas nesta regido (Figura 6). As espécies de drosofilideos mais abundantes
no més de fevereiro, em ordem decrescente, foram: D. sturtevanti, D.
malerkotliana, S. latifascieformis, Z. indianus, D. austrosaltans e D.
mercatorum. Houve predominancia destas espécies na armadilha de dossel,
com excecao de D. sturtevanti, que foi encontrada em maior quantidade nas
armadilhas suspensas. Em julho, as espécies mais abundantes foram: D.

mercatorum, D. paranaensis, D.sturtevanti, D. willistoni e D. cardini (Figura 7).

e Abundéncia de drosofilideos nos transectos

D. sturtevanti possui uma ampla distribuicdo no territério brasileiro
(MAGALHAES, 1962). Esta espécie foi dominante nos dois tipos de
armadilhas: 73,5 % na armadilha suspensa e 62,2% na armadilha de dossel, na
estacdo quente e Umida. Ao analisarmos mais detalhadamente a distribuicdo
desta espécie nas armadilhas do dossel e suspensa foi verificado que houve
uma maior porcentagem de individuos coletados nas armadilhas suspensas
(armadilha suspensa: 394 individuos; armadilha dossel: 323 individuos). Além
disto, houve um padrdo significativo na distribuicAo da abundancia desta
espécie ao longo dos transectos, sua ocorréncia foi de forma decrescente, nas
armadilhas de dossel (Teste-G=34.7335; p=0,0001), no decorrer dos
transectos, e crescente ao longo dos transectos nas armadilhas suspensas
(Teste-G= 22.6789; p=0,0001). A distribuicdo da D. sturtevanti, ao longo dos
transectos, na estacao fria e seca foi semelhantes ao da estacdo quente e fria,
mas foram coletados em menor quantidade, para as armadilhas suspensas
(25) e de dossel (22), porém estes ndo deram significativos para o Teste-G
(Figura 8).
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Estacdo quente e Umida

S. latifaciaesformis, D. malerkotliana e Z. indianus foram as outras
espécies dominantes nas armadilhas suspensas na estacdo Q/U, nas
armadilhas do dossel além destas espécies mencionadas foram também
abundantes as espécies D. austrosaltans e D. mercatorum (Figura 9). Nas
armadilhas suspensas, S. latifaciaesformis, D. malerkotliana e Z. indianus
mostraram um padrdo decrescente de abundéancia ao longo do transecto mas
este padrao de distribuicdo ao longo do transecto foi significativo para o Teste-
G apenas para a espécie S. latifaciaesformis. Nas armadilhas de dossel, as
espécies Z. indianus, D. austrosaltans e D. mercatorum foram crescentes em
sua abundancia no decorrer do transecto, ao contrario das demais espécies, S.
latifaciaesformis e D. malerkotliana, que foram diminuindo no decorrer do
transecto, esse padrdo de distribuicdo foi significativo apenas para D.

malerkotliana e D. mercatorum (Tabela 8).

Estacéao fria e seca

Na estacdo fria e seca as espécies dominantes foram diferentes. Nas
armadilhas suspensas as espécies mais abundantes foram respectivamente D.
mercatorum (25), D. willistoni (14) e D. cardini (10). Nas armadilhas do dossel
foram D. mercatorum (73), D. paranaensls (46) e D. cardini (12) as mais
abundantes (Figura 10). A abundancia de D. willistoni foi decrescente ao longo
dos transectos (borda-interior), sendo significativo o valor de p em ambos os
tipos de armadilhas. Ja para a D. cardini, sua abundancia foi crescente ao
longo dos transectos, mas apenas para as armadilhnas de dossel que essa
distribuicéo foi significativa. Nas armadilhas de dossel, D. paranaensis também

seguiu este padrao decrescente, tendo o valor de p significativo (Tabela 8).
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Tabela 06. Abundancia total de drosofilideos coletados nos transectos do fragmento florestal de Nova Granada, nas estac¢des chuvosa e seca.
F= Fémea; M= Macho; T= total; * ndo identificadas.

Chuvosa Seca
Espécies Suspensa Dossel Suspensa Dossel

F M F M F M F M F M F M F M
D. annulimana 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1
D. ararama 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
D. polymorpha 1 1 0 0 1 1 18 10 17 12 35 22 36 23
D. guaru 1 1 0 0 1 1 15 2 3 4 18 6 19 7
D. immigrans 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
D. mercatorum 0 6 0 12 0 18 0 25 0 73 0 98 0 116
D. onca 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 2
D. paranaensis 0 0 0 7 0 7 0 8 0 46 0 54 0 61
D. malerkotliana 5 35 23 56 28 91 0 9 0 2 0 11 28 102
D. melanogaster 0 0 0 0 0 0 1 2 4 5 5 7 5 7
D. simulans 1 0 0 1 1 1 0 1 2 7 2 8 3 9
D. austrosaltans 0 5 0 19 0 24 0 1 3 5 3 6 3 30
D. prosaltans 7 5 27 9 34 14 5 1 22 0 27 1 61 15
D. sturtevanti 1147 394 727 323 1874 717 155 25 134 22 289 47 2163 764
D. nebulosa 36 4 15 0 51 4 7 1 4 1 11 2 62 6
D. willistoni 0 7 0 2 0 9 7 14 0 5 7 19 7 28
S. latifasciaeformis 120 47 170 52 290 99 11 5 17 3 28 8 318 107
Z. indianus 44 16 67 27 111 43 0 1 6 0 6 1 117 44
Grupo repleta* 23 2 46 7 69 9 127 4 324 7 451 11 520 20
Grupo tripunctata* 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 4 0 4 0
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Grupo das 266 12 243 1 509 13 39 1 49 0 88 1 507 14
amarelas

