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RESUMO

Drosophila prosaltans e Drosophila austrosaltans, do grupo saltans de Drosophila, sao
espécies neotropicais com distribuicdo em areas florestais da América Central e do
Sul e que podem ser encontradas em simpatria. A literatura sobre o grupo saltans de
Drosophila é escassa e muitos trabalhos ndo sao tao recentes. Assim, poucas sao as
informacdes disponiveis sobre os aspectos biolégicos de ambas as espécies. Para D.
prosaltans, existem trabalhos de isolamento reprodutivo, estrutura e polimorfismo
cromossOmico que apontam uma diferenciacdo de suas populagdes, entretanto, as
informacbes em relacdo a diferenciacdo populacional de D. austrosaltans sao
praticamente inexistentes. Tal fato nos motivou a investigar os padrfes de diversidade
genética populacional dessas espécies provenientes de diferentes fitofisionomias de
Mata Atlantica utilizando os microssatélites como marcador molecular. Foram
desenvolvidos oligonucleotideos de microssatélites especificos para D. prosaltans,
cuja transferibilidade testada para D. austrosaltans mostrou resultados positivos.
Identificamos na analise de 12 locos para D. prosaltans, uma alta heterozigosidade
média (Ho = 0.45 + 0.03) e uma diferenciacao genética populacional moderada (Fst =
0.17 £0.02). Foi observada a formacéao de dois agrupamentos genéticos distintos nas
populacdes de D. prosaltans, que ndo se correlacionam com a distribuicdo regional
ou de fitofisionomia das populacdes, podendo esse padrdo ser decorrente de
caracteristicas ecoldgicas, polimorfismo ancestral compartilhado, mutacédo recorrente
e deriva genética (efeito do fundador). O éxito na amplificacdo heteréloga de mais de
50% desses locos para D. austrosaltans, possibilitou uma andalise comparativa de
ambas as espécies, a qual revelou niveis similares de diversidade genética para as
mesmas, que podem estar associados as caracteristicas ecoldgicas (que carecem de
investigagdes mais detalhadas) ou a acdo de fatores evolutivos de intensidade
semelhante nas regides de sobreposicao da distribuicdo geografica das espécies. O
elevado grau de polimorfismo desses marcadores e sua eficiéncia na amplificacédo
cruzada sugerem sua potencialidade para estudos populacionais de diversidade
genética ndo somente das espécies aqui estudadas, mas também para as demais

espécies do subgrupo e do grupo saltans de Drosophila.

Palavras—chave: Estrutura populacional. SSR. Grupo saltans de Drosophila.

Marcadores genéticos.



ABSTRACT

Drosophila prosaltans and Drosophila austrosaltans, from the Drosophila saltans
group, are neotropical species with distribution in forest areas of Central and South
America and that can be sympatric. The literature on the Drosophila saltans group is
scarce and many works are not so recent. Thus, little information is available on the
biological aspects of both species. For D. prosaltans, there are works of reproductive
isolation, structure and chromosomal polymorphism that point to a differentiation of its
populations, however, the information regarding the population differentiation of D.
austrosaltans is practically nonexistent. This fact motivated us to investigate the
patterns of population genetic diversity of these species from different Atlantic Forest
phytophysiognomies using microsatellites as a molecular marker. Microsatellite
oligonucleotides specific for D. prosaltans were developed, whose transferability tested
for D. austrosaltans showed positive results. In the analysis of 12 loci for D. prosaltans,
we identified a high mean heterozygosity (Ho = 0.45 £ 0.03) and a moderate population
genetic differentiation (Fst = 0.17 £ 0.02). The formation of two distinct genetic groups
was observed in D. prosaltans populations, which do not correlate with the regional or
phytophysiognomic distribution of the populations, and this pattern may be due to
ecological characteristics, shared ancestral polymorphism, recurrent mutation and
genetic drift (founder effect). The success in heterologous amplification of more than
50% of these loci for D. austrosaltans, enabled a comparative analysis of both species,
which revealed similar levels of genetic diversity for them, which may be associated
with ecological characteristics (who need more detailed investigations) or to the action
of evolutionary factors of similar intensity in the overlapping regions of the geographic
distribution of species. The high degree of polymorphism of these markers and their
efficiency in cross amplification suggest their potential for population studies of genetic
diversity not only for the species studied here, but also for the other species of the
subgroup and the Drosophila saltans group.

