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SISTEMATICA MOLECULAR DE DROSOFILIDEOS MICOFAGOS

O projeto proposto faz parte da linha de pesquisa envolvendo "Taxonomia, filogenia,
filogeografia e evolugdo molecular nos Neotropicos”, que vem sendo desenvolvida junto ao
Programa de P6s-Graduagdo em Biodiversidade Animal (PPGBA) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), sob coordenacgdo do Prof. Dr. Elgion Lucio da Silva Loreto. Além disso,
este projeto estd diretamente vinculado ao projeto de poés-doutorado “Filogenética molecular
como ferramenta para a modernizacdo das linhas de pesquisa do Programa de P6s-Graduacao
em Biodiversidade Animal" desenvolvido atualmente pela Dra. Lizandra Jaqueline Robe e ao
projeto PRONEX — Fapergs/CNPq “Evolugdo dos Pampas: padrdes evolutivos e impacto das
alteracBes ambientais sobre a diversidade bioldgica dos Biomas Sulinos” coordenado pela
Profa. Dra. Vera LUcia Gaiesky Valente. Este projeto tem ainda como colaborador o Prof. Dr.
Marco Silva Gottschalk, recentemente contratado pela Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), e esté vinculado aos projetos de mestrado dos estudantes Francine Cenzi de Ré e Jodo
Pedro Junges, e ao projeto de doutorado da aluna Stela Machado, todos vinculados ao PPGBA-
UFSM Trata-se, pois, de uma iniciativa de integrar grupos distribuidos em diferentes
Universidades do Rio Grande do Sul, na tentativa de auxiliar na compreensédo da biodiversidade
de drosofilideos micéfagos brasileiros, um importante, mas ainda essencialmente desconhecido,
grupo de espécies pertencentes a familia Drosophilidae, cujos padrdes e processos evolutivos e
ecologicos ainda ndo foram elucidados. Este € um projeto de impacto junto a comunidade
cientifica brasileira e mundial, que busca preencher lacunas no conhecimento taxondmico e

evolutivo de uma importante familia de dipteros (Drosophilidae).

| - FUNDAMENTAGAO TEORICA E JUSTIFICATIVA

Drosophilidae apresenta, atualmente, 76 géneros descritos, com mais de 4.000 espécies
(Béchli, 2010), distribuidas em todas as regiGes biogeograficas da Terra, com excecdo das
regides Articas (Patterson & Stone, 1952; Throckmorton, 1975). Desde os tempos de Morgan e
seus colaboradores, diversas espécies pertencentes a esta familia tem se constituido em
organismos-modelo ideais para os mais diferentes estudos evolutivos (Markow & O’Grady,
2007). Entretanto, a despeito do fato de drosofilideos possam encontrar-se associados tanto a
habitos frugivoros, quanto a hébitos micéfagos e antédfilos (Val et al., 1981), a grande maioria
dos estudos realizados até o0 momento foca em espécies que utilizam frutos fermentados como
substrato de alimentagdo e/ou oviposi¢do (Doge et al., 2007). Além disso, hd que se destacar
ainda as tendenciosidades relacionadas ao estudo preferencial de espécies pertencentes ao

género Drosophila, em detrimento de grande parte das demais, o que ocorre em nivel mundial.



Segundo Gottschalk et al. (2008), existem 304 espécies de Drosophilidae descritas para
0 Brasil, sendo que a maioria destas pertence a Drosophila (181 espécies). Outros géneros estdo
presentes, entretanto, em menor frequéncia, como por exemplo: Zygothrica com 54 espécies,
Hirtodrosophila com dezesseis, Leucophenga com seis espécies, e Mycodrosophila com trés
espécies ocorrendo em nosso pais.

Neste aspecto, entretanto, & necessario ressaltar que estes nimeros refletem uma
provavel subestimativa. Gottschalk et al. (2008) demonstram que os estudos com Drosophilidae
conduzidos no Brasil concentram-se amplamente nas regifes Sul e Sudeste do pais. Mesmo
nessas regides, entretanto, o género Drosophila apresenta um amplo destaque frente aos demais
géneros, sendo que a amostragem destes é pelo menos duas vezes menor do que de Drosophila
em todos os estados brasileiros, com exce¢do do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Pard e Rondénia.
Estas tendenciosidades amostrais também refletem a estratégia de coleta utilizada pelos
pesquisadores, ja que na maior parte delas € utilizada isca de banana para atrair as moscas, 0 que
recupera, preferencialmente, espécies de Drosophila (Doge et al., 2007). Neste sentido, em
concordancia, com Val et al. (1981) e Gottschalk et al. (2008) demonstram que a maior parte
dos géneros de Drosophilidae ndo tem recebido a merecida atencdo por parte da comunidade
cientifica.