Grupo das

hbee 1 1 2 1 3 2 0 0 2 0 2 0 5 2
Total 1653 539 1320 518 2973 1057 386 112 591 192 977 304 3950 1361

Tabela 07. Abundancia dos grupos de drosofilideos em armadilhas suspensas e armadilhas de dossel, da fazenda Sdo Jodo, Nova
Granada/SP, nas estacfes quente e Umida e fria e seca.

Estacdes Grupos de Espécies Suspensa % Dossel %
Neotropicais 438 81,7 383 73,8

Invasoras 35 6,5 57 11

Quente/Umida  Z. indianus 16 3 27 5,2
S. latifasciaeformis 47 8,8 52 10

Total 536 100 519 100
Neotropicais 95 84 175 91,1

Invasoras 12 10,6 14 7,4

Fria/Seca Z. indianus 1 0,9 0 0
S. latifasciaeformis 5 45 3 1,5

Total 113 100 192 100
Neotropicais 533 82,1 558 78,5

Invasoras 47 7,2 71 10

Total Z. indianus 17 2,7 27 3,8
S. latifasciaeformis 52 8 55 7,7

Total 649 100 711 100
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Tabela 08. Analise do teste-G e sua significancia (p) dos grupos de drosofilideos mais abundantes, nas armadilhas suspensas e armadilhas de
dossel, no decorrer dos transectos ( 60m a 300m), da fazenda S&o Jodo, Nova Granada/SP, nas estacdes quente e Umida e fria e seca. Em
negrito p <0.05.

Estacdes  Armadilhas Espécies 60m 120m 180m 240m 300m Teste-G P
S. latifasciaeformis 11 4 16 5 11  10.7883 0.0290
SUSPeNsa  p malerkotliana 9 9 8 6 3 42502 03732
Z. indianus 6 1 3 5 1 6.9663 0,1377
Total 26 14 27 16 15 13.9545 0.0830
Quente e D. malerkotliana 11 16 13 13 3 10.8632 0,0281
Umida S. latifasciaeformis 12 11 14 11 4 6.5813 0,1597
Z. indianus 4 6 4 9 4 3.2567 0,5158
Dossel
D. austrosaltans 4 4 7.4943 0.1120
D. mercatorum 3 1 1 1 6 11.4573 0.0219
Total 34 35 34 42 21  27.8301 0.0331
D. mercatorum 12 0 7 3 3  19.4677 0,0006
Suspensa  p._willistoni 0 2 6 4  9.1946 0.0564
D. cardini 1 1 2 2 4 2.7726 0.5966
. Total 15 1 11 11 11  15.8427 0.0447
Fria e seca
D. mercatorum 22 8 18 7 18 13.1973 0.0104
Dossel D. paranaensis 10 13 8 0 15 22.9497 0.0001
D. cardini 1 1 0 2 8  14.9228 0.0049
Total 33 22 26 9 41 26.6856 0.0008
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Figura 6. Namero total de individuos por espécie mais abundantes coletados na fazenda
Sao Jodo, Nova Granada/SP durante as estacdes quente e Umida e a estacao fria e seca.
stur: D. sturtevanti; scap: S. latifasciaeformis; merc: D. mercatorum; male: D. malerkotliana;
para: D. paranaensis.
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Figura 7. Namero total de individuos por espécie mais abundantes coletados na fazenda
Sao Jodo, Nova Granada/SP durante as esta¢fes quente e Umida (A) e a estacao fria e
seca (B). stur: D. sturtevanti; male: D. malerkotliana; scap: S. latifasciaeformis; zapr: Z.
indianus; aust: D. austrosoltans; merc: D. mercatorum; para: D. paranaensis; will: D.
willistoni; card: D. cardini.
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Figura 8 A-B. Abundéancia relativa de D. sturtevanti coletada ao longo dos transectos
(borda-interior), na fazenda S&o Jodo, Nova Granada/SP.
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Figura 9 A-B. Abundancia relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo dos
transectos (borda-interior), na estacdo quente e Umida, na fazenda Sao Jodo, Nova
Granada/SP.
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Figura 10 A-B. Abundéncia relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo dos
transectos (borda-interior), na estacéo fria e seca, na fazenda Sao Jodo, Nova Granada/SP.
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Area 3: Parque Estadual da Serra do Mar/ Nucleo Picinguaba/SP

Neste local foram coletados 4.515 drosofilideos, 67,6% fémeas e 32,4%
machos e foram identificados 2.048 individuos (46,60%). Esta coleta foi realizada no
més de marco de 2016, época do ano que a estacdo Q/U. Foram identificadas 26
espécies de drosofilideos (Tabela 9). As principais caracteristicas morfologicas
destas espécies foram anotadas quando possivel e as moscas e os edeagos foram
fotografados para documentacao, ha a possibilidade de alguns destes espécimes se

tratarem de novas espécies.

