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Resumo

Este trabalho apresenta a descricdo do comportamento sexual e do som de
corte do macho de populagdes geograficas da América do Sul da mosca africana
Zaprionus indianus, juntamente com a caracterizagdo de um fragmento do gene
period (per) de Z indianus e Z. sepsoides, relacionado, em Drosophila
melanogaster, com o controle dos ciclos de som de corte. As sequiéncias destas
espécies sao comparadas com as de outras da subfamilia Drosophilinae e
utilizadas em reconstrugbes filogenéticas. Também é avaliado o polimorfismo
populacional deste marcador nas populagdes de Z. indianus. O comportamento
de corte de Z indianus é mais simples do que o de espécies do género
Drosophila, sendo a média de laténcia de corte de 1 min e 33 s, com minima de
13 s e maxima de 6 min e 51 s, enquanto que a laténcia de coépula ficou com
média de 2 min e 16 s, com minima de 18 s € maxima de 6 min e 56 s, sendo que
nao houve diferenga estatistica entre os valores obtidos nas diferentes
populagdes. O som de corte é formado por uma sequéncia de pulsos
monociclicos, com frequéncia fundamental intrapulso variando de 193,8 Hz a
269,17 Hz. Dois padrées de intervalo interpulso foram identificados e
denominados como pré-cépula e “montado”. O primeiro que precede a copula
(pré-copula), apresentou um IPI com média de 0,2343 ms *= 0,0799 e maiores
amplitudes, enquanto o segundo, geralmente mais longo, foi emitido quando o
macho ja estd copulando com a fémea (“montado”), com média de 0,3657 ms +
0,1299 e amplitudes menores. N&o foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas nas médias de IPls entre as trés populacdes estudadas, entretanto
foi detectada diferenca estatistica nas freqiéncias intrapulso entre todas as
populagdes. Em relagdo ao gene per, Z. indianus e Z. sepsoides, ndo possuem
uma repeticdo do dipeptidio treonina-glicina, caracteristica de algumas espécies
de Drosophila, porém Z. indianus apresenta 4 mutacoes silenciosas nesta regiao,
formando dois hapl6tipos presente na maioria das populagdes amostradas. A
AMOVA demonstrou uma estruturagdo geografica da variancia molecular entre os
grupos populacionais do Sul, Sudeste e Nordeste. J& a comparagdo das
sequéncias de per entre espécies da subfamilia Drosophilinae revelou varias



sinapomorfias que na andlise filogenética recuperam todos os grupos de
Drosophila analisados, bem como a monofilia de Zaprionus. Contudo a monofilia
dos subgéneros Drosophila e Sophophora nao foram recuperadas. Os resultados
do comportamento de corte, em especial a velocidade de acasalamento, podem
ajudar a explicar a rapida dispersao de Z. indianus no continente sul-americano.
As diferengas nas frequéncias intrapulso entre as populagdes podem representar
a primeira adaptagdo comportamental registrada desta espécie na América do
Sul. Quanto ao gene per, as sinapomorfias encontradas, reforcam a relagdo do
género Zaprionus com as espécies dos grupos immigrans, virilis e repleta,
também indicada na reconstrugdo filogenética usando o método da méaxima
verossimilhanca. JA em relacdo aos dois haplétipos de per encontrados nas
populacdes colonizadoras de Z. indianus, suas distribuicées equitativas pode ser

resultado da recente e rapida expansao geografica desta espécie.



Abstract

This paper describes the sexual behavior and courtship songs of the male
in South American populations of the Zaprionus indianus African fly, together with
the characterization of a fragment of the period gene (per) of Z. indianus and Z.
sepsoides, which is related, in Drosophila melanogaster, with the control of the
cycles of the courtship sounds. The sequences of these species are compared
with those of the others of the Drosophilinae subfamily and used in phylogenetic
reconstructions. The populational polymorphism of this marker of the Z. indianus
populations is also evaluated. The courting behavior of Z. indianus is simpler than
that of species of the genus Drosophila, with a latency of courtship of 1 minute 33
seconds - a minimum of 13 seconds and maximum of 6 minutes 51 seconds; The
latency of copulation has an average of 2 minutes 16 seconds with a minimum of
18 seconds and maximum of 6 minutes 56 seconds. There were no statistically
significant differences between the values obtained from the different populations.
The courting song is made up of a sequence of monocyclic sounds with an intra-
pulse frequency varying from 193.8 Hz to 269.17 Hz. Two patterns of inter-pulse
intervals were identified and denominated ““pre-copulation” and “‘mounted™. The
first, which precedes the copulation (pre-copulation) demonstrated an IPl with an
average of 0.2343 ms * 0.0799 and with considerable amplitude while the second
- generally longer - was emitted when the male was actually copulating with the
female ("'mounted’’) and had an average of 0.3657 ms + 0.1299 but at lower
amplitudes. No statistically significant differences were found in the IPI averages in
the three populations studied, but such differences were detected in the intra-pulse
frequencies in all the populations. In relation to the gene per, Z. indianus and Z.
sepsoides do not have the repetition of dipeptide threonine-glycine characteristic
of some species of Drosophila, but Z. indianus presents four silent mutations in
this region that form two haplotypes that are present in the majority of the
populations sampled. The AMOVA analysis demonstrates a geographical
structuration of the molecular variance among groups of populations from South,
Southeast and Northeast. However, the comparison of the per sequences of the

Drosophilinae subfamily revealed various synapomorphies which, in the



phylogenetic analysis, recovered all the Drosophila groups that were analyzed as
well as the Zaprionus monophyly — that of Drosophila and Sophophora was not
recovered. The results of the courting behavior, especially the rapidity of
intercourse, could help to explain the rapid dispersion of Z. indianus in the South
American continent. The differences in the intrapulse frequencies amongst the
populations may represent the first behavioral adaptation registered for this
species in South America. As for the per gene, the synapomorphies discovered
tend to reinforce the relationship of the genus Zaprionus with the species of the
immigrans, virilis and repleta groups, also detected in the phylogenetic
reconstruction using the maximum likelihood method. As regards the two per
haplotypes found in the Z indianus colonizing populations, their equitative
distribution may be the result of the recent and rapid geographic expansion of this

species.
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INTRODUCAO
O género Zaprionus

O género Zaprionus Coquillett, 1901 pertence a subfamilia Drosophilinae e
esta dividido em dois subgéneros, Zaprionus com 46 espécies afrotropicais e
Anaprionus com 12 espécies distribuidas na regido australiana e oriental.
(TaxoDros, 2009) As moscas desse género se caracterizam pela presenca de
listras brancas brilhantes ou prateadas que se estendem, na maioria das vezes,
longitudinalmente da placa orbital-frontal em direcdo ao escutelo (Markow &
O’Grady, 2006).

A hipétese de Okada (1981), que coloca a Asia como sendo o continente
de origem do género Zaprionus, foi recentemente corroborada por evidéncias
moleculares (Yassin et al., 2008b) que sugerem uma origem na regido Oriental
durante o Mioceno médio a 13.81 + 2.0 milhdes de anos atrds. Essa datagéo é
muito recente se comparado a origem do subgénero Drosophila, estimada como
sendo durante o Paleoceno tardio ~62.9 + 12.4 milhdes de anos atrds (Tamura et
al., 2004).

Este resultado, que aponta para a divergéncia de Zaprionus muito apds o
surgimento do subgénero Drosophila, vem ao encontro de algumas filogenias
moleculares que utilizando diferentes marcadores e métodos de analise, apontam
o género tendo uma divergéncia a partir do género Drosophila. Nas reconstrugcdes
filogenéticas feitas por Robe et al. (2005), usando um fragmento de 516 pb do
gene nuclear a-metildopa (Amd) e um de 672 pb do gene mitocondrial citocromo
oxidase subunidade Il (COII), tanto nas analises individuais quanto concatenadas,
Zaprionus € posicionado dentro do subgénero Drosophila, sustentando assim a
hipotese de que o género Drosophila é parafilético. A parafilia de Drosophila é
corroborada também por Da Lange et al. (2007) que utilizando seqiéncias do
gene Amyrel, encontram que somente o0 subgénero Sophophora seria
monofilético.

Historicamente o género Zaprionus aparece algumas vezes fazendo parte
do subgénero Drosophila e outras formando um agrupamento irm&o a este ou ao

subgénero Sophophora (Throckmorton, 1975; Kwiatowski & Ayala, 1999; Grimaldi,
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1990; DeSalle, 1992). A posicao filogenética de Zaprionus dentro da subfamilia
Drosophilinae ainda € incerta, contudo o género se mostra monofilético em vérias
analises (Markow & O’Grady, 2006; Yassin et al., 2008b) e segundo Markow &
O’Grady (2006) deve ser incorporado ao género Drosophila, tornando-o assim

polifilético.

A invasao da América do Sul por Zaprionus indianus

O registro de trés espécies afrotropicais do género Zaprionus na regiao
Paleartica indicou o potencial colonizador das mesmas (Chassagnard &
Kraaijeveld, 1991), sendo que entre elas destaca-se a Z. indianus (Gupta, 1970),
com uma grande expansao durante a segunda metade do século XX (Yassin et
al., 2008) para o subcontinente da india e mais recentemente para as Américas
(Figura 1).

Z. indianus pertence ao grupo armatus, subgrupo vittinger, e caracteriza-se
por ser uma espécie generalista, comensal humano e pela habilidade de colonizar
novos territérios (Gupta, 1970; Amoudi et al., 1991, 1995). A ocorréncia de Z.
indianus na América do Sul foi registrada pela primeira vez no ano de 1998, na
cidade de Santa Isabel, Estado de Sdo Paulo (Vilela, 1999), na regidao sudeste do
Brasil. No mesmo ano, Z. indianus causou uma perda de 50% na safra de figo em
Valinhos, Sao Paulo (Tidon et al., 2003), o que |Ihe rendeu o status de drosofilideo
praga e o nome popular de mosca-do-figo. Em poucos anos a espécie espalhou-
se rapidamente para outras regides brasileiras (Castro & Valente, 2001; De Toni
et al., 2001; Santos et al., 2003; Tidon et al., 2003; Ledo & Tidon, 2004; Culik,
2004; Kato, 2004; Machado et al., 2005) e paises vizinhos (Goni et al., 2001;
Lavagnino, 2008). Investigando frutos tanto de plantas exéticas (como Aleurites
mollucana) quanto de uma das nativas mais comuns no Brasil, a palmeira
Syagrus romanzoffiana, como iscas, De Toni et al. (2001) mostraram que Z
indianus j& havia se estabelecido inclusive em ilhas atlanticas praticamente

desabitadas do Estado sulino de Santa Catarina.
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A hipétese mais aceita em relacdo a invasdao da América do Sul por Z
indianus é a de uma introducdo Unica, provavelmente resultado da atividade
humana, com uma populag¢do invasora numerosa, de origem africana e com uma
rapida expansao subseqlente (Mattos Machado et al., 2005; David et al., 2006)
foi corroborada por evidéncias de inversdes cromossdmicas (Ananina et al., 2006)
tracos quantitativos (David et al., 2006) e locos de esterase (Galego & Carareto,
2007).

A ocorréncia de Z. indianus no Panama (América Central) e no Estado da
Flérida (EUA, América do Norte) (van der Linde et al, 2006), pode né&o
representar uma dispersao a partir da invasdao da América do Sul, mas sim o
resultado de novas invasdes, pois a floresta Amazbnica serviria como barreira
geografica natural para este drosofilideo que tem, aparentemente, dificuldade em

sobreviver na floresta tropical (Tidon et al., 2003).

