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(i) Justificativa

Mudancas climaticas globais, tais como glaciacfes e periodos interglaciais com aquecimento global,
possuem efeitos sobre a expanséo e/ou retracdo dos varios dominios morfoclimaticos vegetais da América
do Sul, resultando em fragmentacédo de habitats (Ab’Saber, 1992, 2000). Mais recentemente, o principal
fator gerador de fragmentacdo de areas naturais tem sido o uso da terra, 0 que ndo apenas resulta na
diminuicdo da cobertura vegetal como também em uma assimétrica distribuicdo dos remanescentes, com
tamanhos e formas variadas (Didham et al., 1996). Geralmente, o desmatamento provoca a fragmentacao
de areas continuas, gerando o aparecimento de verdadeiras ilhas de vegetacéo isoladas umas das outras
por areas cobertas com pastagens ou outro tipo de cultura (Lovejoy, 1980).

A fragmentacdo de vegetacdes nativas, tanto por processos antrépicos recentes quanto por
expansdes e/ou retracBes historicas, € um processo que gera a perda da biodiversidade, podendo levar
muitas espécies a extingcao. Varios sdo os mecanismos que levam a esse desbalanco. Os mais 6bvios sao
aqueles relacionados ao desenho do fragmento: area, formato e isolamento. A reducdo da cobertura vegetal
original pode provocar a eliminacao de certas espécies simplesmente por ndo haver mais espaco suficiente
para acomodar todos os individuos originalmente presentes (Preston, 1962). O formato do fragmento pode
implicar em aumento do estresse ambiental, pela eliminagdo da protecao anteriormente oferecida pelas
faixas marginais (Kapos, 1989; Kiviniemi, 2008). Além disso, quanto mais isolado estiver o fragmento, isto &,
guanto mais distante estiver de uma area com vegetacado similar, mais dificil sera o intercambio de espécies
entre os dois locais e também o fluxo génico entre populagdes da mesma espécie (Brown e Kodric-Brown,
1977; Keller e Largiadér, 2003). Isso causaria redugcfes no tamanho populacional podendo levar ao
endocruzamento, o qual aumenta a probabilidade de extingdo de populagfes (Frankham, 1995; O'Grady et
al., 2006). Reduc¢des no tamanho populacional também levam a perda de variabilidade genética, o que pode
restringir a capacidade da populacéo de se adaptar a novas condicdes ambientais (Soulé, 1986; Caswell,
2001).

Alguns estudos tém inferido a possibilidade de se utilizar drosofilideos como bioindicadores da
gualidade e da diversidade do ambiente e para determinar padroes demogréficos espaciais e temporais.
Esses animais tém capacidade de refletir mudancas ecoldgicas e ambientais uma vez que espécies
diferentes apresentam diferentes exigéncias com relagcdo a qualidade do ambiente (Ferreira e Tidon, 2005;
Mateus et al., 2006), e a maioria das espécies possui limitada capacidade de dispersao (Markow e
Castrezana, 2000). Mais recentemente, o género Drosophila tem sido foco em estudos de biodiversidade e
filogeogréficos (Torres e Madi-Ravazzi, 2006; de Toni et al., 2007; Mirol et al., 2008; Moraes et al., 2009).
Neste sentido, esses insetos sdo apropriados para estudos que envolvem abordagens ecolégicas,
biogeograficas, filogeogréficas e evolutivas.

Filogeografia € uma area de pesquisa relativamente recente que tem como objetivo analisar o
arranjo espacial de linhagens genéticas, especialmente dentro e entre espécies intimamente relacionadas
(Avise, 1994, 2000). A palavra filogeografia foi utilizada pela primeira vez em 1987 (Avise et al., 1987). Por
volta de uma década antes, cientistas haviam comecado a utilizar o DNA mitocondrial (mtDNA) para tentar

resolver como individuos da mesma espécie estdo genealogicamente ligados através de um ancestral
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comum (Avise et al., 1979; Brown et al., 1979). Em levantamentos genéticos de varias espécies, padrbes
interessantes tém sido revelados para o arranjo espacial de linhagens de mtDNA (Buhay et al. 2007; Mirol et
al., 2008; Moraes et al., 2009). Em outras palavras, a genealogia e a geografia parecem esta conectadas.
Apos 1987, ‘filogeografia’ se tornou um termo geral para se referir a estudos genealdgicos (incluindo os de
genes nucleares) dentro de dimensdes espaciais e temporais microevolutivas.