e Distribuicdo das espécies nas armadilhas suspensas e de dossel
As espécies coletadas nas armadilhas suspensas e de dossel com maior
abundéancia foram: D. willistoni, D. sturtevanti e D. malerkotliana em ambos os niveis
e D. ananassae nas armadilhas suspensas (Figura 11). As espécies invasoras foram
pouco abundantes, representando apenas 9,2% do total dos drosofilideos coletados:
D. ananassae (4,8%), D. malerkotliana (3,4%), S. latifascieformis (0,7%) D.
melanogaster (0,22%) e D. simulans (0,08%), e ocorreram com certa predominancia

nas armadilhas de dossel.

e Abundéncia de drosofilideos nos transectos

D. willistoni foi a espécie dominante na coleta nos dois tipos de armadilhas:
69% nas armadilhas suspensas e 75% nas de dossel, representando 72% do total
de machos coletados (Figura 12). D. sturtevanti foi a segunda espécie mais
abundante, representando 14,4% do total de machos coletados. Ao analisarmos
mais detalhadamente a distribuicdo desta espécie nas armadilhas suspensas e de
dossel observamos que houve uma maior porcentagem de individuos coletados nas
armadilhas de dossel. A distribuicdo da abundancia de D. willistoni e D. sturtevanti
ao longo dos transectos nas armadilhas foi maior nos primeiros 180m, tanto para as
armadilhas suspensas (D. willistoni: X?= 148.052; p=0,0001; D. sturtevanti:
X?=40.557; p=0,0001) quanto para as de dossel (D. willistoni: X*=252.789; p=0,0001;
D. sturtevanti: X?=81.000; p=0,0001).
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Tabela 9. Abundancia total de drosofilideos coletados nos transectos do Parque Estadual de

Picinguaba/SP, nas armadilhas suspensa (S) e de dossel (D). F = fémeas. M = machos.

. D Total
Espécies

F M F M F M
D. albomarginata 0 1 0 0 0 1
D. neocardini 0 6 0 2 0 8
D. polymorpha 0 0 0 2 0 2
D. guaru 1 2 0 0 1 2
D. immigrans 0 1 11 3 11 4
D. nasuta 0 2 0 0 0 2
D. ellison 0 5 0 2 0 7
D. mercatorum 0 1 0 0 0 1
D. pictilis 0 2 0 0 0 2
D. ananassae 0 63 0 2 0 65
D. malerkotliana 0 14 3 36 3 50
D. melanogaster 0 0 0 3 0 3
D. simulans 0 1 0 1 0 2
D. austrosaltans 0 0 1 1 1 1
D. neolliptica 0 3 0 4 0 7
D. neosaltans 0 0 0 4 0 4
D. prosaltans 5 1 21 4 26 5
D. sturtevanti 190 81 224 114 414 195
D. capricorni 0 1 0 0 0 1
D. nebulosa 0 0 0 4 0 4
D. willistoni 187 478 55 547 242 1025
S. latifascieformis 11 2 42 7 53 9
Z. indianus 0 0 1 0 1 0
D. sp2 0 0 0 1 0 1
D. sp4 0 3 0 1 0 4
D. sp5 0 7 0 4 0 11
D. sp6 0 1 0 0 0 1
Grupo cardini* 10 0 11 6 21 6
Grupo repleta* 7 2 18 1 25 3
Grupo amarelas* 984 29 1268 7 2252 36
Grupo escuras* 0 0 3 0 3 0
Total 1395 706 1658 756 3053 1462
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Figura 11. Porcentagem total de individuos machos por espécies mais abundantes
coletados no Parque Estadual Serra do Mar/Picinguaba/SP durante a estacdo quente e

umida. Armadilhas Suspensas (A); Armadilhas Dossel (B).
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Figura 12. Porcentagem relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo dos
transectos (borda-interior) no Parque Estadual Serra do Mar/Picinguaba/SP. Armadilhas
Suspensas (A); Armadilhas Dossel (B).
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Area 4: Parque Estadual da Serra da Cantareira/SP (SDC)

Nesta area foram coletados 4.016 drosofilideos, 71% fémeas e 29% machos.
Destes foram identificados 1.149 individuos (28,6%). Esta coleta foi realizada no
més de dezembro de 2016, época do ano que a estacdo € quente e Umida. Do total
de drosofilideos coletados foram identificadas 28 espécies do género Drosophila,
mais os drosofilideos Zaprionus indianus e Scaptodrosophila latifasciaeformis,

espécies com invasao recente (VILELA, 1999) (Tabela 10).

e Distribuicdo das espécies nas armadilhas suspensas e de dossel
As espécies coletadas nas armadilhas suspensas e de dossel com maior
abundancia foram: D. willistoni, D. simulans e D. polymorpha. A espécie D. capricorni
ocorreu somente nas armadilhas suspensas (Figura 13A). Nesta area as espécies
invasoras também foram pouco abundantes, representando apenas 11% do total de
drosofilideos coletados que foram: D. simulans (10%) e Z. indianus (1,1%), que teve

predominancia nas armadilhas de dossel (Figura 13B).

e Abundéncia de drosofilideos nos transectos

D. willistoni foi a espécie dominante na coleta nos dois tipos de armadilhas:
82,1% nas armadilhas suspensas e 65,7% nas de dossel, representando 75,2% do
total de machos coletados e a segunda espécie mais abundante foi D. simulans
representando 10% do total de machos coletados.