Figura 1 — Mapa com a distribuicdo geografica da Zaprionus indianus. Os circulos coloridos
marcam os pontos onde foi registrada a ocorréncia da espécie. Circulos vermelhos = Velho
Mundo; circulos verdes = América do Sul; circulos rosas = EUA 2005; circulos amarelos =
EUA 2006; circulos laranjas = EUA 2007; circulos azuis = EUA 2008. Os registros nas
Américas sdo da expansao mais recente de Z. indianus. A invasdo do subcontinente indiano
€ mais antiga. Modificado de van der Linde (2006).
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O entendimento de tracos adaptativos em diferentes ambientes é um
grande desafio em invasdes bioldgicas (Malacrida et al., 2007) e varios autores
nos ultimos anos tém procurado por caracteristicas em Z. indianus capazes de
explicar o sucesso de sua invasao. A rapida dispersao da espécie em pouco mais
de uma década, levanta varias questées acerca de suas estratégias de invaséo e
impacto sobre as espécies nativas.

Machado et al. (2005 a,b) e mais recentemente Garcia et al. (2008),
propuseram possiveis estratégias colonizadoras de Z. indianus e suas relagdes
com as espécies residentes no Estado do Rio Grande do Sul. Registraram-se as
maiores freqUéncias de Z. indianus, quando comparada aos outros drosofilideos,
durante as estacdes de temperaturas médias maiores, tanto para 0 componente
sitio de alimentagdo como o de ovoposicdo. Garcia et al. (2008) argumentam que
as temperaturas minimas registradas afetaram mais as freqiéncias de Z. indianus
do que as temperaturas médias registradas na cidade de Porto Alegre. Assim nas
estacbes como primavera e verdo (temperaturas médias € minimas maiores)
foram fatores importantes para os maiores valores de dominancia (D) e os
menores valores de diversidade (H) registrados por Machado et al. (2005 a,b).
Apesar desta influéncia nas medidas de diversidades, nestes ambientes, a
chegada da invasora parece, até o momento, estar promovendo ajustes nas
estratégias de sobrevivéncia das espécies residentes, pelo menos em certos
periodos quando a frequéncia das populacbes da invasora aumenta
significantemente, chegando a atingir mais de 80% (Machado et al., 2005a,b).
Garcia et al. (2008), sugerem que uma das espécies afetadas pela presenca de Z.
indianus seria a D. paulistorum, ja que antes do aparecimento da invasora ela era
bem representada no ambiente urbano (Santos & Valente, 1990; Valiati & Valente,
1996). Os autores interpretaram essa retracao populacional como consequéncia
de um possivel aumento na competicdo entre D. paulistorum e D. willistoni,
forcado por Z. indianus, que rapidamente passou a explorar com sucesso todos
0s recursos troficos disponiveis, e que anteriormente eram feitos de maneira
separada por D. paulistorum (frutos exéticos) e D. willistoni (frutos nativos) (Valiati
& Valente, 1996).
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Castro & Valente (2001) sugeriram que Z. indianus em Porto Alegre, foi
capaz de sobreviver as baixas temperaturas encontradas no inverno dessa
regido. E interessante notar que até o aparecimento de Z. indianus, Drosophila
simulans era sempre a espécie exodtica mais bem representada nas assembléias
de Drosophilidae de Porto Alegre. Sua superioridade numérica, entretanto,
passou a ser suplantada pela de Z. indianus. Também, foram observadas baixas
frequéncias de D. willistoni no outono, ao contrario do que ocorria antes da
chegada de Z. indianus (Valiati & Valente, 1996). No entanto, Garcia et al. (2008),
mostraram que D. willistoni ndo foi afetada pela entrada de Z. indianus e, como
referido anteriormente, somente sua criptica D. paulistorum.

Na regido central do Brasil, Z. indianus foi encontrada em alta freqiiéncia
tanto no bioma cerrado, semelhante as savanas africanas, (Tidon et al., 2003)
como também nos ambientes urbanizados, o que mostra seu carater generalista e
vantagem na colonizagdo de ambientes urbanizados em comparagdao com
espécies endémicas do cerrado (Ferreira & Tidon, 2005).

Outros trabalhos tém focado nas caracteristicas biolégicas de populagcdes
de Z. indianus (Araripe et al., 2004; Setta & Carareto, 2005), morfoldgicas (Loh &
Bittner-Mathé, 2005; David et al.,, 2006; Loh et al., 2008) e genéticas (Mattos
Machado et al., 2005; Galego & Carareto, 2007).

Caracteristicas da corte sexual, entretanto, ndo foram estudadas nesta
espécie e a descricdo do seu comportamento de corte pode trazer novas
contribuigcbes para a compreensao do seu estabelecimento e rapida dispersao. A
importancia de caracteristicas comportamentais tem sido reiteradamente
sugerida, como por exemplo, por Mayr (1963) que defende que: "a invasdo de um
novo ambiente, no caso dos animais, ocorre muitas vezes por meio de
caracteristicas comportamentais do invasor, e seu deslocamento tras uma série

de mudangas significativas para a compreensao da evolugao deste processo".

O comportamento de corte em drosofilideos

A corte representa grande parte da vida social de um drosofilideo e consiste

de uma série de comportamentos e estimulos que requerem diversos genes de
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efeitos pleiotrépico interagindo no sistema nervoso central e periférico (Greenspan
& Ferveur, 2000). Em D. melanogaster, a seqiéncia de corte inicia com 0 macho
se orientando para a fémea, em seguida vibrando uma de suas asas produzindo o
som de corte. Em seguida lambe a genitalia da fémea e depois tenta montar. Ele
pode repetir diversas vezes essa série de comportamentos até conseguir copular
(Greenspan & Ferveur, 2000). No entanto, se a fémea néo esta receptiva ela pode
responder com uma variedade de comportamentos de rejeicdo, como, por
exemplo, bater as asas, chutar, fazer a extrusdo do ovopositor, entre outros (Sakai
& Ishida, 2001).

Ja no género Zaprionus, o comportamento de corte descrito para seis
espécies é mais simples quando comparado ao de D. melanogaster, sendo que
apds se posicionar para a fémea, 0 macho bate as asas por poucos instantes e
logo tenta montar. Ela pode refutar o macho pela producao de um som que lembra
um lamento ou pela vibragdo do corpo inteiro, num movimento conhecido como
rocking (Bennet-Clark et al., 1980).

Um fator ambiental que pode influenciar esta seqiéncia de comportamentos
€ o aprendizado. Machos de D. mercatorum, por exemplo, sdo capazes de
aprimorar sua habilidade de cortejar fémeas em funcao de experiéncias proprias
anteriores, mas nao apresentaram indicios de aprendizagem social para esse
comportamento (Polejack & Tidon, 2007).

Durante a corte, ambos o0s parceiros enviam e recebem sinais de multiplas
modalidades sensoriais que compdem o sistema de reconhecimento da espécie
para acasalar (Patterson, 1985). Os mais importantes s&o os sinais visuais,
acusticos e quimicos (Greenspan & Ferveur, 2000), sendo que alguns deles
podem estar envolvidos na manutencdo do isolamento sexual entre as espécies
(Lee, 1983).

E através da visdo que o macho percebe a movimentacéo da fémea e pode
iniciar a corte (Greenspan & Ferveur, 2000). Muitas espécies de Drosophila sao
dependentes de luz para acasalar, apresentando uma reducéo significativa na taxa
de cruzamento no escuro, quando comparado com a do ambiente iluminado
(Grossfield, 1971). Além da percepcao do movimento, cores e formas também sao

importantes. Em duas espécies havaianas de Drosophila, D. heteroneura e D.
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silvestris, 0 macho informa a fémea sua identidade e intencao de acasalar exibindo
a pigmentagao do corpo (Spieth, 1981).

Em quase todas as espécies de Drosophila estudadas, os machos
produzem sons espécie-especificos quando vibram suas asas durante a corte
sexual. Este é um componente acustico do display sexual que, além de estimular a
fémea para a cdpula, exerce um importante papel no reconhecimento da espécie
(Kyriacou & Hall, 1982; Ritchie et al., 1999). Normalmente, o som de corte consiste
de uma sequéncia de pulsos, mono ou policiclicos, de baixa freqiéncia. Bennet-
Clark (1968) estimou a frequéncia de 324 Hz para os pulsos gerados por D.
melanogaster, enquanto que Wheeler et al. (1988) encontraram para a mesma
espécie uma faixa de 220 a 280 Hz de freqléncia intrapulso. Entretanto, o
parametro do som de corte considerado mais importante para o reconhecimento
da fémea, é o intervalo interpulso (IPI), que compreende o tempo decorrido do
inicio de um pulso até o inicio do préximo pulso e é representado como uma média
aritmética, sendo um importante componente associado com a preferéncia das
fémeas durante a corte (Bennet-Clark & Ewing, 1969; Ewing & Miyan, 1986;
Greenacre et al., 1993; Kyriacou & Hall, 1982, 1986, 1990). Este é um dos mais
importantes fatores que afetam a receptividade da fémea ao macho. Amputacoes
das aristas ou mutacbes que alteram estas estruturas afetam a percepcao do
movimento pelos quais os oOrgdos de Johnston s&o excitados e,
consequentemente, aumentam o comportamento de rejeicdo das fémeas
(Manning, 1967; Burnet et al., 1971; McRobert, 1991). Ritchie & Gleason (1995)
demonstraram a espécie-especificidade do IPl para o reconhecimento das
diferentes espécies do grupo criptico willistoni. O padrdao sonoro do grupo € similar
ao tipicamente encontrado entre as diferentes espécies de Drosophila, com pulsos
transitérios, rapidos e de baixa freqiéncia.

Em relagdo a sinais quimicos, os machos percebem os feroménios
(hidrocarbonetos) produzidos pelas fémeas e usam esta informacdo para o
reconhecimento coespecifico (Sakai & Ishida, 2001). Os machos respondem no
subgrupo melanogaster, sobretudo, ao principal hidrocarboneto de sua espécie
quando este ndo apresenta dimorfismo molecular. Contudo em espécies onde os

hidrocarbonetos apresentam diferentes formas, os machos respondem a uma
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gama mais ampla de hidrocarbonetos e assim cortejam moscas imaturas de
ambos os sexos e de diferentes espécies (Cobb & Jallon, 1990).

Em espécies do género Zaprionus, as quais sdo em grande parte de habito
diurno, sinais visuais e acusticos sao tidos como mais preponderantes para o
sistema de reconhecimento do que os estimulos olfatérios, que parecem ser mais
importantes em Drosophila, cujos membros sdo mais ativos no crepusculo
(Bennet-Clark et al., 1980). Se considerarmos espécies cripticas de Zaprionus,
recentemente duas foram descobertas pelo método de DNA barcode (Yassin et al.,
2008a), os sinais sonoros provavelmente assumem mais importancia na

sinaliza¢do para o acasalamento.

Isolamento sexual via divergéncia do som de corte

Butlin & Ritchie (1993) argumentam que sinais pré-copulatérios podem ter
um importante papel no isolamento reprodutivo em varios animais. Evidéncias
indiretas sugerem que a divergéncia no sistema de comunicagao sexual pode ser
uma causa maior de especiacdo em muitos grupos de animais (Barraclough et al.,
1995; Price, 1998). Modelos de coevolugdo “preferéncia-sinal” implicam que
rapida divergéncia € possivel e, muitas vezes, diferengas entre tragos envolvidos
na comunicacao sexual sdo diagndsticos de espécies proximas ou cripticas
(Butlin & Ritchie, 1994; Henry, 1994).