Keywords: Population structure. SSR. Drosophila saltans group. Genetic markers.
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1. INTRODUCAO

1.1. Estrutura populacional

Elucidar os processos relacionados a origem e manutencédo da variabilidade
genética nas populacbes naturais € uma das tarefas realizadas pelos bidlogos que
trabalham com genética de populacdes e evolugdo. A caracterizagdo da variabilidade
genética de uma espécie pode fornecer informacdes para o entendimento de sua
histéria evolutiva e demografica, bem como de seu padrao de estrutura populacional.
Por estrutura populacional entende-se a variabilidade genética observada dentro e
entre populagcdes de uma determinada espécie, sua distribuicdo no espagco e no
tempo, e a forma como a atuacédo de forcas evolutivas, como a selecao natural, deriva
genética, mutacdo e fluxo génico influencia a dindmica dessas populacbes (LEE;
MITCHELL-OLDS, 2011; RODERICK et al., 2012). Atualmente, existe interesse em
avaliar a contribuicdo de fatores ambientais e geograficos na formacao da estrutura
das populacdes e a maneira como eles estdo correlacionados com a variabilidade
genética encontrada nas mesmas (MANEL et al.,, 2010; WU et al.,, 2016;
POURNOSRAT et al., 2018).

A variabilidade genética pode ser entendida como a variedade de alelos e
genotipos presentes em um grupo sob estudo, seja ele um grupo de populacdes,
espécies ou até mesmo grupos de espécies. Pode ser medida usando-se estimativas
genéticas como polimorfismo, heterozogosidade média e diversidade alélica. Dois
aspectos importantes relacionam-se com o estudo da variabilidade genética das
populacdes quando esta esta sendo moldada pela selecdo natural. O primeiro é a
relacdo da variabilidade genética e a evolugdo das populacdes adaptadas as
mudancas ambientais, um processo que ocorre de maneira continua. O segundo € a
relacdo entre a perda da variabilidade genética associada com a endogamia e,
consequentemente, com a reducao geral do valor adaptativo, mensurado a partir das
taxas de reproducdo e sobrevivéncia. Embora esses processos sejam fundamentais,
eles ndo séo unicos, ja que a deriva genética pode ser uma forca evolutiva atuante
nas populacoes, que pode levar a fixacdo casual de alguns alelos e a consequentes
mudancas nos niveis de variabilidade genética (FRANKHAM et al., 2008).

Mutacdo, migracao, fluxo génico, selecdo natural e deriva genética sdo os
fatores fundamentais da evolugdo das populagdes, que podem atuar nas mesmas
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aumentando ou diminuindo os niveis de diversidade genética. A acdo dos mesmos e
sua correlacdo com eventos historicos e contemporaneos, demogréficos e ambientais,
determina a forma como essa diversidade genética é distribuida entre as populacdes,
isto €, quao estruturada ela se encontra. Uma vez detectado esse padrdo de
estruturacdo populacional, inferéncias podem ser feitas a respeito da histéria evolutiva
e/ou demogréfica das populacdes, correlacionando a diversidade genética aos fatores
evolutivos e o0 ambiente onde essas populacdes se inserem. As populacdes naturais
geralmente apresentam elevados niveis de variabilidade genética, todavia, as
quantidades relativas de variacdes dentro e entre populacdes mudam de espécie para
espécie, dependendo da historia evolutiva e caracteristicas ecoldgicas da espécie e
do ambiente (FRANKHAM et al., 2008).

O avanco em novas técnicas moleculares e a possibilidade do sequenciamento
do DNA proporcionaram o desenvolvimento de diversos marcadores genéticos e sua
aplicacdo em estudos populacionais e evolutivos a respeito da diversidade genética
(CHARLESWORTH et al., 2003) tanto em organismos modelo de estudo biologico
como, por exemplo, em Drosophila (DAS et al., 2004; MUIR; PRICE, 2008; BRAND et
al., 2015), quanto em outros organismos (PISA et al.,, 2015; WU et al., 2016;
POURNOSRAT et al., 2018). Dentre esses marcadores, 0os microssatélites tém sido
utilizados com relativo sucesso em estudos populacionais.