A abundancia de D. willistoni nas armadilhas suspensas foi maior no interior
da mata (180m-300m) (X?=93.085; p=0,0001) (Figura 14A), entretanto, nas
armadilhas de dossel a maior abundancia ocorreu nos primeiros 180 metros do
transecto (X?=121.216; p=0,0001) (Figura 14B).

A abundéncia de D. simulans foi maior no interior da mata tanto nas
armadilhas suspensas (X?=10.684; p=0,0304) quanto nas armadilhas de dossel
(X?=16.487; p=0,002).

e Amostragem das fémeas cripticas
Nao foi possivel identificar todas as moscas em nivel de espécie, pelo fato de
muitas fémeas ndo ovipositarem e alguns machos estarem com a termindlia

destruida, dificultando a identificacdo (Tabela 10). As fémeas amarelas cripticas
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representaram 60% do total de drosofilideos coletados, dessas fémeas, uma
amostragem aleatéria por armadilha foi tomada totalizando 600 fémeas amarelas
(300 das armadinhas suspensas e 300 das de dossel) que foram colocadas para
ovipositar. Destas fémeas, 136 morreram antes de ovipositar (22%), 43 nao
ovipositaram (7%) e as que tiveram sucesso na oviposicao foram identificadas como:
D. willistoni (50%), D. simulans (18%) e D. capricorni (3%) (Tabela 11).
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Tabela 10. Abundéancia total de drosofilideos coletados nos transectos do Parque
Estadual Serra da Cantareira, nas armadilhas suspensas (D) e de dossel (D). F =
fémeas. M = machos.

. S D Total
Espécies

F M M
D. ararama 0 0 0 1 1
D. neocardini 0 1 0 0 0 1
D. polymorpha 32 12 15 14 47 26
D. grisolineata 0 1 0 0 0 1
D. guaraja 0 0 0 1 0 1
D. guaru 3 1 3 1 6 2
D. ornatifrons 0 1 0 0 0 1
D. immigrans 6 3 12 2 18 5
D. nasuta 0 1 0 1 0 2
D. pallidipennis 0 0 0 1 0 1
D. hydei 0 0 0 3 0 3
D. mercatorum 0 4 0 1 0 5
D. nigricuria 0 0 0 2 0 2
D. onca 0 5 0 1 0 6
D. pictura 0 0 0 1 0 1
D. senei 0 1 0 1 0 2
D. mediopicta 0 1 0 0 0 1
D. caponei 0 0 0 1 0 1
D. simulans 7 38 0 78 7 116
D. Suzuki 0 1 4 0 4 1
D. neoelliptica 11 7 21 10 32 17
D. prosaltans 7 1 8 14 9
D. pseudosaltans 0 1 2 0 2 1
D. sturtevanti 10 7 3 10 13 17
D. capricorni 0 17 0 8 0 25
D. willistoni 216 553 10 324 226 877
S. latifasciaeformis 0 5 0 8 0 13
Z. indianus 16 4 21 9 37 13
D.sp2 L 57 0 1 0 0 0 1
D. sp 3L56 0 1 0 0 0 1
Grupo saltans* 10 0 16 0 26 0
Grupo repleta* 7 0 12 0 19 0
Grupo tripunctata* 0 1 0 1 0 2
Grupo amarelas * 1376 0 1032 0 2408 0
Grupo escuras * 2 0 0 0 2 0

Total 1703 668 1158 487 2861 1155
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Tabela 11. Espécies de Drosophila grupo amarelo, identificadas por meio de edeagos de
machos F1 obtidos de isolinhagens das fémeas amarelas coletadas no Parque Estadual

Serra da Cantareira/SP. S = armadilhas suspensas; D = armadilhas no dossel. T1 — T6 =
transectos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 TOTAL
Espécies __ TOTAL

s b S b S D S D S D S D S D
D. willistoni 0 27 15 5 43 25 17 32 31 36 36 34 142 159 301
D. simulans 0O 16 20 3 6 20 7 15 5 10 0O 2 38 66 104
D. capricorni 0o o 0o o O O O O 5 0 5 6 1 6 16
Sem oviposi¢ao o 5 4 6 1 1 3 3 8 4 2 6 18 25 43
Moscas mortas 50 2 11 36 0 4 23 0 1 O 7 2 92 44 136

Total 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 300 300 600
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Figura 13. Porcentagem total das espécies mais abundantes coletadas no Parque Estadual
Serra da Cantareira/SP durante a estacdo quente e Umida. Armadilhas Suspensas (A);
Armadilhas Dossel (B).
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Figura 14. Porcentagem relativa das espécies mais abundantes coletadas ao longo dos
transectos (borda-interior) no Parque Estadual da Serra da Cantareira/SP. A= Armadilhas
Suspensas; B = Armadilhas Dossel.
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indices Ecologicos das areas em estudo