A espécie-especificidade do som de moscas tem sido interpretada como
um trago de “reconhecimento da espécie” (Bennet-Clark & Ewing, 1969; Tomaru &
Oguma, 1994a), embora as diferengcas interespecificas possam, mais
provavelmente, terem evoluido por selecdo sexual ou outra forma de selecao do
que por deslocamento de carater (Ewing & Miyan, 1986; Endler & Houde, 1995).
Fémeas podem cruzar, embora com muita relutancia, com machos que foram
silenciados com a retirada de suas asas, mas quando sao submetidas a
experimentos com som sintetizado podem, no minimo, restaurar parcialmente o

sucesso do acasalamento com estes machos.
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Gleason & Ritchie (1998) avaliaram a evolugcdo do padrao sonoro do
isolamento sexual e pés-zigético entre espécies do grupo willistoni de Drosophila
e sugeriram que o padrao sonoro foi o primeiro carater que divergiu entre as
moscas deste grupo. De acordo com os autores, este traco pode ter evoluido
mais rapido provavelmente por acdo de forte pressdao de selecdo sexual. O
isolamento sexual, segundo esses autores, teria sido influenciado pela
divergéncia do padrdo sonoro. O isolamento pds-zigbtico possui as menores
taxas evolutivas entre estas espécies. Divergéncia em taxas evolutivas entre
caracteres pode ser representativa das diferentes historias evolutivas que estas
moscas sofreram, por exemplo, algumas vezes um carater sofreu selegao direta,
indireta ou ainda foi mantida a neutralidade (Coyne & Orr, 1989; 1997; Gleason &
Ritchie, 1998). Fatores ambientais podem exercer consideravel selegao direta em
sinais de acasalamento, aparato sensorial e preferéncia de acasalamento (Endler,
1992), podendo produzir rapida evolucao de tracos influenciando o isolamento
sexual (Gleason & Ritchie, 1998).

Isolamento reprodutivo assimétrico parcial via som de corte foi constatado
por Lee (1983) entre Z tuberculatus e Z. sepsoides, duas espécies
morfologicamente muito similares. Na espécie invasora Z. indianus, nao se
conhece o padrdao sonoro do macho, sua base genética ou o quanto o mesmo
poderia influenciar na corte sexual, escolha das fémeas, competicdo dos machos
ou mesmo reconhecimento espécie-especifico. O evento de invasdo de Z
indianus na América do Sul constitui uma oportunidade para caracterizar o som
de corte do macho das populagdes nos estagios iniciais da invasao, possibilitando
assim detectar futuras divergéncias neste sinal.

Apesar de ndo se ter evidéncias conclusivas de padrdes comuns na
divergéncia de genes influenciando o isolamento sexual, alguns autores tém
argumentado em favor da contribuicdo dos cromossomos sexuais para o
isolamento comportamental (Ewing, 1969; Charlesworth et al., 1987; Reinhold,
1994), e outros defendem que simples genes poderiam freqientemente estar
envolvidos (Henry, 1994). Para Pugh & Ritchie (1996) ndo ha evidéncia de um
gene simples com grande efeito ou mesmo de uma desproporcional contribuicao

de cromossomos sexuais ou epistasia para a determinacdo dos padrdes sonoros
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e nenhum achado corrobora para a existéncia de genes Unicos na escolha de
acasalamentos (Tauber et al., 2003). A probabilidade de encontrar-se um Unico
gene com grande efeito no isolamento sexual pode variar com o modo de
sinalizacao envolvido (Pugh & Ritchie, 1996). Segundo estes autores, 0s genes
que determinariam as diferengcas nas médias dos IPIs entre D. simulans e D.
mauritiana estariam distribuidos igualmente através do genoma, sendo que os

diferentes cromossomos teriam uma contribuicdo semelhante sobre este carater.

As bases genéticas do som de corte

Tragcos comportamentais, como a produgdo do som de corte sexual, sdo
assumidos como de heranca poligénica, com muitos locos envolvidos com
pequeno e igual efeito podendo mascarar possiveis interacoes epistaticas
(Fischer, 1915; Moreno, 1994; Falconer & Mckay, 1996; Lynch & Walsh, 1998).

Varios mutantes para o som de corte em Drosophila tém sido encontrados,
com alteragbes em diferentes parametros desse som, sendo que ha uma ampla
gama de genes de efeito pleiotropico envolvidos (Greenspan & Ferveur, 2000;
Huttunen, 2003). Em D. melanogaster, a producdao do som é alterada por
mutacées em genes com fungbes que vao desde canais idnicos, tais como
cacophony (von Schilcher, 1976, 1977), paralytic (Loughney et al., 1989),
slowpoke (Atkinson et al., 1991), temperature-induced-paralysis-E (Feng et al.,
1995), até aqueles envolvidos no controle da expressdo génica e processamento
de RNA, como no-on-transientA (Kulkarni et al., 1988), period (Kyriacou & Hall
1980, 1982), fruitless (Gailey & Hall 1989; Villella et al., 1997) e doublesex (Villella
& Hall 1996).

O gene cacophony (cac) codifica uma subunidade a1 de um canal de célcio
voltagem dependente e apresenta processamento (splicing) alternativo e edicao
do transcrito (Smith et al., 1996, 1998; Peixoto et al., 1997). O alelo mutante cac®
leva a producdo de pulsos policiclicos e com intervalos interpulso (IPls) maiores
(von Schilcher, 1977; Kulkarni & Hall, 1987; Peixoto & Hall, 1998). A mutagdo em

cac também causa convulsbes em elevadas temperaturas, o que levou a
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investigacdao de outros canais sensiveis a temperatura e a descoberta de novos
genes envolvidos com som de corte.

O mutante temperature-induced-paralysis-E produz um pulso com baixa
amplitude e baixa freqiiéncia. Os alelos mutantes slo’ e slo? do gene slowpoke,
afetam o funcionamento do canal de potassio ativado por calcio codificado por
eles, causando diversas anormalidades no som, entre elas afetando o numero de
ciclos por pulso. Também afetando este carater do som, esta o gene Cysteine-
string-protein. J& nos genes paralytic, que codifica um canal de sddio voltagem
dependente, e no-action-potential, um regulador de compensagdo de dose do
cromossomo X, os respectivos alelos para®’ e nap®®' causam efeitos sutis no som
de corte e o mutante paralytic um IPl um pouco maior (Peixoto & Hall, 1998).

Uma mutagdo no gene ligado ao sexo no-on-transientA (nonA), que foi
inicialmente caracterizado como afetando a fungao visual (Hotta & Benzer, 1970;
Pak et al., 1970), foi identificado como responsavel pelo fenétipo dissonance
(Kulkarni et al., 1988) que produz pulsos que parecem normais no inicio da
seqliéncia, mas que a medida que ela progride vao aumentando em
policiclicidade e amplitude. O alelo mutante nonA”*S, também causa anomalias na
freqiéncia intrapulso (Wheeler et al., 1989) e no sine song, com ondas
irregulares, embora com freqiéncia normal (Wheeler et al., 1989). O gene nonA,
codifica uma proteina de ligagdo ao RNA (Rendahl et al., 1992) envolvida na
regulacdo do splicing alternativo. O alelo nonAP** ¢ gerado por uma mutagéo
pontual dentro do quadro de leitura na regido terminal 3" (Rendahl & Hall, 1996).
Para testar o papel de nonA no som de corte, o gene nonA de D. virilis foi clonado
e introduzido em individuos de D. melanogaster. Os machos transformantes de D.
melanogaster produziram um som de corte que se assemelha ao som de D. virilis
(Campesan et al., 2001). Mais recentemente, Huttunen et al. (2003) analisando a
variagcao nucleotidica em no-on-transientA na regido N-terminal de D. virilis e D.
littoralis e entre as espécies do grupo virilis, nao detectou sinal de selegdo e nao
encontrou associagdo entre variagdo nucleotidica ou no comprimento das
repeticdes em nonA com caracteres do som das espécie do grupo de D. virilis.

Outro gene ligado ao sexo que afeta o som de corte do macho é period

(pen que codifica um cofator de transcricdo envolvido no relogio biolégico.
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Identificado a partir dos mutantes do ciclo circadiano (Konopka & Benzer, 1971),
per’, per- e per”’ respectivamente, ciclo curto (16h), ciclo longo (29h) e arritmico,
exibem efeitos correspondentes sobre o periodo de oscilagdo do IPI (Kyriacou &
Hall, 1989). Experimentos com linhagens transgénicas mostraram que a regiao
minisatélite de period, que codifica uma repeticdo N-terminal dos aminoacidos
treonina-glicina (Thr-Gly), também tem efeito sobre os ciclos de IPI. Quando a
regido Thr-Gly foi deletada e transformada em per”’ a base de oscilagdo do IP!I foi
recuperada (Yu et al.,, 1987). A regido Thr-Gly junto com algum DNA flanqueador
foi trocada entre D. melanogaster e D. simulans, em experimentos que
produziram constru¢des quiméricas de period (Wheeler et al., 1991). Machos com
o gene per de D. melanogaster, mas com a repeticdo Thr-Gly de D. simulans,
apresentaram ciclos de IP| parecidos com os de D. simulans selvagens, enquanto
que machos com o gene per de D. simulans, porém com a regiao Thr-Gly de D.
melanogaster, apresentaram ciclos de IP| similares aos de D. melanogaster.

Alguns alelos do gene doublesex, um gene da rota de determinacao do
sexo, tem a capacidade de deletar o sine song, (Villella & Hall, 1996). Ja o gene
fruitless (fru), tem alelos capazes de eliminar o som tipo pulso, enquanto outros
afetam o comprimento médio do IPI (Villela et al., 1997; Wheeler et al., 1988).

Um gene que ainda nao foi caracterizado molecularmente e esta envolvido
com o som de corte é croaker (cro). Mutantes croaker tém o numero de ciclos por
pulso aumentado, fazendo com que o IPI seja estatisticamente mais longo do que
o tipo selvagem, enquanto que o sine song inicia com uma baixa amplitude
(Yamamoto et al., 1997).

Além da influéncia dos genes acima descritos ha evidéncia do efeito
conjunto em D. melanogaster de blocos génicos no cromossomo 3 e interagdes
com outros cromossomos nas diferencas de IPI (Tauber & Eberl, 2003).

Estudos de genética quantitativa em relacdo a variacdo no IPl em
populacdes naturais de D. melanogaster mostraram uma baixa variabilidade na
média de IPI (Kyriacou & Hall, 1986; Ritchie & Kyriacou, 1994). Entretanto,
Colegrave et al. (2000) encontrou variacao elevada em populacoes africanas.

Experimentos de selecao artificial para média de IPI resultaram no aumento

do IPI em poucas geracdes, além da faixa de variagdo natural, indicando uma
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variabilidade genética aditiva para esse traco (Ritchie & Kyriacou, 1996). Além
disso, os resultados de cruzamentos entre diferentes populagdes também apdiam
o modelo poligénico aditivo (Cowling & Burnet, 1981; Ritchie et al.,1994).

Outra abordagem utilizada para o estudo das bases genéticas do som de
corte é o método de mapeamento por locos de tragcos quantitativos (QTL). Trés
significantes QTLs foram identificados em linhagens de D. melanogaster,
respondendo por 54% da variagdo genética do IPI, porém a maioria dos genes
candidatos, supracitados, nao coincide com estes QTLs (Gleason et al., 2002).
Mais recentemente, Gleason et al. (2004), encontraram seis QTLs que explicam
40,7% da variacao fenotipica em IPIs entre D. simulans e D. sechellia, verificando
que trés genes candidatos estdo localizados no intervalo entre dois QTLs nao
significantes do cromossomo X. Esta abordagem também foi utilizada para
estudar diferenciagdo entre duas linhagens de D. virilis, que representavam
extremos fenotipicos em dois caracteres do som de corte. Foram encontrados
dois marcadores microssatélites adjacentes no cromossomo 3, msat19 e vir84,
que explicam 12,4% da variagdo no numero de pulsos em uma seqiéncia e 6,5%
da variacdo no comprimento da seqUéncia de pulsos. Os QTLs afetando o
numero de pulsos em uma sequéncia estdo localizados no cromossomo X e nos
cromossomos 2, 3 € 4 de D. virilis. A variagdo no comprimento da seqléncia de
pulsos foi atribuida apenas a QTLs localizados no cromossomo 3 (Huttunen et al.,
2004).