O uso de um marcador molecular seletivamente neutro como 0s microssatélites
conduz a analise da diferenciacéo genética entre as popula¢des sob o equilibrio entre
fluxo génico e deriva genética. Ha isolamento por distancia quando o fluxo génico é
reduzido conforme a distancia geogréafica aumenta, ou seja, populacdes proximas sao
geneticamente mais semelhantes. Em contraste, quando a diferenciacdo esta
relacionada a associacdo histérica das populacbes, isto €, quando elas séo
descendentes de uma populagdo ancestral comum no passado e desde entdo
divergiram sem fluxo génico, entdo as populacdes ndo estdo mais em equilibrio e
provavelmente ndo ha nenhuma relacdo entre as estimativas de estrutura
populacional e a distancia geografica (MORAES; SENE, 2007). Efeitos indiretos de
selecao natural podem ser considerados quando pensamos nas relacdes entre locos
génicos neutros e 0s sob acéo seletiva, que estédo susceptiveis a ocorréncia de efeito
carona, pleiotropia, desequilibrio de ligacdo e controle da expressédo génica de forma
relacionada (CAVASINI, 2015).
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1.2. Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como Short Tandem Repeats (STR),
Simple Sequence Repeats (SSR) ou Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP),
sao repeticoes em tandem de motivos de 1 a 6 nucleotideos que podem ser
classificados de acordo com seu tamanho e o tipo de unidade de repeticao (LITT;
LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; EDWARDS et al., 1991). Essas repeticbes sdo comuns
nos genomas nucleares e das organelas tanto em procariotos quanto em eucariotos
e podem ser resultantes do deslizamento da DNA polimerase durante a replicacao,
um processo conhecido como replication slippage, no qual um alelo é alterado pela
adicao ou delecédo de uma ou mais repeticdes, ou devido a outros eventos de mutacao
como, por exemplo, a recombinacdo desigual (SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992; ZANE
et al., 2002). Como consequéncia, esses locos tém altas taxas de mutacao, variando
de 1 x 10°% a 1 x 102 mutacdes por loco por geracdo em eucariotos em geral
(ARTHOFER et al., 2018).

Os marcadores microssatélites tém caracteristicas que os tornam adequados e
vantajosos para diversos tipos de andlises genéticas. S&o seletivamente neutros ou
quase-neutros, principalmente por se localizarem preferencialmente em regides
intergénicas, apresentam heranca mendeliana do tipo codominante, alta frequéncia
no genoma, sao altamente polimorficos, além de serem de facil genotipagem
(ELLEGREN, 2000, 2004). Normalmente, as sequéncias de DNA que flanqueiam os
motivos de microssatélites sdo conservadas entre individuos de uma mesma espécie,
permitindo o desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
para essas sequéncias adjacentes ao microssatélite. Assim, por meio da Rea¢édo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é possivel amplificar um determinado loco e identificar
os polimorfismos individuais relacionados ao numero de repeticdes do microssatélite
para um determinado individuo. Portanto, cada loco tem grande conteudo informativo,
pois € multialélico e permite a diferenciacdo entre individuos homozigotos e
heterozigotos (ZANELLA et al., 2017).

Outra vantagem da aplicacao desse tipo de marcador é a sua transferibilidade,
isto é, os pares de oligonucleotideos desenhados para uma espécie podem ser
testados para outras espécies relacionadas ou ndo. Essa vantagem ocorre para
grupos de espécies de Drosophila (MACHADO et al., 2003; LABORDA et al., 2009a,
b; TRACTZ et al., 2012; TRAVA et al., 2016) bem como para outros organismos como
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plantas, por exemplo (BRAVO et al.,, 2006; SOARES et al.,, 2013). Suas regides
flanqueadoras conservadas através dos taxons permitem uma amplificacdo cruzada
(PEAKALL et al., 1998). Assim, observa-se a eficiéncia desses marcadores em
estudos que visam caracterizar a estrutura micro e macrogeografica de populacdes
naturais, detectar processos demograficos e inferir o papel das forcas evolutivas
(AGIS; SCHLOTTERER, 2001; SCHOFL; SCHLOTTERER, 2006; BARKER et al.,
2009, 2011).