Também foram calculados os indices de diversidade de Shannon-Wiener
(KREBS; 1999), de equitabilidade de Pielou e de dominancia de Berger-Parkin
(ODUM; 1995) para cada fragmento, por estacao climatica. Os valores dos indices
ecolégicos calculados estéo representados na tabela 13 e ndo diferiram muito entre
as duas éareas. D. sturtevanti foi a espécie dominante para as duas areas na estacao
guente e umida, representando 75% dos drosofilideos no fragmento de MAT e 70%
dos drosofilideos em NGR. Ja na estacéo fria, D. simulans foi a espécie dominante,
representando 59% dos drosofilideos no fragmento de MAT e D. mercatorum
representou 33%, apesar de apresentar um baixo valor, este ainda foi a espécie
mais abundante para o fragmento de NGR. Para PIC e SDC, a espécie dominante
em ambas as areas foi D. willistoni, representando 72% dos drosofilideos no

fragmento de PIC e 75% dos drosofilideos em SDC.

Tabela 13. Valores dos indices ecoldgicos calculados para os quatros fragmentos florestais.
H = indice de diversidade de Shannom-Wiener, Hmax = indice de diversidade tedrica
maxima, e = indice de equitabilidade de Pielou, d = indice de dominancia de Berger-Parkin,
MAT=Matdo, NGR=Nova Granada, Q/U= Esta¢éo quente e Umida; F/S= Estacao fria e seca
PIC= Parque Estadual Serra do Mar/Picinguba e SDC= Parque Estadual Serra da
Cantareira.

. . MAT NGR
Indices Ecoldgicos a/u F/s U F/s PIC SDC
H’ 0,48 0,88 0,54 0,60 0,44 0,49
Hméx 1,07 1,23 1,43 1,23 1,14 1,50
E 0,45 0,71 0,37 0,49 0,38 0,32
D 0,70 0,33 0,75 0,59 0,72 0,75

DISCUSSAO

Por meio do estudo da assembléia de drosofilideos podemos ter indicativos
da preservacdo das areas em estudo. Algumas espécies de drosofilideos sdo
excelentes ferramentas para estudos ambientais devido a sensibilidade do género
Drosophila em relacdo as variaveis abibticas e bioticas refletirem na dinamica
populacional desses organismos, algumas espécies de drosofilideos sao utilizadas
como bioindicadoras, por serem organismos de caracteristica cosmopolita e
facilmente coletada na natureza (PARSON, 1991; FOOTE; CARSON, 2004; BI1ZZO
et al, 2010).
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Os resultados apresentados avaliam a composicdo das assembléias de
drosofilideos em quatro areas de Mata Atlantica, Fazenda Cambuhy/Matéo, Fazenda
Sdo Jodo/ Nova Granada, Parque Estadual Serra do Mar/Picinguaba e Parque
Estadual Serra da Cantareira, do qual a principal fitofisionomia é a Floresta
Ombrofila semidecidual para as areas localizadas dentro das Fazendas, e Floresta
Ombrdfila Densa para as areas localizadas na reservas do Parque (INPE, 2011).

MAT e NGR, coletadas em duas épocas do ano, tiveram baixa abundancia de
drosofilideos coletados no verdo, sendo observada uma maior riqgueza no fragmento
de MAT (23), coletadas na estacdo quente e Umida, em armadilhas de dossel, ao
contrario de NGR (14), onde a maior rigueza de drosofilideos foi coletadas em
armadilhas suspensas e na estacao fria e seca. Esta baixa diversidade na riqueza
de espécies de drosofilideos também foi observada em estudos de biodiversidade
de drosofilideos em outros fragmentos de mata semidecidual desta regido
(TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006. PENARIOL et al. 2008, PENARIOL; MADI-
RAVAZZI, 2012), pequeno namero amostral de drosofilideos na estacéao fria e seca,
juntamente com a riqueza de espécies neste periodo (TIDON, 2006; DE TONI et al.
2007) e uma maior abundancia de drosofilideos nas estacfes verdo e outono
(BENADO; BRNCIC, 1994; TIDON, 2006; SCHMITZ et al. 2007). Houve também
uma diferenca significativa entre as estacbes do ano e a diferenca no
posicionamento das armadilhas.

No fragmento de MAT e NGR, D. sturtevanti foi a espécie mais abundante na
estacdo quente e Umida, representando 70,6% em MAT e 52,6% do total de
drosofilideos coletados em NGR, sendo capturados em grande quantidade para
ambas armadilhas. Ja para a estacao fria e seca, D. mercatorum, pertencente ao
grupo repleta, no fragmento de MAT a D. simulans foi a espécie mais abundante
(59%) e em NGR foi a mais abundante (32,3%), ambas espécies foram coletadas
em maior quantidade nas armadilhas de dossel. A terceira espécie mais abundante
foi D. willistoni, coletada em maior quantidade na estacao fria e seca, sendo coletada
em maior quantidade no fragmento de MAT, em armadilha de dossel, na estacao fria
e seca. A armadilha de dossel teve maior eficiéncia em captura tanto para riqueza
de drosofilideos quanto para abundancia no fragmento de MAT, mas a armadilha
suspensa foi mais eficiente para a riqueza de drosofilideos para o fragmento de

NGR e valores aproximados para a abundancia em ambas as estacoes.
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O indice de diversidade (H’) tanto NGR quanto MAT n&o foi significativo para
as espécies dominantes quando comparada uma estacdo com a outra (p=0,8059;
p=0,9683). D. sturtevanti, espécie neotropical, teve predomindncia a estacao
chuvosa para as duas éareas estudadas, o que reflete a ampla diversidade de
ambientes no qual essa espécie é encontrada (MATEUS et al. 2006, GOTTSCHALK
et al. 2007, MATA et al. 2008) e sua associacdo com alta umidade como observado
em outros trabalhos (TIDON-SKLORZ; SENE, 1992; TORRES; MADI-RAVAZZI,
2006).