A estratégia de gene candidato: o gene period (per)

A identificacdo de genes unicos que afetam o som de corte em D.
melanogaster fez destes genes bons candidatos para o estudo de sons espécie-
especificos em outras espécies de Drosophila (Peixoto & Hall, 1998; Huttunen et
al., 2002). Mutagbes pontuais em regides codificantes ou regulatérias destes
genes podem causar grandes alteragdes no som de corte do macho. Dentre
aqueles genes ja citados para afetar este carater, mais precisamente o intervalo

interpulso (IPl), um dos mais bem estudados € o gene nuclear period (per).



25

Este gene foi o primeiro do relégio circadiano identificado, tendo sido
descoberto primeiramente em D. melanogaster devido aos seus efeitos no ritmo
circadiano (ciclo de atividade locomotora em 24 h; Konopka & Benzer, 1971).
Posteriormente foi também encontrado no genoma de mamiferos, atuando de
forma similar no ciclo circadiano (Tei et al., 1997). Em Drosophila, este gene
também esta envolvido no ritmo ultradiano, o ritmo de som de corte em 60 s
(Kyriacou & Hall, 1980, 1986) e no ritmo infradiano, que corresponde ao periodo
de eclosao da pupa (Kyriacou et al., 1990; 1992).

O gene period, em D. melanogaster (dper), tem tamanho aproximado de
3,6Kb (numero de acesso no GenBank: M30114), apresenta somente um intron
com mais de 50pb e esta localizado no cromossomo X (Flybase, 2009). Trés
transcritos, geradas por splicing alternativo, foram encontrados através da analise
de clones de cDNA (Citri et al., 1987) e codificam trés diferentes isoformas da
proteina PERIOD (PER).

O polipeptidio resultante da traducdo desses transcritos apresenta
aproximadamente 1200 aminodcidos. Yildiz et al. (2005) cristalografaram um
fragmento de dper e mostraram que ele apresenta dois dominios PAS (de per,
aryl hidrocarbon receptor, single-minded), PAS-A e PAS-B, e duas adicionais C-
terminal alfa helices. A andlise desta estrutura revelou um dimero, nao
cristalografado. Assim a proteina PERIOD (PER) apresenta uma estrutura
quaternaria, na qual o dominio PAS-A de uma cadeia polipeptidica interage com o
dominio PAS-B de uma segunda cadeia e vice-versa.

PERIOD atua como um cofator de transcrigdo ligando-se no citoplasma a
proteina TIMELESS (TIM), formando o heterodimero PER/TIM que interage
dentro do nucleo celular com outro heterodimero formado pelas proteinas CLOCK
(CLK) e CYCLE (CYC). Essa interagdo remove CLK/CYC dos promotores dos
genes per, timeless (tim), vrille (vriy e PAR domain protein 1 (PdpfT), inibindo a
transcricao, enquanto que as proteinas VRI e PDP1, competem pelo mesmo sitio
no promotor do gene CIk, regulando assim a sua transcrigdo (Darlington et al.,
1998; Cyran et al., 2003; Glossop et al, 2003). Ha ainda outras proteinas
envolvidas, como é o caso de CRYPTOCHROME (CRY) (Emery et al., 1998;

Stanewsky et al., 1998), fotorreceptora que quanto ativada marca TIM para a
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degradacdo e desta forma sincroniza o relégio circadiano com os ciclos
ambientais de claro/escuro.

Assim, o modelo atual do relégio circadiano € composto por duas algas de
auto-regulacao negativas, que, pelas flutuacées nas quantidades dos produtos da
expressao génica dos seus componentes, com exceg¢ao de cyc que é constitutivo,
geram o ritmo circadiano. Como estas flutuagdes expressas em quantidades de
RNAs mensageiros e proteinas durante 24 h, podem afetar o ritmo do som de
corte, que esta numa escala de tempo bem menor, permanece ndo explicado
(Greenspan & Ferveur, 2000). Contudo a fungéo biologica de period ndo esta
restrita ao relogio circadiano, apresentando uma atuagdo bem mais ampla no
sistema nervoso (Andretic et al., 1999; Lenz et al., 2007). Assim, a descoberta de
novas rotas metabdlicas envolvendo PERIOD pode vir a revelar a maneira que
atua em relacao ao som de corte dos machos em drosofilideos.

Mutacbes em period capazes de alterar os ciclos de som de corte espécie-
especificos, aumentar ou diminuir o intervalo interpulso, foram encontradas em D.
melanogaster nas regides PAS-A, C-Domain e na regiao da repeticdo Thr-Gly. Na
regido que codifica o dominio PAS-A ocorre a mutagdo per- responsavel pelo
fenétipo de ciclo circadiano de 29 h (Konopka & Benzer, 1971) e a mutacgéo per”’,
de moscas aritmicas. No C-Domain se localizam as mutacdes que geram 0s
alelos per® e per’, que causam respectivamente os fendtipos de 16 e 19 h
(Baylies et al., 1992). A regiao contendo uma repeticdo dos cédons ACA e GGT,
que sao traduzidos em uma repeticdo dos aminodcidos Thr-Gly (Jackson et al.,
1986; Citri et al., 1987) foi evidenciada em experimentos com transgénicos (Yu et
al., 1987; Wheeler et al,, 1991) como uma regido onde mudangas podem ser
capazes de alterar o IPI.

Em termos estruturais, as regides do gene period que codificam os

dominios PAS-A, CLD e C-Domain sao bem conservadas (Takumi et al., 1998),

enquanto que a regido da repeticdo Thr-Gly é altamente varidvel em tamanho e
composicao dentro da familia Drosophilidae (Nielsen et al., 1994), embora com
algumas excec¢des (Zheng et al., 1999).

A repeticdo Thr-Gly esta também relacionada a termoestabilidade do

comportamento circadiano e coevoluiu com as seqiéncias que a flanqueiam. Em
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experimentos com quimeras de period, agora entre D. melanogaster e Drosophila
pseudoobscura, foi confirmada a idéia de que os aminoacidos das regides que
flanqueiam a repeticdo precisam compensar qualquer mudanga na estrutura da
proteina PER causada pelo aumento da repeticao Thr-Gly (Peixoto et al., 1998).

Além dos estudos funcionais, period tem sido usado como marcador
molecular em estudos populacionais e filogenéticos. Em D. melanogaster, onde
apresenta consideravel polimorfismo intrapopulacional (Yu et al., 1987; Costa et
al., 1991, 1992), foi encontrada estruturacdo para alelos de comprimento da
repeticdo Thr-Gly seguindo uma clina latitudinal, em populacdes da Europa, Africa
e mais recentemente na Australia (Costa et al., 1992; Sawyer et al., 2006). Regier
et al. (1998) usaram 909 pb de per para recuperar as divergéncias das familias e
superfamilias de lepidoptera e constataram que period apresenta uma taxa de
substituicdo de aminoacidos maior que a de outros genes nucleares, sugerindo o
seu emprego para a reconstrugdo filogenética de taxons abaixo do nivel de
familia.

No género Zaprionus nao foram conduzidos estudos sobre a genética do
som de corte e, em relacdo a genes supostamente envolvidos, apenas fruitless e
period tém seqléncias parciais depositadas no GenBank para a espécie Z
tuberculatus. No caso do gene period a sequéncia corresponde a regides que
flanqueiam a regido de repeticdo Thr-Gly de D. melanogaster, que nao esta
presente nesta espécie (Nielsen et al., 1994).

Considerando entdo os varios trabalhos que tem implicado o gene period
no controle dos ciclos de IPl em Drosophila, a escolha de period como gene
candidato para o estudo da genética do som de corte na espécie Z. indianus é
adequada, visto o relacionamento proximo do género Zaprionus com Drosophila
(Markow & O’Grady, 2006). Também é interessante 0 seu uso como marcador
populacional e filogenético para a caracterizagdo genética das populagbes
invasoras da América do Sul e na busca de mais evidéncias a cerca do

posicionamento de Zaprionus dentro da subfamilia Drosophilinae.
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Objetivos

1. Descrever o comportamento sexual de Zaprionus indianus do ponto de
vista qualitativo e quantitativo;

2. Analisar o som de corte do macho, com énfase no intervalo interpulso
(IP1) e freqliéncia fundamental intrapulso;

3. Caracterizar a regiao homéloga a repeticao de aminoacidos “Thr-Gly” do
gene period de Drosophila melanogaster em Zaprionus indianus, visando o futuro
uso desta regido como marcador populacional e para reconstrugao filogenética;

4. Verificar se os polimorfismos nessa regido sdo capazes de modificar o
IPI.
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Capitulo 2

O COMPORTAMENTO SEXUAL DE POPULACOES DE
Zaprionus indianus (DIPTERA: DROSOPHILIDAE)
COLONIZADORAS DA AMERICA DO SUL E O SOM DE
CORTE DO MACHO

Artigo a ser submetido a publicagdo segundo orientagcbes da revista

Naturwissenschaften
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O comportamento sexual de populacées de Zaprionus
indianus (Diptera: Drosophilidae) colonizadoras da América
do Sul e 0 som de corte do macho

Maério Josias Miller'?, Munique Pereira Mendonga?, Igor Radamés Oliveira®, Luiz
Paulo Luna de Oliveira®, Vera Lucia da Silva Valente' & Victor Hugo Valiati®

" Laboratdrio de Drosophila, Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.
2 L aboratério de Biologia Molecular, Universidade do Vale do Rio dos Sinos -
UNISINOS, Séao Leopoldo, RS, Brasil.

3 Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade do Vale do Rio dos Sinos -
UNISINOS, Séo Leopoldo, RS, Brasil.

Resumo

No6s descrevemos pela primeira vez o comportamento sexual e o0 som de corte do
macho da mosca africana, uma recente invasora da América do Sul, Zaprionus
indianus. O comportamento de corte desta espécie é simples quando comparado
ao de espécies do género Drosophila e o0 som de corte do macho é composto por
pulsos monociclicos. Dois tipos de intervalo interpulso (IPl) foram detectados: um
que antecede a copula e outro produzido quando o macho ja estd montado na
fémea. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os IPIs
pré-copula dos machos descendentes de trés populacdes geograficas da América
do Sul, quando esses valores sao ajustados pela covariancia entre temperatura e
IPI. Também avaliamos a freqiéncia fundamental intrapulso e detectamos
diferencas entre todas as populagées, mesmo com ajustes. O comportamento de
corte simples e a laténcia de copula baixa, quando comparada a outras espécies
de drosofilideos, podem ser fatores importantes para explicar a rapida dispersao

de Z. indianus no continente sul-americano.

Palavras chave: Comportamento sexual, som de corte, Zaprionus indianus,
intervalo interpulso.
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Introducéao

A espécie semicosmopolita Zaprionus indianus (Gupta 1970), originaria da
Africa tropical, € um exemplo bem documentado de invasdo biolégica (Vilela,
1999) e rapida expansao no continente sul-americano (Castro & Valente, 2001;
De Toni et al., 2001; Goni et al., 2001; Santos et al., 2003; Tidon et al., 2003; Leao
& Tidon, 2004; Culik, 2004; Kato, 2004; Machado et al., 2005; Lavagnino, 2008).
Uma das questdes, recorrentes entre os autores, € sobre quais seriam as
caracteristicas que contribuiram para esta rapida expansdo geografica de Z.
indianus.