Em face a presente crise da biodiversidade, uma das primeiras tarefas relacionadas a
conservacdo € o conhecimento das espécies existentes. A proposta do DNA-Barcode foi
formalizada por Hebert et al. (2003a), e se baseia no uso de uma pequena sequéncia padronizada
de aproximadamente 648 pares de bases da extremidade 5° do gene citocromo ¢ oxidase 1
(COl), que segundo seus autores tem o potencial de proporcionar um “salto quéntico” na taxa
com que espécies sdo registradas (Hoag, 2010). A tecnologia do DNA-Barcode agrupa dois
objetivos diferentes e independentes (Hebert et al., 2003a): (1) identificar e designar espécimes
desconhecidos a espécies previamente descritas; (2) facilitar a descoberta e o diagnéstico de
novas espécies, auxiliando a desvendar a diversidade criptica. Segundo Hebert et al. (2003a),
este marcador € capaz de distinguir individuos de diferentes espécies porque a variagdo genetica
entre espéecies excede aquela apresentada dentro das especies.

A grande vantagem do DNA-Barcoding frente a taxonomia morfologica esté refletida
em uma solucdo para o impedimento taxondmico, ou seja, a impossibilidade de cumprir a tarefa
de descrever toda a diversidade dado o baixo numero de sistematas. Entretanto, a taxonomia
molecular implementada por meio do uso da tecnologia do DNA-Barcoding apresenta
importantes restri¢@es, tais como (Moritz & Cicero, 2004; Packer et al., 2009; Whitworth et al.,
2007): (1) retencdo de polimorfismo ancestral; (2) migracdo diferencial entre 0s sexos com
estruturacdo assimétrica; (3) selecdo em nivel de DNA mitocondrial ou outro DNA
maternalmente herdado; (4) introgressdo devido & hibridacdo entre espécies; (5) paralogia

resultante de copias nucleares do gene alvo; (6) negligéncia de espécies novas, que divergiram



recentemente, e ainda ndo acumularam maiores niveis de diferenciacdo; (7) casos em que as
variagdes intra e interespecifica se sobrepdem ou em que as espécies ndo sdo monofiléticas.

Entretanto, é importante destacar que a execucdo da taxonomia alfa por meio de
técnicas baseadas no uso de caracteres morfolégicos também apresenta algumas importantes
limitacGes (Hebert et al., 2003b; Hebert et al., 2004b; Valentini et al., 2008): (1) A presenca de
plasticidade fenotipica e variabilidade intraespecifica para os caracteres empregados, o que pode
levar a identificacBes incorretas; (2) Téaxons cripticos, comuns em muitos grupos e regides,
podem ser erroneamente agrupados; (3) As chaves morfolGgicas costumam ser eficazes para
apenas alguns estagios do ciclo de vida e/ou para apenas um dos sexos; (4) A frequéncia de
erros devido a ma utilizacdo das chaves biolégicas, que requerem um grande nivel de
especializacdo e entendimento.

Neste sentido, a tecnologia do DNA-Barcode apresenta-se como uma técnica
promissora, cujas vantagens e desvantagens merecem ser testadas em grupos individuais de
organismos. A implementacdo desta técnica apresenta, pois, o potencial de promover a
compreensdo adequada da biodiversidade brasileira, especialmente dos organismos ainda
amplamente desconhecidos, como é o caso dos drosofilideos micéfagos brasileiros. Além disso,
marcadores moleculares também podem ser utilizados na avaliagdo dos padrBes e processos
evolutivos e ecoldgicos subjacentes a biodiversidade, sendo que dados de distribuicdo obtidos
durante a realizacdo das coletas podem ser empregados na modelagem dos impactos

relacionados a mudancgas ambientais futuras.