No fragmento da SDC e PIC, a espécie dominante foi D. willistoni (PIC=72%;
SDC=75%) seguida por D. sturtevanti em PIC e D. simulans em SDC, representando
menos que 15% dos drosofilideos coletados. D. willistoni € uma espécie neotropical,
encontrada em ambientes de mata e tem sido associada a ambientes preservados
(SAAVEDRA et al, 1995; GOTTSCHALK, 2004; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006;
MATA et al, 2008; PENARIOL et al, 2008, PENARIOL et al, 2017, em preparacao).
Desse modo, o predominio de D. willistoni nessas areas demonstra o alto grau de
preservacdo nessas unidades de conservacdo do Estado de S&o Paulo. Essa
espécie também foi encontrada na area de MAT (10%) e em NGR (2%), mostrando
alto grau de impacto ambiental.

Essa preservacdo nas duas areas de reserva também corrobora com 0s
dados da riqueza de espécies em SDC (30), em seguida PIC (26), de MAT (24) e
NGR(17), lembrando que MAT e NGR tiveram um esforgo amostral maior, por terem
sido coletadas em duas épocas do ano. Assim, as areas de PIC e SDC contem um
namero maior na riqueza de espécies por serem areas mais preservadas, incluidas
em unidades de conservacéo, ao contrario de NGR e MAT. As populacdes de MAT e
NGR séo procedentes de remanescentes florestais que estdo imersos em uma
matriz de uso predominantemente agricola, existindo cultivos de laranja, cana de
acucar e seringueira, localizada na regido noroeste de Sao Paulo, o grau de
conservagao atual coloca a regiao como a mais desmatada e fragmentada do
Estado e com a menor concentracdo de Unidade de Conservacdo nos ultimos
tempos (KRONKA et al., 1993; BARROS et al., 2017).

Devido as alteracdes na Mata Atlantica provocada por sua devastacdo ao
longo dos anos, esta foi subdividida em fragmentos de mata de diferentes tamanhos
e fitofisionomias. Esta diversificacdo dos fragmentos age diretamente na dinamica

biologica das espécies, alterando a composicdo da diversidade local como no
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equilibrio dindmico, taxas de crescimento, fluxo génico entre outros (ALMEIDA et al,
2010). Entretanto, as areas amostradas no presente estudo embora tenham certo
grau de interferéncia antropica elas tém sido monitoradas em sua preservacao ha
longo tempo, favorecendo uma riqueza de espécies consideravel para este género,
podendo incluir inclusive novas espécies.

Espécies invasoras habitam tanto ambientes naturais, quanto ambientes
urbanos, ao contrario de D. willistoni que tende a ser mais frequente em areas nao
urbanizadas (GOTTSCHALK, 2004). Os drosofilideos invasores mais comuns
encontrados nas nossas coletas sdo Z. indianus e S. latifasciaeformis e do género
Drosophila: D. melanogaster, D. simulans, D. malerkotliana, D. ananassae, D.
kikkawai, D. hydei, D. immigrans, D. repleta, D. virilis e D. busckii (FERREIRA,
TIDON, 2005; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006; MATA et al, 2008; PENARIOL et al,
2008, PENARIOL et al, 2017, em preparacao) e recentemente D. suzukii (SOUZA et
al, 2013; RAMIREZ et al, 2013).

Nas coletas em NGR e MAT, sete espécies consideradas invasoras foram
encontradas nas regides investigadas. Com isso, as espécies invasoras coletadas
com maior frequéncia em NGR (20,6%) e MAT (43%) foram: Z. indianus, S.
latifascieformis, D. melanogaster, D. simulans, D. malerkotliana, D. immigrans e D.
ananassae.

Ao compararmos as duas regifes na estacdo quente e Umida, as espécies
nativas foram predominantes. Em NGR, 77,8% foram de espécies nativas. Em MAT,
a porcentagem de individuos de espécies nativas foi de 91,6%. Ja na estacao fria e
seca, em NGR, foram encontradas 88,5% de espécies nativas. Em MAT, na estacéo
fria e seca, houve uma queda brusca nas espécies nativas coletadas, apenas 39,5%
dos individuos. A alta porcentagem de espécies invasoras em MAT — 73,3% na
estacao fria e seca — também foi observada no trabalho de Rodhe et al. (2010), em
que as espécies invasoras representaram 64,1% dos individuos coletados sob
condicdes climéticas semelhantes. De toda a abundéncia de espécies invasoras
coletadas em MAT, 58,3% foram de D. simulans.