Aspectos ecolégicos como o comensalismo de Z. indianus com populacdes
humanas (Ferreira & Tidon 2005; Machado et al., 2005; Gottschalk et al., 2007;
Garcia et al,, 2008), sua versatilidade em termos de sitio de alimentacdo e
ovoposicao (Vilela et al., 2001; Garcia et al, 2008), além da possibilidade de
cruzar em frutos imaturos (Stein et al., 1999), observada em figos (Ficus carica),
poderiam dar a esta espécie vantagens em termos de dispersao em relacao a
outras espécies de drosofilideos.

Caracteristicas biologicas relacionadas aos componentes do valor
adaptativo de Z. indianus foram avaliadas com o objetivo de melhor compreender
0 sucesso de colonizacdo desta espécie. Setta & Carareto (2005) encontraram
maior longevidade entre individuos descendentes de uma populag¢édo brasileira de
Z. indianus do que os de populagdes indianas de Z. paravittiger (Sharma et al.,
1995; Kakkar et al., 1996). A produtividade, avaliada como o numero médio de
adultos resultantes da ovoposicao por sete dias da fémea, segundo estes autores,
foi similar ou maior do que a observada em outros Drosophilidae nativos e,
também, nado afetou sua longevidade.

Outra caracteristica importante na limitagdo ou nao da distribuicao
geografica de uma espécie € a tolerancia térmica. Araripe et al. (2004)
encontraram que Z. indianus possui uma tolerdncia menor a temperaturas mais
baixas quando comparada com a bem sucedida D. melanogaster. Isso poderia
representar uma desvantagem caso a espécie nao tivesse sido acidentalmente

introduzida em uma area com temperaturas médias anuais de aproximadamente
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21°C. Sua expansao, no Brasil e continente Sul Americano, correspondem a
regides com temperatura médias anuais muito proximas a esta. Além disso, 0s
achados de Garcia et al. (2008), demonstraram que as temperaturas minimas sao
mais restritivas para Z indianus e, desta maneira, regidbes mais ao sul do
continente, que apresentam temperaturas médias menores, poderiam ser uma
barreira a colonizacdo da espécie, quando suas minimas fossem muito baixas,
como as que ocorreram no ano de 2004 na Cidade de Porto Alegre (Garcia et al.,
2008).

Caracteristicas comportamentais de Z. indianus, em relagéo a corte sexual,
nao foram consideradas até o momento e podem prover um melhor entendimento
das estratégias de invasao desta espécie. Ja foi mostrado, por exemplo, que a
laténcia de cruzamento em D. melanogaster esta correlacionada com diferentes
componentes do valor adaptativo, como fecundidade, fertilidade e longevidade
(Prakash, 1967; Hegde & Krishna, 1999; Rose et al., 2004).

A corte sexual em Drosophila é complexa e envolve uma série de
comportamentos, como tocar, circular, vibrar as asas, lamber entre outros,
comuns a maioria das espécies do género (Greenspan & Ferveur, 2000) e alguns
mais especificos, como em D. quadrilineata onde o macho flexiona o abdémen
para a fémea (Tomaru et al, 2006). Durante esse elaborado ritual, ambos os
parceiros trocam sinais visuais, acusticos e quimicos (Greenspan & Ferveur,
2000). Esses sinais compdéem o sistema de reconhecimento da espécie para
acasalar (Patterson, 1980; 1985), o qual tem como fungdo assegurar o
cruzamento entre individuos da mesma espécie. Um sinal importante, produzido
pelo batimento das asas do macho, é o som de corte, que consiste, em D.
melanogaster, em uma oscilagdo continua, chamada de “sine song” (von
Schilcher, 1976) e uma seqliéncia de pulsos, o som tipo pulso (Ewing & Bennet-
Clark, 1968). O som tipo pulso tem atraido maior aten¢ao, assim como alguns de
seus caracteres, pela espécie-especificidade detectada (Tauber & Eberl, 2003).
Segundo Ritchie & Gleason (1995), o mais importante parametro do som tipo
pulso € o intervalo interpulso (IPl), sendo sua média aritmética assumida como

importante para a escolha da fémea.
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Em quatro espécies simpétricas do complexo D. auraria, muito similares
morfologicamente e com forte isolamento sexual, o IPl € um parédmetro espécie-
especifico, enquanto que outros componentes do som de corte como, por
exemplo, o comprimento de sequiéncias de pulsos com IPls muito reduzidos
(sound bursts), nado o sédo (Tomaru & Oguma, 1994). Os mesmo autores
encontraram também IPls idénticos entre as espécies alopatricas D. triauraria e D.
quadraria. Ja Yamada et al. (2002), encontraram espécie-especificidade para
varios componentes do som de corte entre as espécies simpatricas D. ananassae
e D. pallidosa.

Mais recentemente, Watson et al. (2007), demonstraram que as duas
espécies irmas, D. santomea e D. yakuba, apresentam grande diferenca no IPl e
que isto pode ter implicagdo no forte isolamento sexual entre estas espécies. Da
mesma forma, isolinhagens de duas populacbes de D. melanogaster do
Zimbabue, mostraram média de IPI mais curto quando comparadas com as
médias das cosmopolitas (média tomada como padrdo para a espécie), ou seja,
variagcoes intraespecificas. Entretanto essa variagdo no IPlI mostrou pouca
influéncia no isolamento sexual (Colegrave et al, 2000): variacdo geografica
significativa na média de IPl e de duracdo do burst, entre populagdes
geograficamente isoladas foram apenas encontradas em D. mojavensis (Etges, et
al., 2005).

Outro parametro do som de corte importante € a freqiéncia intrapulso. As
fémeas de D. montana preferem machos que produzem pulsos curtos com uma
elevada freqiéncia fundamental (Aspi & Hoikkala, 1995). Nestes casos, a
freqUiéncia pode indicar para a fémea a qualidade genética do macho em termos
de sobrevivéncia e a escolha das fémeas por machos que produzem pulsos de
maior freqUéncia poderia proporcionar um beneficio indireto para a fémea em
termos do aumento da viabilidade da prole (Hoikkala et al., 1998).

No género Zaprionus, o comportamento de corte foi descrito para seis
espécies (Z. tuberculatus, Z. mascariensis, Z. sepsoides, Z. ornatus, Z. koroleu e
Z. ghesquierei), e em todas difere dos relatados para espécies do género
Drosophila, sendo que em relagdo ao som de corte, além das diferencas

interespecificas, foram encontradas diferencas entre os sexos (Bennet-Clark et
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al., 1980). Segundo Lee (1986), o pulso monociclico observado na corte entre
machos de Z. tuberculatus serviria como sinal de reconhecimento do sexo.

Quanto a Z. indianus, ndo se tem registro do comportamento sexual ou do
som de corte desta espécie, tanto em populagdes nativas quanto nas
colonizadoras. Gleason & Ritchie (1998) mostraram que o som de corte diverge
mais rapidamente do que o isolamento sexual e o isolamento pds-zigotico entre
espécies do grupo da D. willistoni. Assim, a analise da variacdo geografica
intraespecifica nos sinais de corte é de grande interesse, porque tais variagbes
podem levar ao registro dos estagios iniciais da divergéncia (Colegrave et al.,
2000). Neste contexto, a invaséo de Z. indianus na América do Sul € uma 6tima
oportunidade para esse tipo de estudo.

No presente artigo nés descrevemos pela primeira vez, o comportamento
sexual de Z. indianus e analisamos o0 som de corte do macho, com énfase no IPI
e na freqiiéncia intrapulso, de trés populacdées geograficas da América do Sul e
discutimos o significado biolégico dos achados para o sucesso da colonizacao

desta espécie no continente.

Materiais e Métodos

Amostras

Foram estabelecidas isolinhagens a partir de amostras coletadas de trés
populacdes geograficas (Figura 1): Posadas, na Provincia de Misiones, na
Argentina (27° 23’ 00,31” S — 55° 53’ 04,95” W); temperaturas anuais médias 21,3
* 3,9°C, temperatura minima média 16,1 = 3,7°C e maxima média 27,4 + 4,0 °C;
altitude média 125 metros), coletada em 2007, Iltamaraca no Estado de
Pernambuco (7° 44’ 55,09” S — 34° 49’ 29,33” W); temperaturas anuais médias
25,5 £ 1,0°C, temperatura minima média 21,8 + 0,7°C e maxima média 29,2 £ 1,1
°C; altitude média 9 metros), coletada em 2000, e Valinhos no Estado de Sao
Paulo (22° 58’ 14,21” S — 46° 52’ 24” W); temperaturas anuais médias 19,3 +

2,3°C, temperatura minima média 15,5 £ 2,6°C e maxima média 24,9 = 2,1 °C;
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altitude média 723 metros), coletada em 2008. Os individuos analisados foram
coletados até 6 horas apds a eclosao da pupa. As moscas foram anestesiadas
com éter e separadas por sexo, sendo mantidas em meio de cultura contendo
fermento de pao em camara de cultivo com fotoperiodo del12h luz/escuro a
temperatura de 25°C + 2, por no minimo 3 e no maximo 11 dias antes do

experimento.

Figura 1 - Mapa com a
localizacdo geografica dos locais
onde foram coletadas as amostras
de Zaprionus indianus.
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Para a gravacdo dos sons produzidos durante a corte, foi introduzido,
aleatoriamente, um Unico casal virgem em uma camara de cruzamento de acrilico
(3X3X1 cm, com 15 mm de diametro na base e concavidade de 7 mm) com uma
abertura na base fechada com uma tela de nylon, permitindo assim a passagem
do som (Sene & Manfrin, 1998). A camara foi posicionada sobre um microfone de
lapela LeSon, com uma frequiéncia de resposta de 40 Hz—16000 Hz, e coberta por
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uma caixa de acrilico com espuma para absor¢do acustica. O som foi pré-
amplificado 70X e gravado com freqiiéncia de amostragem de 44100 Hz 16bit, em
um computador com processador Celeron M 1,46 GHz, com o programa Audacity
no formato WAV. Durante a gravagdao, o som foi monitorado simultaneamente
através de um fone de ouvido e de um oscilograma gerado no computador. A
temperatura no momento da execugdo do som de corte de cada macho foi
registrada com um termémetro digital (precisdo +1°C, resolugdo 0,1°C) com o
sensor posicionado ao lado da camara de cruzamento. As moscas foram
introduzidas na camara de cruzamento com o auxilio de uma bomba de vacuo
conectada a um cano plastico.

O comportamento das moscas foi monitorado e gravado também em video,
com uma camera digital (USB Digital Microscope) de 1.3 mega pixels (640X480
de resolugao), com luz branca e aumento de até 200X. Os videos foram gravados

no formato AVI e posteriormente convertidos para outros formatos.

Analise do som de corte

Os oscilogramas contendo o som de corte dos machos foram ampliados e
os valores de IPlI medidos manualmente. A freqiéncia fundamental intrapulso foi
obtida do espectro da transformada de Fourier rapida (FFT), derivado de um uUnico
pulso no programa Sigview. A freqiéncia fundamental foi discriminada pela
observacao da frequiéncia com maior amplitude e presenca de seus respectivos
harménicos no espectro. Para este trabalho, foi analisada apenas a ultima

seqliéncia de pulsos antes da copula.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram executadas nos programas NCSS, SYSTAT
12, SPSS 10.1. Foram testadas as normalidades dos dados e quando esta foi
assumida, as médias foram comparadas pelo teste da ANOVA a um critério de

classificagdo. Nos casos onde a distribuicdo normal foi rejeitada, foi realizada a
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comparacdo de medianas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall Wallis de

multiplas comparacdes, com correcao de Bonferroni.