I1-OBJETIVOS
1. OBJETIVO GERAL
Dadas as circunstancias acima mencionadas, 0 presente projeto tem como objetivo
principal auxiliar na delimitacdo da biodiversidade de drosofilideos mic6fagos na regido
Neotropical, contribuindo ainda para a compreensdo dos padr@es e processos associados a
evolucdo e a ecologia dos mesmos.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Contribuir para o entendimento da biodiversidade zooldgica brasileira, na forma de um
grupo de insetos ainda essencialmente desconhecido, os drosofilideos micofagos;

v' Testar a utilidade da tecnologia de DNA-Barcode para identificacdo de drosofilideos
mico6fagos, bem como na descoberta e delimitacdo de novas espécies;

v Contribuir para a reducdo do impedimento taxonémico relacionado a estas espécies ao
promover a rapida identificacdo possibilitada pela implementacdo da tecnologia de
DNA-Barcode (uma vez que sua utilidade se confirme);

v/ Auxiliar na resolucdo de questdes relacionadas a historia evolutiva de diversas espécies

pertencentes a familia Drosophilidae;



v"Analisar os padrdes e processos evolutivos associados a diversificacdo e estruturacdo
das espécies amostradas;
v"Auvaliar os impactos ambientais relacionados ao aquecimento climatico na distribuicdo

das espécies de drosofilideos mic6fagos junto aos Neotropicos.

111 - MATERIAIS E METODOS
COLETA DE AMOSTRAS

Drosofilideos adultos serdo coletados de fungos com o auxilio de um aspirador
entomoldgico, de armadilhas com iscas de banana e de rede entomolégica. No primeiro, as
amostras envolverdo individuos encontrados pousados sobre ou sobrevoando corpos de
frutificagdo de fungos. Também poderdo ser obtidos individuos imaturos através da coleta dos
corpos de frutificagdo de fungos macroscopicos, sendo estes frutos levados ao laboratorio para o
término do desenvolvimento das larvas de Drosophilidae e obtencéo dos adultos.

As coletas serdo realizadas em diversos municipios distribuidos especialmente ao longo
das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste Brasileiro. Em cada uma delas, os fungos serdo
procurados em &reas de mata Umida, nativa ou reflorestada.

Os individuos coletados serdo armazenados em frascos fechados com alcool absoluto

(que mantém a integridade do DNA por mais tempo).

DETERMINAGAO DOS INDIVIDUOS

Os individuos coletados serdo identificados por meio da analise da morfologia externa e
terminalia masculina (preparada de acordo com Wheeler & Kambysellis, 1966, modificada por
Kaneshiro, 1969), sendo comparadas com descricGes e revisdes encontradas na literatura
especializada. Além disso, em caso de necessidade, poderdo ser visitadas colec@es cientificas
para comparacdo do material coletado com espécimes tipo depositados, como a Colegdo
Entomoldgica do Instituto Osvaldo Cruz, a Cole¢do de Diptera do Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo e a Colecéo de Diptera do Museu Nacional do Rio de Janeiro, onde
estd depositada a maior parte dos espécimes-tipo da fauna neotropical de Drosophilidae. Dez
por cento dos individuos de cada espécie coletada serdo reservados para analises morfoldgicas e

depositados na Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul para testemunho do estudo.

MANIPULACAO DO DNA

O DNA seré extraido individualmente de moscas inteiras com o uso do kit NucleoSpin
Tissue XS (MACHEREY-NAGEL). Posteriormente, a amplificacdo por PCR dar-se-4 com o
uso dos seguintes pares de primers (Simon et al., 1994): (1) TYJ1460 e CIN2329M para 0 gene
mitocondrial Citocromo Oxidase ¢ Subunidade 1 (COIl); e (2) TL2J3037 e TKN3785 para o

gene mitocondrial Citocromo Oxidase ¢ Subunidade 11 (COlI).



Os amplicons assim obtidos serdo purificados com o uso de uma solucéo contendo PEG
13% e NaCl 1.6M e, entdo, diretamente sequenciados. Neste caso, 0 sequenciamento dar-se-a
em um sequenciador automéatico MegaBACE 500, utilizando a técnica de terminacéo de cadeia
implementada mediante utilizacdo do kit DYEnamic ET® (Amersham), de acordo com o

protocolo fornecido, e com o uso dos mesmos primers utilizados na PCR.

ANALISE DAS SEQUENCIAS

A montagem dos eletroferogramas sera realizada com o uso do pacote Staden (Staden,
1996). As sequéncias consenso assim obtidas terdo sua identidade confirmada pelo uso do
BLASTN (NCBI site), sendo entdo, alinhadas entre si no programa ClustalX 2 (Larkin et al.,
2007).

Anélises de Distancia

As distancias intra e interespecifica serdo avaliadas pela utilizacdo do modelo Kimura
dois parametros (Kimura, 1980).