Na cidade de NGR, Z. indianus foi coletada em menor quantidade na estacao
fria e seca (1) do que na estacdo quente e umida (43). Em MAT, na estacao fria e
seca foram coletados 23 individuos de Z. indianus, enquanto na estagdo quente e
Uumida foram coletados apenas 18 individuos da mesma espécie. Segundo os dados

de Gottschalk (2004), de pesquisas realizadas entre os anos de 2000 e 2003, a
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sazonalidade pode influenciar diretamente na predominancia de certas espécies. No
mesmo trabalho, Gottschalk observou a predominancia de D. simulans no inverno;
igualmente, encontrou menor quantidade de Z. indianus em condi¢cbes climéticas
mais frias. A abundancia da espécie Z. Indianus no periodo quente também foi
encontrado em estudos anteriores (CASTRO; VALENTE, 2001; TIDON et al. 2003;
SILVA et al. 2005; DE TONI et al. 2007). Para grande parte dessas espécies
invasoras, o0 processo de invasdo no Brasil € antigo, apenas Z. indianus é
considerada uma espécie menos antiga, sendo registrada pela primeira vez no Brasil
em 1999, numa regido metropolizada de Sao Paulo (VILELA, 1999).

As espécies invasoras foram pouco abundantes nos fragmentos de PIC e
SDC, foi observado em PIC a ocorréncia de Z. indianus, S. latifasciformes, D.
simulans, D. melanogaster, D. immigrans, D. malerkotliana e D. ananassae,
representando 9,7% do total de drosofilideos. E em SDC foi registrada apenas
quatro espécies invasoras: S. latifasciaeformis, Z. indianus, D. immigrans e D.
simulans representando menos do que 11% do total da assembléia de drosofilideos
identificadas, isto corrobora ainda mais o grau de preservacgao e estabilidade destas
areas, devido a associacdo das espécies invasoras com alta instabilidade ambiental
(MACK et al. 2000; SIMBERLOFF, 2001).

N&ao foi observado um gradiente acentuado na distribuicdo das espécies ao
longo dos transectos como ocorreu em outras areas estudadas no interior do Estado
de S&o Paulo (PENARIOL et al, 2008, PENARIOL et al 2017, em preparacao) e
outros biomas (CHAVES; TIDON, 2010). Em que espécies invasoras e mais
resistentes as condi¢des climaticas de temperatura e umidade, como Z. indianus, D.
simulans e outras sdo mais abundantes na borda do fragmento e espécies mais
sensiveis a mudancas ambientais ocorrem com maior abundancia no interior da
mata (Penariol et al., em preparacao, 2018). Além das espécies invasoras, percebe-
se certa predominancia de individuos pertencentes ao grupo repleta na estacao fria
e seca, para o fragmento de MAT, e certa preferéncia pela borda dos transectos,
isso ocorre devido sua preferencia por climas mais secos (MATEUS et al. 2006,
HOCHMULLER, et al., 2010). Este grupo € encontrado em todos os ambientes
brasileiros, sendo muito mais abundantes no cerrado (VILELA et al., 1983) e savana
(MATA et al. 2008). D. cardini, também foi coleta nas regides de NGR e MAT, estas
possuem ampla distribuicdo, um dos motivos para sua versatilidade ecoldgica
(HEED, 1957; PIPKIN, 1965; PIPKIN et al. 1966).
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Com o decorrer dos anos, alteracdes na assembleia de drosofilideos séo
esperadas devido as mudancas nas condicdes ambientais e a variacdo de recursos
(DOBZHANSKY; PAVAN, 1950; PIPKIN, 1953). Com a complexidade ecoldgica, por
causa de “n” fatores que influenciam de forma direta e indiretamente a Drosophila
acabam ocorrendo imprevisibilidade na flutuacédo das espécies. Com isso, essa falta
de padrdo € um indicativo de que cada vez mais € necessaria a preservacao dos
ambientes para que a composicao da fauna ndo seja afetada.

Concluimos que o presente estudo mostrou que as armadilhas de dossel
foram mais eficientes em MAT, tanto para a abundéancia de drosofilideos quanto a
riqgueza de espécies em ambas estacdes. Ja para as demais localidades, os valores
de riqgueza e abundancia foram muitos proximos. Nas areas de MAT e NGR, D.
sturtevanti foi a espécie mais abundante em todas as coletas na regido quente e
Uumida, D. simulans e D. mercatorum para a estacdo fria e seca. E em relacdo a
riqueza de espécies, ndo houve um periodo mais indicado para fazer coletas pois a
assembleia de drosofilideos vria muito de uma estacdo para outra, no entanto, na
estacdo quente e Umida, encontramos maior abundancia de drosofilideos. Percebe-
se também maior degradacdo na area de Nova Granada quando comparada com a
area de Matdo. No Parque Estadual de Picinguaba e o Parque Estadual da Serra da
Cantareira, areas maiores de preservacdo ambiental da Mata Atlantica, mostraram
claramente pelo estudo da abundancia dos drosofilideos e da riqueza das espécies
que estas areas abrigam uma riqueza significativa de espécies de drosofilideos da
nossa fauna, tendo maior quantidade de riqueza e abundancia de espécies
bioindicadoras de areas mais preservadas. Com possibilidade da existéncia de
novas espécies, analise em andamento, indicando a eficiéncia deste método de
estudo para o monitoramento de areas e avaliagdo do grau de preservacao