Observacao do comportamento de corte

O comportamento de corte foi descrito, de forma qualitativa, a partir da
observacao dos videos e categorizado em obrigatério e facultativo. Também foi
calculada a laténcia de corte e de copula que representam o tempo decorrido
entre a introdugéo do casal na cadmara de cruzamento € o inicio da corte e da

cépula, respectivamente.

Resultados

Comportamento sexual

Para a caracterizagdo do comportamento de corte, foram filmadas 24
cortes seguidas de copula. Em geral a corte inicia com 0 macho se posicionando
em relagdo a fémea, comegando a produzir o som de corte e logo tentando
montar. A produgdo do som de corte se da exclusivamente pela extensao e
retracdo das asas, num movimento que lembra o abrir e fechar de uma tesoura.
Isso foi confirmado com machos que tiveram suas asas amputadas e assim néo
conseguiram produzir o som de corte. Além disso, o som de corte pode se
estender com o macho ja montado na fémea. A figura 2 mostra uma seqiéncia de
fotos da corte em Z. indianus.

Caso a fémea se mostre receptiva, a copula ocorre rapidamente. A laténcia
de corte de 69 casais avaliados ficou com média de 1 min e 33 s, com minima de
13 s e maxima de 6 min e 51 s, enquanto que a laténcia de cépula dos mesmos
ficou com média de 2 min e 16 s, com minima de 18 s e maxima de 6 min e 56 s,
sendo que ndo houve diferenca estatistica entre os valores obtidos nas trés
populacdes.

Apb6s o desmonte, 0 macho pode cortejar a fémea novamente, porém essa

nao esta inicialmente receptiva e responde ao som de corte ou tentativa de
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montar do macho com a producao de um som que lembra um lamento (whining) e
um movimento de vibragdo do corpo (rocking).

Alguns comportamentos s&o facultativos e podem nao ser sexuais como,
por exemplo, o de passar as asas por de baixo do abdome no inicio da corte, 0
que pode ser feito tanto pelo macho quanto pela fémea. O macho também pode
inicialmente ficar parado esfregando o primeiro par de patas dianteiras (ndo
mostrado) como se fossem bracos (grappling). Outro comportamento facultativo
(ndo mostrado) € o dueto. A fémea produz um som logo apds o inicio da
execugdo do som de corte pelo macho, sendo esse comportamento seguido
sempre por cOpula em todas as observagoes.

Também foram observadas as interacdes entre machos. Nos experimentos
com pares de machos, um deles sempre faz a corte ao outro. O macho cortejado
responde vibrando suas asas resultando em um som diferente aos registrados

quando os machos cortejam as fémeas e estas produzem som.

Figura 2 - (A, B, C e D) Sequéncia de fotos do macho de Zaprionus indianus usando o Ultimo par
de patas para passar a asa na regido ventral do abdome. (E) Orientagdo do macho em relagéo a
fémea. (F e G) Giro do macho para se posicionar atras da fémea e inicio da produgédo do som de
corte. (H e I) Corrida do macho atras da fémea. (J) Montagem. (L) Macho produzindo som de corte
montado na fémea. (M) Cépula.
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Analise do som de corte

Os sons produzidos por machos de sessenta casais descendentes de
isolinhagens das trés populacdes (Tabela 1) foram gravados entre 8h e 12h da
manha, de agosto de 2008 a janeiro de 2009. A temperatura média de gravagao
foi de 24,3 £ 3,5°C, sendo a minima de 15,6°C e a maxima de 28,9°C, com
oscilagéo de 14,4%.

O som de corte em Z indianus consiste de uma sequéncia de pulsos
monociclicos, sem burst e sem sine song (Figura 3). Dois padrbes de intervalo
interpulso, na sequéncia de pulsos do macho, foram identificados e denominados
como pré-cépula e “montado”. O primeiro que precede a copula (pré-cépula),
apresentou um IPl com média de 0,2343 ms + 0,0799 e maiores amplitudes,
enquanto o segundo, geralmente mais longo, foi emitido quando o macho ja esta
copulando com a fémea (“montado”), com média de 0,3657 ms = 0,1299 e
amplitudes menores. A tabela 1, também apresenta a quantidade de pulsos e
valores de IPIl analisados para cada um destes padrées em cada populacao.

A fémea de Z. indianus pode produzir som em resposta aos sons de corte
do macho (Figura 4). Neste dueto, 0 macho inicia sua seqiéncia de pulsos e logo
a fémea responde com um som também produzido pelo movimento das asas. Ao
final do som da fémea, o macho ja se encontra montado nela e finaliza a
sequiéncia com pulsos de menor amplitude e IPI em média maiores que a dos

pulsos pré-copula.

Tabela 1 - Pulsos e valores de IPl analisados para cada populagido estudada de Zaprionus
indianus. N = nimero total de machos; n = nimero de machos que produziram pulsos montados
nas fémeas; Pulsos P = pré-copula; Pulsos M = pulsos “montado”; IPIs P = intervalo interpulso pré-
copula; IPIs M = intervalo interpulso “montado”; IPIs/ind. = média de IPIs por individuo.

Populacio N PulsosP IPIsP IPlsfind. n PulsosM IPIsM IPls/ind.

Posadas 20 157 138 6,9 13 102 88 6,8
ltamaraca 23 411 355 15,4 2 8 6 3
Valinhos 17 137 110 6,5 17 173 149 8,8

Total 60 705 603 - 32 283 243 -
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Figura 3 - Oscilograma do som de corte de Zaprionus indianus. A linha tracejada separa os
pulsos pré-copula (IPI P) dos pulsos produzidos com o macho ja montado na fémea (IP1 M).
No eixo X, o tempo em segundos e em Y, uma unidade de intensidade arbitraria.
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Figura 4 - Oscilograma com pulsos do macho e o som produzido pela fémea em resposta. O
retdngulo em tracejado vermelho contém os pulsos produzidos pela fémea. Os pulsos do
macho produzidos conjuntamente aos da fémea (dueto) foram retirados do oscilograma para
nao serem confundidos.
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Na distribuicdo dos 846 valores de IPIs medidos, 256 sao IPls de pulsos
produzidos pelos machos ja montados nas fémeas, sendo que 7,8% (20 IPIs) séo
medidas exclusivas, de IPIs mais longos e destacados em cinza escuro na figura
5. Entre os valores de 0,40 ms a 0,50 ms, acima da média dos IPls, foram
encontrados 78 IPIs (9,2% do total), destes 56 (71,8%) sao de pulsos produzidos
quando o macho ja esta montado na fémea e somente 22 IPIs (28,2%) resultantes
de pulsos pré-cépula (figura 3 - retangulo tracejado em vermelho). A analise da
variancia (ANOVA) dos IPIs pré-copula e dos IPIs “montado”, indicou que as duas
médias de IPI sdo diferentes estatisticamente F 513y = 154,44 p=0,00000.

Na tabela 2 sdo apresentadas as médias e desvios padrdo dos IPIs de
pulsos pré-copula e “montados” e as temperaturas de gravacao para as trés
populagdes analisadas.
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Figura 5 - Histograma da distribuicdo de 846 valores de IPI de trés populagbes de Zaprionus
indianus. A area em cinza claro contém valores de IPI| produzidos tanto por pulsos pré-cépula
quanto por pulsos emitidos quando o macho estd montado na fémea. A area cinza escuro contém
valores de IPI registrados apenas quando o macho estava montado. O retangulo tracejado em
vermelho marca a regiao de sobreposi¢éo de valores de IPI pré-copula e IPI “montado”. A barra
abaixo do histograma contém os valores de IPI. No eixo das abscissas o tempo em milisegundos.
No eixo das ordenadas, € apresentada a frequéncia dos valores de IPI.
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Tabela 2 - Médias de intervalos interpulso das populagbes de Zaprionus indianus e da
temperatura ambiental durante a gravacao.
IPI = intervalo interpulso; DP = desvio padrdo; ms = milisegundos; °C = graus Celsius; ()* IPls

médios ajustados.

Populacéao IPI P (ms) DP IPI M (ms) DP Temp.(°C) DP

ltamaraca 0,2039 (0,2255)* +0,0627 0,4027 (0,4815)* +0,0731 27 1,4
Posadas  0,3043 (0,2830)* +0,0789 0,4683 (0,4662)* +0,0912 20,4 +2,3

Valinhos  0,2243 (0,2672)* +0,0739 0,3046 (0,3750)* +0,1029 25,3 +1,9

Na comparagdo dos valores de IPI pré-copula entre as trés populacdes,
verifica-se que os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, mesmo tendo
sido transformados para logaritmo (n&do mostrado). Assim, para comparar as
diferentes populacdes, foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskall-Wallis.
Apenas os |PIs pré-copula dos individuos das isolinhagens de Posadas
mostraram diferencas estatisticamente significativas quando comparados com o0s

das duas outras populagdes (Tabela 3) pela analise de correlacao.

Tabela 3 - Comparagao estatistica entre as trés populagdes de Zaprionus indianus em
relacdo ao IPI. Valor de Z com correcdo de Bonferroni > 2,3940.

IPI pré-copula
Populagoes (ms)

ltamaraca X Posadas Z=6,1233

*

ltamaraca X Valinhos ns

Valinhos X Posadas Z=53517

*ns = diferenca ndo significante entre as populagdes (Z=0,7196).

Como as gravacdes foram realizadas sob diferentes temperaturas
ambientais, (Tabela 2) avaliou-se a sua possivel influéncia, através da analise de

correlacdo dos valores finais de IPIs. Considerando todos os valores de IPI, a
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correlacao foi negativa (r = -0,577) e significativa (p>0,01), com um coeficiente de
determinacgdo de 27,9% (r° = 0,279) (Figura 6). Assim sendo, 27,9% da variagcdo
encontrada no IPl foram devidas as oscilagbes de temperatura durante as
gravagoes.

Como foi detectada a influéncia da variacdo da temperatura, os dados de
IPI foram ajustados a partir da covariancia das variaveis e novamente foram
comparados os valores de IP| pré-cépula entre as trés populagdes com o teste de
Kruskall-Wallis. Os resultado mostraram ndo haver diferengas estatisticamente
significantes entre os valores de IPls (Z<2,3940), ou seja, as diferencas
apresentadas na tabela 3 resultam da influéncia da temperatura durante as
gravagoes.
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Figura 6 - Relagdo entre os IPIs e as temperaturas médias de 60 individuos das duas populagdes
brasileiras (Valinhos —SP e Itamaraca-PE) e de Posadas na Argentina de Z indianus. A reta
representa a regressao linear (r= -0,577) entre as variaveis, mostrando haver uma correlagao
significante (P<0,01) e negativa entre as mesmas. Cada circulo claro representa a média de IPI
pré-cépula, com uma correlagéo de r = -0,674; p<0,01, enquanto cada quadrado preto representa a
média de IPI “montado” (r = -0,674; p<0,01).

A tabela 4 apresenta as minimas, maximas e médias de freqléncia
fundamental intrapulso, juntamente com a média de temperatura das gravagdes

de cada populagédo. Foi encontrada uma correlacao significativa, porém positiva,
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entre a frequéncia fundamental intrapulso e a temperatura (r = 0,814; p<0,0001),
com um valor de = 0,662. Portanto, 66,2% da variagdo observada na freqiiéncia
fundamental intrapulso se deve a variagdo na temperatura. Os valores de
freqiéncia foram ajustados pela covariancia com as medidas de temperatura

antes de avaliar as diferencgas interpopulacionais.

Tabela 4 — Minimas, maximas e médias de freqiiéncia fundamental intrapulso e temperatura
média das gravagdes de cada populagao de Zaprionus indianus.
Hz = Hertz; °C = graus Celsius; N = nimero de machos; n = nimero de pulsos.