O uso de microssatélites tem sido comum em estudos com as espécies do
género Drosophila (NOVICIC et al., 2011, 2013; CAVASINI, 2015; ZORZATO, 2015).
Barker e colaboradores (2009, 2011) avaliaram populacbes de D. buzzatii da
Argentina, seu local de origem, bem como da Europa e Australia, e identificaram por
meio da analise da variabilidade de microssatélites eventos de gargalo, desequilibrio
de ligacdo intracromossomico, evidéncia de selecédo para alguns locos e variagbes
nas frequéncias alélicas relacionadas a um gradiente altitudinal.

Machado e colaboradores (2003, 2010) realizando estudos populacionais
usando microssatélites em populacdes de D. antonietae verificaram, como um de seus
principais resultados para a espécie, que homoplasias de tamanho e alelos nulos nao
representavam problemas significativos nas analises populacionais, pois eram
compensados pela alta variabilidade genética dos marcadores microssatélites.

Um estudo dos padrdes filogeograficos de populacbes de D. montana
demonstrou clara diferenciacdo genética entre populacdes norte-americanas e
escandinavas, a formacdo de quatro grupos geneticamente distintos entre as
populacées analisadas e sinais de uma possivel expansdo demografica das mesmas
(MIROL et al., 2007).

Populacbes de D. sturtevanti (grupo saltans, subgrupo sturtevanti) de
fragmentos de Mata Atlantica foram avaliadas utilizando microssatélites espécie-
especificos e foi identificada uma diferenciacdo genética populacional moderada, ndo
correlacionada com distancias geograficas, regides ou até mesmo fitofisionomias de
Mata Atlantica (TRAVA, 2018; TRAVA et al., 2020).

Esses séo alguns dos exemplos da literatura que demonstram o0 uso desse

marcador molecular em andlises populacionais com moscas do género Drosophila.
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1.3. Mata Atlantica: o bioma das populacdes estudadas

A Mata Atlantica esta entre os biomas mais biodiversos do mundo (MYERS et
al., 2000). Ela se estende por toda porcao leste do territorio brasileiro, incluindo ainda
Misiones na Argentina e o leste do Paraguai. Por nédo fazer fronteira com outros
biomas florestados da América do Sul e por estar circundada pela diagonal seca da
Ameérica do Sul que é formada pelos biomas Caatinga, Cerrado e Chaco, a Mata
Atlantica forma uma ilha florestada na porcédo leste do continente sul americano
(BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011). Devido ao seu elevado nivel de biodiversidade,
entre 1 a 8% da biodiversidade de todo planeta, a Mata Atlantica é considerada um
dos 25 hotspots mundiais (MYERS et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009).

A latitude, que se estende por mais de 27 graus, a altitude, que varia do nivel
do mar a 2.700m e a longitude, sendo as florestas do interior significativamente
diferentes das do litoral, sdo eixos de variacdo que certamente contribuiram para o
processo de diversificacdo do bioma. A diversidade de espécies e alto grau de
endemismo da Mata Atlantica manifestam-se em sua diversidade ambiental, que
compreende varios tipos de florestas, incluindo ombrdfila densa, aberta e mista,
estacional decidual e semidecidual e outras, variaveis em sua composi¢éo (GALINDO-
LEAL; CAMARA, 2005; TONHASCA JR., 2005).

A despeito dessa biodiversidade, entretanto, a Mata Atlantica € um dos biomas
mais degradados e ameacados do mundo. Com estimativas de perda de sua extensao
entre 11,4 e 16%, sua area original que possuia mais 1,3 milhdes de km? encontra-se
reduzida a fragmentos dispersos ao longo da costa brasileira, no interior da regido Sul
e Sudeste, no sul dos estados de Goias e de Mato Grosso do Sul, no interior dos
estados do Nordeste e em Misiones na Argentina (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005;
TONHASCA JR., 2005). Esses fragmentos representam 22% da cobertura vegetal da
Mata Atlantica e, desses, apenas 7% sao fragmentos com mais de 100 hectares e em
bom estado de conservacdo (RIBEIRO et al., 2009; COLOMBO; JOLY, 2010;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019).