ambiental das mesmas.
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Anexo 1. Edeagos de alguns drosofilideos coletados nas areas de estudo. Autoria de Gabriel Tripode e Bruna Trava. 1: Drosophila
buscki; 2: D. ararama; 3a: D. neocardini vista lateral, 3b: vista frontal; 4a: D. polymorpha vista lateral, 4b: vista frontal; 5: D. grisolineata; 6: D.
guaraja; 7: D. guaru; 8: D. ornatifrons; 9: D. immigrans; 10: D. nasuta; 11: D. hydei; 12: D. mercatorum; 13: D. paranaensis; 14: D. senei; 15: D.
paraguayensis; 16a: D. ananassae, 16b: 1° e 2° tarso; 17a: D. malerkotliana, 17b: 1° e 2° tarso; 18: 1° e 2° tarso de D. simulans e D.
melanogaster; 19 a: D. Suzuki, 19b: asa esfumagada na ponta; 20: D. capricorni; 21: D. willistoni; 22: Zaprionus indianus; 23: D. sp 1; 24: D. sp

3;25: D. sp 4.

19 a 19b
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3 CONCLUSOES

e N&o foi possivel utlizar por meio da técnica de transferibilidade os
microsatélites especificos de D. mediopunctata para as populacdes de D.
sturtevanti (subgrupo sturtevanti, grupo saltans).

e Foram desenvolvidos 16 iniciadores de microssatélites especificos para
Drosophila sturtevanti, sendo que destes 13 amplificaram e 11 foram
polimorficos.

e A transferibilidade dos 13 marcadores microssatélites desenvolvidos para
Drosophila sturtevanti foi realizada com sucesso em 15 espécies do grupo
saltans de Drosophila o que ira permitir estudos populacionais utilizado estes
marcadores para este grupo de espécies.

e Os marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie Drosophila
sturtevanti foram eficientes para a caracterizacdo da estrutura de nove
populacdes geogréaficas desta espécie em diferentes fitofisionomias de Mata
Atlantica.

e No estudo populacional realizado com D. sturtevanti todos os 11 locos de
microssatélites foram polimérficos, dois deles se destacaram por serem
monomoérficos em algumas populacdes e em outras apresentarem somente
dois alelos.

e Os locos ndo se encontram em equilibrio de H-W, indicando que algum fator
evolutivo, como a deriva genética, o fluxo génico ou mesmo a sele¢ao natural
pode estar atuando.

e Os 11 locos produziram um total de 109 alelos com uma média de 10 alelos
por locos, variando de 2 a 16 alelos entre os microssatélites.

e Embora o teste de Mantel indicou a inexisténcia de correlacdo entre as
distancias genéticas e geogréaficas na analise de distancia e identidade
genética de Nei a menor distancia genética foi encontrada entre populagdes
de maior proximidade geografica (140km), MAT e NGR. A maior distancia
genética foi obtida entre populagdes de grande distancia geografica (683 km),
MAT e RDI.

e A estatistica F de Wright indicou diferenciacado genética moderada entre todas
as populacdes e o indice de fixagdo de Wright revelou alta deficiéncia de
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heterozigotos que pode ser resultado de alelos nulos, efeito Wahlund,
endogamia ou processos demograficos.

A populacgéo a qual apresentou maior nivel de heterozigotos foi a de SDC/ SP,
que se encontra na area de maior extensdo e altitude amostrada, com alto
grau de preservacdo ambiental, o cinturdo verde da cidade de Séo Paulo.

A populacdo com o nivel mais baixo de heterozigosidade foi GUA (PB),
devido a um recente gargalo genético sofrido por esta populacdo, advindo
provavelmente de uma queimada ocorrida na area da Reserva.

A populacdo mais diferenciada de D. sturtevanti provém de uma ilha de Santa
Catarina (Ribeirdo da llha), com bioma de Floresta Ombrofila Densa e € uma
area de preservacdo ambiental de dificil acesso. Esta populacdo também
apresentou o menor indice de fluxo génico e maior distancia genética.

Em biodiversidade, concluimos que o0 presente estudo mostrou que as
armadilhas de dossel foram mais eficientes em MAT, tanto para a abundancia
de drosofilideos quanto a riqueza de espécies em ambas estacdes. Ja para
as demais localidades os valores de riqueza e abundancia foram muitos
préximos.

Nas areas de MAT e NGR, D. sturtevanti foi a espécie mais abundante em
todas as coletas na regiao quente e imida, D. simulans e D. mercatorum para
a estacao fria e seca. E em relacdo a riqueza de espécies, ndao houve um
periodo mais indicado para fazer coletas pois a assembleia de drosofilideos
varia muito de uma estagcdo para outra, no entanto, na estacdo quente e
Uumida, encontramos maior abundéancia de drosofilideos.

Percebe-se também maior degradacdo na area de Nova Granada quando
comparada com a area de Matdo. No Parque Estadual de Picinguaba e o
Parque Estadual da Serra da Cantareira, areas maiores de preservacao
ambiental da Mata Atlantica, mostraram claramente pelo estudo da
abundéancia dos drosofilideos e da riqueza das espécies que estas areas
abrigam uma rigqueza significativa de espécies de drosofilideos da nossa
fauna, tendo maior quantidade de rigueza e abundancia de espécies

bioindicadoras de areas mais preservadas.
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