O grupo guarani, originalmente estabelecido por Dobzhansky e Pavan (1943), abrange, atualmente,
um total de 16 espécies (Bachli, 2010), subdivididas em dois subgrupos (King, 1947): guaramunu (3
espécies), constituido por D. griseolineata, D. guaraja e D. maculifrons (= D. guaramunu, segundo Vilela e
Bachli, 1990); e guarani (5 espécies), formado por D. guaru, D. ornatifrons (= D. guarani, segundo Vilela e
Bachli, 1990), D. subbadia, D. tucumana e D. urubamba. Outras oito espécies (D. alexandrei, D. araucana,
D. cuscungu, D. ecuatoriana, D. huilliche, D. limbinervis, D. pichinchana e D. quitensis) nao foram, até o
momento, alocadas a nenhum subgrupo (Bachli, 2010).

Todas as espécies do grupo guarani séo Neotropicais em sua distribuicao, restringindo-se a areas
da América do Sul e Central. Drosophila subbadia parece ser a espécie do grupo com distribuicdo mais
restrita, sendo encontrada apenas em areas do México Central. Drosophila ornatifrons e D. guaru, por outro
lado, ocorrem principalmente em areas brasileiras, embora haja registros de D. ornatifrons no Uruguai,
Bolivia e Col6mbia (Kastritsis, 1969; Bachli, 2010). Dentro do subgrupo guaramunu, D. griseolineata e D.
maculifrons sdo espécies de distribuicdo mais ampla, em detrimento de D. guaraja, raramente encontrada
até mesmo em territorio brasileiro: D. griseolineata é encontrada em regifes do Brasil, Bolivia, Coldmbia,
Equador e Venezuela; D. maculifrons apresenta registros no Brasil, Argentina, Bolivia e Peru (Salzano,
1955; Kastritsis, 1969; Béachli, 2010). Segundo Salzano (1955), na regidao Sul da América Latina, D.
maculifrons é muito mais comum e amplamente distribuida que D. griseolineata, sendo que este autor
encontrou uma correlagdo positiva entre amplitude de ocorréncia e niveis de polimorfismo cromossémico na
comparacao entre estas duas espécies.

O grupo guarani encontra-se situado junto a radiagcdo immigrans-tripunctata de Throckmorton
(1975), resultado este recentemente suportado pelos achados de Remsen e O'Grady (2002), Yotoko et al.
(2003) e DalLage et al. (2007). Neste ultimo caso, em particular, 0 grupo guarani posicionou-se dentro da
radiacdo tripunctata monofileticamente definida conforme Throckmorton (1975), dado que nos dois primeiros
trabalhos esta havia sido apenas inclusivamente recuperada.

Kastritsis (1969), com base em comparacgdes citogenéticas, demonstrou que espécies pertencentes
aos dois subgrupos acima descritos sdo inteiramente diferentes em sua organizacdo cromossdmica, de
modo a propor que os mesmos fossem elevados taxonomicamente a categoria de grupos. Segundo este
autor, a comparagdo a nivel cromossémico torna evidente o fato de que D. griseolineata e D. guaramunu
sdo filogeneticamente mais proximos a membros do grupo tripunctata, do que aos demais membros do
grupo guarani. Neste sentido, o proprio King (1947), bem como Throckmorton (1962), destacaram o fato de
gue os dois subgrupos sao bastante diferentes.

Mais recentemente, Robe et al. (2002) atestaram, molecular e morfologicamente, a monofilia do
subgrupo guarani, mas ndo conseguiram eficientemente comprova-la para o subgrupo guaramunu, embora

seus representantes tenham apresentado altos indices de similaridade entre si. A incluséo de membros de
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ambos subgrupos na analise mais inclusiva de Yotoko et al. (2003) suportou, entretanto, inferéncias quanto
a sua diferenciacdo. Neste caso, representantes do subgrupo guaramunu agruparam-se com D. calloptera e
D. shildi (grupo calloptera), de modo a compor a linhagem irma de D. paramediostriata (grupo tripunctata);
enquanto D. ornatifrons compés, juntamente com D. mediopunctata (grupo tripunctata), um clado
independente do anterior. Ainda existem, entretanto, controvérsias quanto a efetivacdo ou nado desta
subdivisdo. Embora ndo haja davidas referentes a diferenciacdo entre os subgrupos, o fato de que muitas
das espécies do grupo ainda ndo foram devidamente alocadas a nenhum subgrupo certamente dificulta o

processo (Val et al., 1981).