Trabalhos da literatura que buscaram avaliar a evolugcéao e biogeografia desse
importante bioma mostraram que os ciclos glaciais do Pleistoceno, bem como as
atividades tectdnicas que ocorreram no fim do Terciario e no Quaternario, teriam
exercido papel fundamental na diversificacdo da biota que reside em suas florestas.

Contudo, é preciso lembrar que € provavel que a origem da biodiversidade seja devida
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a uma historia evolutiva complexa, que inclui outros processos além dos que acima
foram citados (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2014).

Os periodos de maximo glacial durante o Pleistoceno (tendo o ultimo maximo
glacial ocorrido ha aproximadamente 21 mil anos) teriam influenciado de forma crucial
a historia evolutiva da Mata Atlantica ao possibilitarem a expansao de areas abertas
(grasslands) pelo sudeste brasileiro (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2014). A
consequente formacdo de zonas de estabilidade e instabilidade florestal (refugios)
decorrente desse evento parece ter importancia reconhecida entre estudos
filogeogréficos. Alguns deles, em diferentes grupos de organismos, apontam para a
existéncia de descontinuidades filogeogréaficas recorrentes congruentes no espaco,
mas nédo totalmente no tempo. Além dos reflgios, tectonismo e eventos anteriores ao
Quaternario sdo considerados como possiveis fatores vicariantes determinantes na
riqueza de padrbes e processos de diversificagcdo da Mata Atlantica (BATALHA-
FILHO; MIYAKI, 2011, 2014).

Lima e colaboradores (2015) realizaram uma revisdo de 70 anos de
informacBes provenientes de pesquisas quantitativas sobre a Mata Atllantica e
concluiram que o conhecimento sobre a estrutura desse bioma é baseado em apenas
0,01% dos 18,5 milhdes de hectares de floresta remanescentes. Para estados
especificos e tipos florestais da Mata Atlantica, o conhecimento € ainda menor.
Segundo os autores, as implicacbes de um conhecimento tdo escasso sobre a
conservacao da biodiversidade de um bioma tdo vasto como a Mata Atlantica sdo de
grande preocupacéo. As taxas de desmatamento da Mata Atlantica sdo de quatro
ordens de magnitude maiores que as taxas de amostragem, implicando no fato de que
a maior parte do bioma desaparecera antes da estrutura e diversidade de suas
florestas e das populacdes de organismos que nelas residem sejam adequadamente
descritas.

Andlises da variabilidade e estrutura genética das populacdes naturais sao
importantes porque auxiliam a explicar como essas populagbes permanecem
adaptadas em ambientes em mudanca, como os fragmentos da Mata Atlantica com
altas taxas de devastacdo. A avaliacdo dos impactos e as relacdes das alteracdes
ambientais na variabilidade genética das populacdes por meio de estimativas diretas
e indiretas pode direcionar a andlise do quanto a fragmentacdo, bem como outros
fatores e mecanismos atuantes, influenciam a estruturacdo da composicéo genotipica
das populacdes (EWERS; DIDHAM, 2006).
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1.4. As espécies em estudo: Drosophila prosaltans e D. austrosaltans

A familia Drosophilidae (Insecta, Diptera) contém cerca de 4.500 espécies
distribuidas mundialmente (O’GRADY; DESALLE, 2018). Essa familia se originou em
regides tropicais ha aproximadamente 50-60 milhdes de anos (THROCKMORTON,
1975). As espécies, algumas cosmopolitas e outras endémicas de regides geograficas
mais restritas, estdo dispostas em 77 géneros pertencentes a duas subfamilias:
Steganinae e Drosophilinae, com 29 e 48 géneros, respectivamente (O’GRADY;
DESALLE, 2018). A origem do género Drosophila ocorreu durante o Eoceno
(Cenozoico, Terciario), ha aproximadamente 60 milh6es de anos, a partir de varias
radiacGes dentro da familia Drosophilidae (THROCKMORTON, 1975). Esse género,
gue comporta elevado numero de espécies, da margem a divisbes em subgéneros,
grupos, subgrupos, complexos e subespécies. Atualmente, Drosophila € dividido em
14 subgéneros e 67 grupos declarados (O'GRADY; DESALLE, 2018). Os subgéneros
Drosophila e Sophophora séo os mais diversos. O grupo saltans de Drosophila € um
dos quatro grandes grupos pertencentes ao subgénero Sophophora (STURTEVANTI,
1942) e é constituido por 21 espécies divididas em cinco subgrupos: cordata, elliptica,
parasaltans, saltans e sturtevanti. Dois desses subgrupos (cordata e parasaltans) sao
encontrados na regido Neotropical e os demais (elliptica, saltans e sturtevanti) na
regido Neartica e Neotropical (MAGALHAES, 1962; SOUZA et al., 2014).