Andlises evolutivas

As analises serdo executadas isolada e conjuntamente para os dois genes, mediante
utilizacdo dos seguintes métodos:

a) Critério de Neighbor Joining, a ser executado no MEGA 4 (Tamura et al., 2007);

b) Método de Méxima Parcimdnia, realizado no PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003);

¢) Método de Maxima Verossimilhanca, segundo o0 modelo indicado pelo ModelTest (Posada &
Crandall, 1998), executado no PAUP 4.0b10;

d) Analise Bayesiana, segundo o modelo indicado pelo MrModelTest, realizada no programa
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

A confiabilidade nas trés primeiras analises serd medida pela utilizagdo do teste de
bootstrap (Felsenstein, 1985), enquanto na Analise Bayesiana a probabilidade posterior de cada
um dos agrupamentos sera avaliada.

Estimativas Bayesianas dos tempos de divergéncia serdo, por fim, obtidas pelo uso de
um relogio molecular relaxado conforme implementado no programa MultiDivTime (Thorne et
al., 1998; Thorne & Kishino, 2002), com o uso da topologia de evidéncias totais obtida para o
cunjunto de espécies. A avaliacdo das variagdes temporais assim obtidas sob um contexto
histdrico permitira ainda a inferéncia de possiveis fatores causais relacionados as especiacoes e
as diversificacoes.

Cenérios biogeograficos alternativos serdo, finalmente, avaliados no programa
MESQUITE 2.5 (Maddison & Maddison, 2007). Parametros ambientais serdo avaliados por
modelagem de nicho com o uso do Diva-GIS 5.2.02 (Hijmans et al., 2005), do GARP
(Stockwell & Nobel, 1992) e do MAXENT (Phillips et al., 2004 e 2006). Modelagem de nicho



sera, também, utilizada, para a predicdo dos efeitos associados as mudancas climaticas na

distribuigdo das espécies em diferentes momentos do futuro.

DESCRIGAO DE NOVAS ESPECIES

A partir das anélises morfoldgicas, filogenéticas e do DNA-Barcode serdo definidas e
descritas as espécies novas eventualmente coletadas, assim como a realizacdo da
complementacdo das descricBes de espécies que ndo foram completamente descritas em funcéo
de algumas dificuldades intrinsecas ao grupo trabalhado, como a grande ocorréncia de espécies
cripticas e a dificuldade de definicdo de machos e fémeas de uma mesma espécie. Assim,
espécies cujo apenas 0s machos foram conhecidos e descritos, terdo suas fémeas também
descritas.

As descricBes seguem o0s padrBes descritos por Béachli et al. (2004). Além disso, as
terminalias masculinas e femininas serdo montadas em laminas e ilustradas com auxilio de um

microscopio ético com cadmara clara acoplada.

IV - CONTRIBUICOES DA PROPOSTA

Dentro de um cenéario de tendenciosidades e incompreensdes, muito pouco se sabe a
respeito da biologia das espécies de Drosophilidae que colonizam corpos de frutificacdo de
fungos. A realizacdo do presente projeto contribuird, pois, para a formacdo de recursos humanos
capacitados para o estudo de diversos aspectos relacionados a biologia destas espécies (ou até
mesmo a evolucgdo de outros grupos de organismos), a0 mesmo tempo em que poderia auxiliar
na democratizacdo do acesso as suas identificagdes, pelo depdsito dos dados de sequéncia em
uma biblioteca online de acesso facil e irrestrito, uma vez que a eficacia da tecnologia do DNA-
Barcoding tenha sido confirmada para este grupo de espécies. Este projeto deve também auxiliar
no conhecimento da biodiversidade brasileira, pela identificacdo e descri¢cdo de novas espécies,
que terdo seus diferentes aspectos evolutivos avaliados sob diferentes enfoques. Por fim, o
projeto também devera contribuir no entendimento dos impactos das modificagdes climaticas na

distribuicdo espacial das populacfes das espécies amostradas.

V- CRONOGRAMA
As seguintes atividades deverdo ser desenvolvidas durante a execucao deste projeto:
1) Revisdo Bibliogréfica;
2) Realizacgdo das coletas;
3) Triagem e identificacdo dos espécimes;
4) Extracdo de DNA, amplificacdo, clonagem e sequenciamento de COl e COll;

5) Anaélise das sequéncias;



6) Redagdo e publicagdo dos artigos.

Neste sentido, espera-se que as atividades anteriormente mencionadas sejam

desenvolvidas em concordéncia com o seguinte cronograma:

Atividades 2011 2012

1
2
3
4
5

6

Atividades 2013
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