(ii) Objetivos gerais e especificos;

Assim, o presente trabalho visa entender melhor a estrutura populacional de D. ornatifrons e D.
maculifrons no Brasil, correlacionando com a histéria evolutiva destas espécies para tentar determinar
guando e como elas atingiram a atual distribuicdo, e se ha algum padrdo comum entre elas. Para tanto,
serdo sequenciados dois genes mitocondriais, Citocromo Oxidase | e Il, de individuos coletados em
diversas populacdes ao longo distribuicdo das duas espécies. Sera realizada a analise combinada de
diferentes métodos, o que nos permitira formular hipoteses para explicar a atual distribuicdo destas

espécies no Brasil.

(iii) Metodologia;

O teste de particdo da homogeneidade, PHT (Farris et al., 1995), como implementado no PAUP 4.0,
serd utilizado para testar incongruéncias entre os conjuntos de dados dos genes COIl e COIl. Se houver
congruéncia entre os dois genes, entdo os dois fragmentos serdo combinados em todas as andlises
posteriores.

O programa ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al., 2000) sera utilizado para calcular distancias par-a-par
entre os haplétipos, a distribuicdo de mismatch e para o teste do modelo neutro padrdo para populagbes
estaveis demograficamente (D de Tajima — Tajima, 1989; e o F de Fu — Fu e Li, 1993). O programa
FLUCTUATE (Kuhner et al., 1998) sera usado para realizar estimativas simultaneas do 6 atual e da taxa de
crescimento populacional g, assumindo um modelo exponencial de crescimento e utilizando uma
abordagem de maxima verossimilhanca. Os parametros a serem utilizados para as simulagBes serdo
obtidos através do programa Modeltest 2.0 (Posada e Crandall, 1998) a fim de escolher o melhor modelo de
evolucdo que se encaixa nos dados. Graficos skyline serdo construidos utilizando o programa GENIE v. 3.0
(Pybus et al., 2000). As arvores iniciais serdo obtidas utilizando maxima verossimilhanca rel6gio mocecular
reforcado. O programa requer que a genealogia seja estimada sob o pressuposto de um relégio molecular.
O programa GENIE também sera utilizado para calcular qual modelo de crescimento melhor se encaixam os
dados, utilizando o Critério de Informacao de Akaike.

As redes de hapldtipos serdo construidas com base no métodos da parsimdnia, utilizando o
programa TCS 1.06 (Clement et al., 2000).
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(iv) Resultados pretendidos;

A partir das coletas das moscas, da obtencao e andlise dos dados, pretende-se obter resultados
gue ajudem a entender melhor como a distribuicdo espacial atual das espécies do grupo guarani em
questdo, D. ornatifrons e D. maculifrons, foi obtida, tentando relacionar os resultados com aspectos da
fragmentacao de habitat e eventos ecolégicos e evolutivos que podem ter gerado os padrdes obtidos.

A partir destes resultados, pretende-se publicar pelo menos 2 artigos cientificos em revistas de
circulacéo internacional e com Qualis A2, pelo menos. Além disso, pretende-se que o bolsista oriente no
minimo 2 alunos de mestrado no Programa de Pdés-Graduacdo em Biologia Evolutiva (PPGBIioEvol) da
UNICENTRO, além de ao menos 4 alunos de Iniciagdo Cientifica. Os resultados também serdo

apresentados em Congresso nacionais e internacionais, na forma de palestras e/ou publicacdo de resumos.

(v) Consideragoes finais;

A execucdo desta pesquisa serd de grande importancia para o crescimento do Programa de Pés-
Graduacdo em Biologia Evolutiva da UNICENTRO, pois existe uma caréncia grande de um profissional
capacitado na linha de pesquisa em que este projeto se encaixa nesta instituicdo. Temos também uma
deficiéncia no quadro de pessoal, onde varios concursos novos deverao ser oferecidos durante a vigéncia
da bolsa. Portanto, existe uma real necessidade de pessoal na linha de pesquisa proposta e também uma
real possibilidade de absorcao do profissional a ser selecionado para fazer parte da instituicdo de execucdo

do projeto e no PPGBioEval.
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