As espécies D. prosaltans (DUDA, 1927) e D. austrosaltans (SPASSKY, 1957),
pertencentes ao subgrupo saltans, tém distribuicdo em regies neotropicais da
América Central e do Sul (MAGALHAES, 1962). Segundo dados gerais de Magalhdes
(1962), um dos primeiros trabalhos com o grupo saltans, D. prosaltans é encontrada
na Costa Rica, Panama, Colémbia, Brasil (principalmente na Mata Atlantica, mas
também no Cerrado) e no Paraguai. D. austrosaltans é encontrada mais ao Norte e
Sudeste e Sul do Brasil, de modo que existem localidades que as espécies sao
encontradas em simpatria. Alguns aspectos bioldgicos de D. prosaltans ja foram
estudados e a seguir sdo apresentadas algumas conclusfes dos principais trabalhos.
As informagfes na literatura sobre D. austrosaltans sdo escassas, mas também séo
apresentadas as principais informacdes sobre a biologia da espécie com base nos
trabalhos com o grupo e subgrupo saltans.

O isolamento reprodutivo entre as espécies do subgrupo saltans foi avaliado

por diferentes pesquisadores. Foram observados por Dobzhansky e Streisinger (1944)
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acasalamentos preferenciais (homogamicos), isto €, entre machos e fémeas da
mesma localidade geografica em linhagens de D. prosaltans do Brasil, México e
Guatemala. Em outro estudo com linhagens dessa espécie do México, Trinidad e Séo
Paulo, Hoenigsberg e Satibanez (1960) também verificaram a preferéncia de
acasalamentos.

Bicudo (1973a, 1978a) também realizou estudos sobre isolamento reprodutivo
com o subgrupo saltans e a espécie D. prosaltans. Foi observado isolamento
reprodutivo entre D. prosaltans x D. austrosaltans (ndo produziram hibridos nem
inseminacdo). Barreiras de isolamento pds-zigético foram detectadas nas
combinac¢des entre D. prosaltans x D. saltans, D. prosaltans x D. septentriosaltans e
D. prosaltans x D. lusaltans, sendo que todas essas combinagfes de cruzamento
produziram hibridos. As espécies D. prosaltans e D. austrosaltans apresentam
isolamento reprodutivo pré-zigético completo entre si, embora produzam hibridos
férteis em cruzamentos com outras espécies do subgrupo saltans. D. prosaltans
apresenta maior fertilidade do que D. austrosaltans (92,15% versus 64%), que €
relacionada a capacidade de postura dos ovos, bem como a produtividade (nUmero
de progénie) (BICUDO, 1973a, 1978a).

Estudos de estrutura e polimorfismo cromossémico no grupo saltans e em
especial no subgrupo saltans demonstraram que o grau qualitativo do polimorfismo é
maior em espécies que possuem uma ampla area de distribuicdo geografica e, nesse
aspecto, D. prosaltans apresentou maior variabilidade cromossémica do que as
demais espécies do subgrupo saltans. Para D. prosaltans, 14 inversdes relacionadas
a sequéncia padrao foram reconhecidas e a maioria das linhagens analisadas foram
monomorficas ou polimorficas com uma ou duas inversfes. Como D. prosaltans é a
espécie mais rica em polimorfismo cromossdmico intraespecifico dentro do subgrupo,
€ também a espécie que pode dar mais informacao sobre o assunto. Nesses trabalhos
foi verificado que as relacdes evolutivas de D. prosaltans com as outras seis espécies
do mesmo subgrupo sugerem que essa espécie seja ancestral na evolucdo do
subgrupo saltans (BICUDO, 1973b).