Temperatura
Populacdo Minima(Hz) Maxima (Hz) Média (Hz) média (°C) N n
Posadas 193,8 215,33 205,1316 21,8 4 19
Valinhos 215,33 258,4 229,4383 25,7 6 29
Iltamaraca 215,33 269,17 249,2289 28,3 6 27
Média 208,15 247,63 227,9329 ] - -
Total - - - - 16 75

Os valores de frequéncia fundamental intrapulso apresentaram distribuicao
normal e o teste da ANOVA indicou haver diferencas estatisticamente
significantes (F,74) = 31,47 p<0,001) entre as populagbes. O teste de Tukey de
multiplas comparagcées mostrou que as meédias da freqiéncia fundamental
intrapulso das trés populagdes diferem entre si (g/l=72 p<0,05).

Considerando os valores das frequéncias ajustadas pela influéncia da
temperatura durante as gravagdes foram feitas comparacbes com as
temperaturas médias registradas no periodo de 1961 a 1990

(http:/freemeteo.com/) nas trés localidades amostradas e encontrou-se uma

correlagdo significativa entre as freqiéncias e as temperaturas de origem das
populagdées (r = 0,503; p<0,001). As altitudes ndo demonstram nenhuma
influéncia nas freqiéncias (r = -0,153; p>0,05).

Na figura 7 sdo apresentados exemplos de pulsos representativos das trés

populagdes com 0s seus respectivos espectros de Fourier.
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Figura 7 - Oscilogramas ampliados dos pulsos (graficos a esquerda) e espectros de
Fourier (graficos a direita). A flecha no espectro indica o pico contendo a frequéncia
fundamental intrapulso. O pico seguinte, a direita, corresponde ao primeiro harménico. (A)
Pulso de um individuo de ltamaraca com freqiiéncia fundamental de 236,87 Hz. (B) Pulso
de um individuo de Posadas com frequéncia fundamental de 193,8 Hz. (C) Pulso de um
individuo de Valinhos com freqiéncia fundamental de 215,33 Hz. No oscilograma o eixo Y
corresponde a uma unidade arbitraria de intensidade, enquanto que no espectro os
valores estdo em decibéis (dB).
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Discussao

Comportamento sexual

A série de comportamentos produzidos pelos machos de Zaprionus
indianus durante a corte sexual é similar a descrita por Bennet-Clark (1980) para
as outras seis espécies do género. O comportamento dos machos € mais simples,
sem um longo display pré-copulatério, quando comparado aos de machos de
espécies do género Drosophila.

A velocidade de acasalamento, ou laténcia de copula, é uma medida tanto
da receptividade da fémea como a eficacia e intensidade da corte do macho
(Casares et al., 1992). A laténcia de corte e copula em todas as populagdes foi
baixa quando comparadas a de espécies nativas como é o caso de Drosophila
willistoni, para a qual foi registrada uma laténcia de copula entre 10 e 23 min
(Basso da Silva & Valente, 2000). Este comportamento é uma evidéncia da baixa
seletividade das fémeas e do alto vigor dos machos que a cortejam. A velocidade
de cruzamento € um componente do fitness em Drosophila (Parsons, 1974) e
pode ter sido um importante fator para o estabelecimento da espécie Z. indianus
nas assembléias de drosofilideos sul-americanas.

Regner & Valente (1993) encontraram uma tendéncia para uma maior
velocidade e freqiéncia de acasalamento em D. willistoni conforme o aumento do
grau de urbanizacdo na cidade de Porto Alegre. Os autores sugerem que tal
comportamento poderia ser vantajoso em um ambiente menos previsivel, com
forte influéncia antrépica, como é o caso do ambiente urbano, justamente aquele
no qual Z. indianus tem apresentado maior sucesso de colonizagéo.

Variagoes inter e intrapopulacionais, na atividade sexual foram registradas
em outras espécies do género Drosophila (Pifeiro et al., 1993; Singh 1996;
Casares et al.,, 1992, 1993, 1998; Singh & Singh, 1999), demonstrando haver uma
plasticidade neste carater, o que nao foi registrado nas populacdes de Z. indianus.

Assim, provavelmente a invasdo por Z indianus se deu numa Unica
entrada, com uma populacao fundadora pequena, e a facilidade de cruzamento
desta espécie pode ter sido fundamental para a estabilizagdo da populagéo inicial

e posterior expansao.
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Som de corte

A alteracao do intervalo interpulso durante a corte em Z. indianus, o IPI pré-
cépula e o IPI “montado”, parecem estar diretamente relacionados a mudanca de
comportamento do macho, j& documentada em algumas espécies de Drosophila
(Ikeda et al., 1980; Crossley 1986; Cobb et al., 1989).

A diferenca estatisticamente significativa encontrada nos valores de IPI
entre a populagéo de Posadas com as demais, mostrou ser devido a influéncia da
variagdo de temperatura sobre o IPl durante as gravagbes e nao de
caracteristicas genéticas das mesmas. O efeito significativo da temperatura sobre
o IPI e a frequiéncia fundamental intrapulso foi demonstrada em D. persimilis e D.
pseudoobscura (Noor & Aquadro, 1998).

Apesar do registro de variacdes geograficas nas médias de IPls (Colegrave
et al., 2000; Etges, et al., 2005) o mesmo é reiteradamente considerado como um
som espécie-especifico (Tauber & Eberl, 2003). Portanto, ndo haver diferencas
significativas entre as populagdes poderia ser esperado em decorréncia de seu
carater especifico. A possivel falta de variabilidade para este carater entre os
fundadores ou ainda o pouco tempo da presenca da espécie no continente sul-
americano, também, pode explicar a auséncia de divergéncias interpopulacionais
para este carater do som de corte.

Em relacdo as frequéncias fundamentais intrapulso as diferencas
populacionais, neste carater do som de corte, podem estar sendo moldadas por
selecdo, principalmente sexual. Tal hipdtese se justifica pelos achados de Aspi &
Hoikkala (1995) para D. montana, que encontraram uma relagédo entre a escolha
da fémea por machos emissores de sons com frequéncias mais elevadas.

Os achados demonstram que ja ha um background genético diferente entre
as populagdes mesmo apds o curto periodo de invasdo. Se as diferencas na
amplitude da freqiéncia fundamental e a relacdo de proporcionalidade com seus
harménicos (timbre) sdo escolhidas pelas fémeas, isso é ainda um aspecto a ser
avaliado e podera ser respondido com testes de multiplas escolhas em camara de
cruzamentos. No entanto, mesmo sem tal avaliacdo, a relacdo entre as
temperaturas médias dos locais de origem das linhagens e suas freqUéncias

fundamentais pode representar uma resposta seletiva diferencial a estes
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ambientes e, assim, estar deslocando os valores médios da freqliéncia intrapulso.
Portanto, apés um pouco mais de uma década de sua entrada este é o primeiro
registro de adaptacdo comportamental de Z indianus ao continente sul-
americano.

A maior longevidade encontrada por Setta & Carareto (2005) em Z
indianus quando comparada a outra espécie do género, pode ser considerada
como uma possivel vantagem, desde que esta nao afete a fertilidade de machos e
fémeas e a viabilidade da prole. Em relacdo a produtividade, ela se mostrou
similar as das espécies D. mulleri, D. prosantans, D. sturtevanti, espécies que
compbem muitas das assembléias de drosofilideos e, desta maneira, parece que
este ndo € um componente do valor adaptativo que mais tenha influenciado no
rapido estabelecimento e expansao de Z. indianus.

Além das caracteristicas ecologicas ja referidas por diferentes autores
(Stein et al., 1999; Vilela et al., 2001; Ferreira & Tidon 2005; Silva, et al., 2005;
Gottschalk et al., 2007; Garcia et al., 2008) e a maior longevidade de Z. indianus,
o presente trabalho mostra que o comportamento sexual de Z indianus,
caracterizado pela baixa laténcia de corte e cdpula, € outro fator importante a ser
considerado como uma das suas estratégias bem sucedidas que a levaram a

colonizar um novo continente em tao pouco tempo.
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Capitulo 3

SINAPOMORFIAS NO GENE NUCLEAR period (per) E SEU
USO NA RECONSTRUGAO FILOGENETICA DA
SUBFAMILIA DROSOPHILINAE

Artigo a ser submetido a publicagdo segundo orientacdes da revista Genetics and
Molecular Biology
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Sinapomorfias no gene nuclear period (per) € seu uso na
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Resumo

Foi sequenciado um pequeno fragmento do gene nuclear period (per) das
espécies Zaprionus indianus e Z. sepsoides, que correspondente a seqiiéncias
que flanqueiam a repeticdo de Thr-Gly de Drosophila melanogaster. Comparado
essas seqliéncias com as de outras 19 espécies da familia Drosophilidae, foram
encontradas seqUéncias restritas a determinados grupos e géneros. Essas
sinapomorfias podem ser Uteis na reconstrugao filogenética. Usando o método da
Méaxima Verossimilhangca, com aproximadamente 400 pb dessa regido, foi
recuperada uma filogenia onde o clado formado pelas espécies do género
Zaprionus diverge juntamente com o agrupamento das espécies do grupo
immigrans, virilis e repleta, pertencentes ao subgénero Drosophila, apds a
divergéncia de clados do subgénero Sophophora. Esses resultados corroboram
outras filogenias moleculares que indicam que tanto o género quanto o subgénero

Drosophila sao parafiléticos

Palavras chave: period, repeticao Thr-Gly, haplétipos, Zaprionus indianus.

Enviar correspondéncia para Mério Josias Mller, Departamento de Genética do Instituto de
Biociéncias da UFRGS. Caixa Postal 15053, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:
josias_bio@yahoo.com.br
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Introducéao

A subfamilia Drosophilinae € composta, atualmente, por 35 géneros, dentre
0s quais se destaca o género Drosophila. Este € composto por 15 subgéneros e
mais de 1400 espécies 0 que corresponde aproximadamente a metade das
espécies da familia e o mais amplo espectro de distribuicdo (Wheeler, 1986).
Dentre estes 15 subgéneros, Sophophora, estabelecido por Sturtevant (1939),
compreende 233 espécies, subdivididas em 7 grupos, dentre os quais destacam-
se 0s grupos melanogaster (174 espécies), obscura (35 espécies), saltans (21
espécies) e willistoni (25 espécies), estes dois Ultimos representam a radiagdo do
subgénero ocorrida no Novo Mundo.

O subgénero Drosophila € o maior representante da familia Drosophilidae
em regides Neotropicais, com 25 grupos de espécies (Vale et al, 1981).
Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975) dividiram as espécies do subgénero
em duas linhagens principais: a se¢ao virilis-repleta (formada por 15 grupos de
espécies) e a segdo quinaria-tripunctata (formada por 9 grupos), além do grupo
funebris, basal em relacdo a ambas as sec¢des.

O género Zaprionus foi apresentado como grupo-irmao ao clado formado
pelos subgéneros Sophophora/Drosophila na filogenia de Grimaldi (1990) e
DeSalle (1992), em contraposicao aos achados de Throckmorton (1975), segundo
o qual Zaprionus faria parte da radiagcdo immigrans-Hirtodrosophila do subgénero
Drosophila. Posteriormente Zaprionus foi ainda apresentado como estando entre
os primeiros grupos a divergir de Sophophora (Tatarenkov et al., 1999;
Kwiatowski & Ayala, 1999), ou, mesmo, sendo o primeiro a divergir (Pélandakis et
al., 1993; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al., 2001; Yotoko et al., 2003).
Remsen & O’Grady (2002), entretanto, posicionam Zaprionus como taxa-irmao do
subgénero Dorsilopha, sendo que o clado assim constituido agrupa-se, neste
trabalho, ao clado formado pelo subgénero Sophophora e pelos géneros
Scaptodrosophilal Chymomyza.