As relacfes filogenéticas dentro do grupo saltans sdo complexas e muitas
vezes incongruentes quando sdo analisados diferentes marcadores. Souza e
colaboradores (2014) utilizando como marcador a morfologia do edeago dos machos
de 10 espécies do grupo saltans por meio de microscopia eletrénica de varredura

(MEV) verificaram que a arvore mais parcimoniosa indicou que o subgrupo cordata é
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a linhagem que divergiu primeiro e 0 subgrupo saltans é a linhagem mais derivada
dentro do grupo. Além disso, em contraste com outros marcadores, 0S caracteres
morfologicos néo indicaram diferenciacdo entre as duas linhagens de D. prosaltans
analisadas no trabalho. Em relagdo ao subgrupo saltans, o relacionamento entre as
espécies € marcado por politomias. Segundo anéalises moleculares e morfologicas, as
espécies do subgrupo saltans divergiram por ultimo em comparacdo as demais do
grupo, ha cerca de 4,5 milhdes de anos e, portanto, a reconstrucao filogenética se
torna dificil em decorréncia da divergéncia recente (ROMAN, 2018).

Pelos trabalhos acima citados sobre o isolamento reprodutivo, estrutura e
polimorfismo cromossémico, verifica-se que a espécie D. prosaltans com ampla
distribuicAo nos biomas neotropicais, apresenta uma diferenciacdo entre suas
populacdes detectada por diferentes marcadores, o que torna essa espécie um bom
modelo para estudos populacionais. Nesse contexto, o presente trabalho propde um
estudo utilizando marcadores microssatélites espécie-especificos para a avaliacdo da
estrutura genética das populacbes de D. prosaltans. Ainda, pelo fato de D.
austrosaltans ocorrer em simpatria com D. prosaltans, provavelmente compartilhando
0S mesmos nichos e recursos, torna-se interessante comparar as duas espécies
quanto aos parametros estudados no presente trabalho. Essa andlise € viavel por
meio do teste de transferibilidade de microssatélites, relatado com éxito na literatura
nao apenas entre espécies do género Drosophila (KULEUNG et al., 2004; LABORDA
et al., 2009b; OLIVEIRA et al., 2013; ZORZATO, 2015; TRAVA et al., 2016).
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade genética de D. prosaltans e D. austrosaltans por

meio do polimorfismo de microssatélites e avaliar quais sdo 0s provaveis mecanismos

responsaveis pelos padrdes observados.

1.5.2. Objetivos Especificos

Desenhar e padronizar oligonucleotideos de microssatélites
desenvolvidos para D. prosaltans;

Analisar por meio dos microssatélites espécie-especificos os padrdes de
diversidade genética e estruturacdo de oito populacbes de Mata
Atlantica de D. prosaltans e sua relacdo com forcas evolutivas, fatores
ecoldgicos e/ou eventos histéricos e demogréficos;

Testar a transferibilidade dos oligonucleotideos de microssatélites
especificos de D. prosaltans para D. austrosaltans;

Analisar por meio da amplificacdo heterdloga dos microssatélites os
padrbes de variabilidade genética de D. austrosaltans, possibilitando
posteriormente a comparacdo dos niveis de diversidade genética entre
as duas espécies, e se ha alguma similaridade na distribuicdo da
variabilidade genética das espécies por estas serem do mesmo

subgrupo e ocorrerem em simpatria.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para D. prosaltans foram
informativos no estudo da diversidade genética das populacfes, as quais mostraram
estruturacdo genética moderada e foram altamente polimorficas para os locos
avaliados. Pelas andlises efetuadas, néao foi observada correlacdo da diferenciacao
populacional com as distancias e regides geograficas ou fitofisionomias de Mata
Atlantica. A eficacia de mais de 50% na transferibilidade dos locos de microssatélites
de D. prosaltans para D. austrosaltans possibilitou a comparacdo dos niveis de
diversidade genética, os quais foram semelhantes. Esses resultados corroboram a
eficiéncia desse marcador molecular em estudos populacionais que podera ser
extendido para as demais espécies do subgrupo e até mesmo do grupo saltans de

Drosophila.
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