Filogenias moleculares utilizando diferentes marcadores e métodos de
andlise filogenética historicamente questionam a posicdo taxonémica de

Zaprionus. Robe et al. (2005) utilizando-se de um fragmento de 516pb do gene
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nuclear a-metildopa (Amd) e um de 672pb do gene mitocondrial citocromo
oxidase subunidade Il (COIl), avaliando-os individualmente e combinados,
sugerem que o subgénero Drosophila é parafilético e que o género Zaprionus
estaria posicionado dentro deste subgénero. Também Da Lage et al. (2007),
utilizando sequéncias do gene Amyrel, ratificam a posicdo parafilética do
subgénero Drosophila e que somente o subgénero Sophophora seria monofilético.
Contudo, o género Zaprionus ainda apresenta as mesmas incongruéncias
registradas de algumas vezes fazer parte do subgénero Drosophila e outras de
formar um agrupamento irmdo a este ou ao subgénero Sophophora
(Throckmorton, 1975; Grimaldi, 1990; DeSalle, 1992; Kwiatowski & Ayala, 1999).

Mais recentemente, Yassin et al. (2008) utilizando uma nova abordagem,
chamada de morphological grafting, combinaram dados de sequéncias do CO-lI
com dados morfologicos e recuperaram a monofilia do género Zaprionus em
quatro métodos de reconstrugao filogenética, reconfirmando a parafilia do género
Drosophila, com Zaprionus, Samoaia e Drosophila s.s. espécies dentro de um
unico clado com valores de suporte elevados. Ja Machado et al. (2009 no prelo)
quando caracterizam parte do genoma mitocondrial de Z. indianus, a regiao
controladora mais genes transportadores, encontram composicao nucleotidica e
organizagao estrutural mais similar a espécies do subgénero Drosophila, o que
reforca a sugestdo de Da Lage et al. (2007) de que a discussao das relagbes
filogenéticas dentro do subgénero Drosophila precisa ser reaberta.

Novos marcadores moleculares com sinal filogenético podem ajudar a
resolver as relagées de Zaprionus dentro da subfamilia Drosophilinae. Em se
tratando de drosofilideos, um candidato interessante para a reconstrucao
filogenética € o gene nuclear period (per), envolvido no estabelecimento dos
ritmos circadiano (ciclo de atividade locomotora em 24 h; Konopka & Benzer,
1971), ultradiano (ciclos de som de corte em 60 s; Kyriacou & Hall, 1980, 1986) e
infradiano (periodo de eclosdo da pupa; Kyriacou et al, 1990; 1992).
Experimentos de transformacéao interespecifica com per conseguiram transferir o
comportamento circadiano e os ciclos de som de corte do macho entre espécies
de Drosophila (Petersen et al., 1988; Wheeler et al., 1991). Isso demonstra que

period € um gene que pode estar envolvido no processo de especiacao, visto o
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potencial do comportamento circadiano e dos ciclos de som de corte do macho
atuar como mecanismos de isolamento reprodutivo (Coyne, 1992).

Regier et al. (1998) utilizaram um fragmento de 909 pb do gene period na
reconstrucdo das relacdes filogenéticas ao nivel de familia e superfamilia de
lepidopteros e estimaram que a substituicdo de aminoacidos em period é cinco e
quarenta vezes mais rapida do que nos genes nucleares dopa decarboxylase e
elogation factor-1a, respectivamente. Esse resultado sugere que period pode ser
informativo em niveis taxonémicos mais baixos do que outros genes nucleares.

O gene period também se destaca no estudo da evolugcao de sequiéncias
repetitivas, dentre elas a repeticdo do dipeptidio treonina-glicina (Thr-Gly) (Peixoto
et al., 1993; Nielsen et al., 1994) e a repeticdo do aminodacido glicina no grupo
willistoni de Drosophila (Gleason & Powell, 1997).

No presente trabalho, descrevemos duas seqiéncias de 405 pb do gene
period de Z indianus e Z. sepsoides, homoélogas a regiao Thr-Gly de D.
melanogaster. Também comparamos suas composi¢cdes nucleotidicas e de
aminoacidos com as de outras espécies do género Drosophila e usamos esta

regido de period para reconstruir as relagdes filogenéticas destas espécies.

Materiais e Métodos

Espécies usadas

As espécies cujas seqliéncias foram usadas neste estudo séo listadas na
tabela 1. Todas as seqléncias correspondentes a regiao Thr-Gly do gene period
foram obtidas do GenBank, com excecao das seqUéncias de Z. indianus e Z
sepsoides que foram geradas por sequienciamento direto do produto de PCR.

Foram analisadas 21 espécies do subgénero Sophophora, 12 do
subgénero Drosophila, do género Drosophila, 3 espécies do género Zaprionus e
uma do género Hirtodrosophila. Foram utilizadas 3 espécies como grupo externo,

Musca domestica, Anastrepha fraterculus e Anastrepha obliqua.
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Tabela 1 - Lista das espécies utilizadas para analise comparativa e o respectivo nimero de acesso no

GeneBank.
Cédigo acesso
Género Subgénero Grupo Subgrupo Espécie GenBank
Zaprionus Zaprionus s.s. armatus tuberculatus  Z. tuberculatus U11809
Z. sepsoides -
vittiger Z. indianus -
Drosophila Sophophora willistoni willistoni D.willistoni XM_002064041
D. paulistorum1 DPU51081
D. paulistorum?2 DPU51082
D. paulistorum3 DPU51083
D. paulistorum4 DPU51084
D. paulistorum5 DPU51085
D. equinoxialis AAB41358
D. paviovskiana u51086
D. tropicalis u51087
D. insularis u51088
D. nebulosa U51090
bocainensis  D. capricorni u51092
D. sucinea U51091
melanogaster melanogaster  D. melanogaster NM_080317
D. sechellia XM002040504
D.yakuba XM_002100201
D.erecta XM_001976699
D.santomea AY804500
obscura pseudoobscura D. pseudoobscura X13878
saltans saltans D. saltans AY335218
sturtevanti D. sturtevanti AY335219
Drosophila virilis virilis D. virilis XM_002056770
D. littoralis EF635096
americana D. americana AY854879
repleta mulleri D. mojavensis XM_002010950
immigrans nasuta D.albomicans AF102153
D.nasuta AF102165
D. pulaua AF102162
D.sulfurigaster AF102161
D. kepulauana AF102154
D. pallidifrons AF102155
grimshawi grimshawi D.grimshawi XM_001991441
planitibia picticornis D. picticornis u11810
Hirtodrosophila zentae H. pictiventris HPU11808
Anastrepha obliqua AY065669
Anastrepha fraterculus AY065666
Musca domestica u11805

As espécies numeradas sao semiespécies de D. paulistorum:(1) Andino-Brasileira; (2) Centro-Americana; (3)

Orinocana; (4) Interior e (5)Transicional.
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Extracao, amplificacao e seqlienciamento

O DNA de Z. indianus e Z. sepsoides foi extraido de individuos mantidos
em cultura no Laboratério de Drosophila da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul — UFRGS. A extracdo de DNA gendmico total foi feita seguindo o protocolo
modificado de Miller & Capy (2004) para extracdo de DNA de um individuo. O
protocolo consiste basicamente em macerar uma mosca, previamente congelada
em nitrogénio liquido, em 100 ul tampéo de lise (10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM
EDTA pH 8, SDS 10%) e efetuar a lise celular em banho-maria a 65°C por 1 hora.
Apds, as proteinas sao digeridas com proteinase K em banho-maria a 37°C por 1
hora. A carga negativa do DNA é neutralizada com acetato de potassio (8M). Os
acidos nucléicos sao separados fisicamente por centrifugagcdo e proteinas
residuais sao separadas com o uso de fenol-cloroférmio e cloroférmio. O DNA e o
RNA sao precipitados em isopropanol e apos ressuspendidos em H20 ultrapura.
O RNA é digerido com RNAse em banho-maria a 37°C por 1 hora. As
amplificacbes foram feitas com os primers especificos zPer (F- 5
AGTAAGAGTTCGACCGAGACG 3’) e zPer (R- 5 ACGATTCGGTCAGGGTGA
3’), desenhados a partir da sequéncia parcial do gene period de Zaprionus
tuberculatus, no programa primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) depositada no
GenBank (numero de acesso U11809). Para a amplificagcdo pela PCR, o volume
da reacao foi de 25 ul, consistindo de aproximadamente 50 ng de DNA génomico,
1 uM de cada primer (IDT), metade de 2XPCR-Mix 1,5 mM MgCI2 (LGC) e o
restante de agua ultrapura. As condi¢cdes de amplificagdo para a combinacao zPer
F e zPer R foram: 2 min a 94C®, seguido de 35 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 58°C,
1 min e 30 s a 72°C e por fim um ciclo de 6 min a 72°C. O fragmento gerado foi
visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de
etidio, em luz ultravioleta.

As sequéncias foram obtidas por seqlenciamento direto do produto da
PCR purificado com o Kit Clean-Up with Wizard SV for Gel and PCR (Promega),
conforme recomendagdes para o sequienciamento (6 ul do produto de PCR; 0,33
pl (1u/ pl) da enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase); 0,33 ul (10u/ pl) da

enzima EXO | (exonuclease |) e 0,34 pl de agua ultrapura para um volume final de
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7 ul). O termociclador foi programado para a purificacao nas seguintes condigdes:
15 min/ 37°C seguido de 15 min/ 80°C. Cada espécime teve dois produtos de
PCR independentes purificados e sequenciados com o primer senso (zPer F), no
seqlenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer da Applied
Biosystems, com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems).

A qualidade das sequéncias foi verificada no programa Chromas 2.33
(http://www.technelysium.com.au), e suas identidades confirmadas pelo BlastN
(NCBI site). O alinhamento das sequéncias foi realizado no software Clustal X
(Thompson et al., 1997) com posterior edicdo no software BioEdit 5.0.9 (Hall,
1999). A sequéncia consenso, utilizada nas analises, foi determinada com base
em dois sequenciamentos independentes a partir dos produtos de PCRs

purificados.

Anadlise molecular e reconstrucao filogenética

As sequéncias de nucleotideos de todas as espécies foram inicialmente
traduzidas para aminoacidos no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)
considerando o cédigo genético universal. As seqliéncias de aminoacidos foram
alinhadas automaticamente no programa Clustal X (Thompson et al., 1997)
seguido da edicao manual no BioEdit5.0.9 (Hall, 1999).

A reconstrucé@o filogenética foi realizada através de dois métodos: (1)
Maxima Verossimilhangca executada no programa PHYML 2.4.4 (Guindon &
Gascuel, 2003), incorporando o modelo GTR+I+G proposto pelo teste Akaike
information criterion (AIC) (Akaike, 1974) executado no programa ModelTest
(Posada & Crandall, 1998), e pela (2) Maxima Parsim6nia com o programa PAUP
4.0b10* (Swofford, 2003), com busca heuristica, rearranjo dos ramos (branch
swapping) e os gaps tratados como um 5¢ estado de carater. O suporte estatistico

foi obtido por 1000 replicacdes de bootstrap (Felsenstein, 1985).
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Resultados e Discussao

A figura 1 apresenta o alinhamento das sequéncias de aminoacidos
correspondentes a regido homéloga de Thr-Gly de D. melanogaster e regides
flanqueadoras do gene per das 21 espécies analisadas. Aproximadamente 130
aminoacidos foram subdivididos em cinco regides, sendo trés conservadas e duas
variaveis. Na regidao variavel 2 (V2), no subgrupo de D. melanogaster é
encontrada a repeticdo Thr-Gly. O numero de repeticdes deste dipeptideos é
variavel entre as espécies avaliadas, sendo o minimo de 24 em D. erecta a 42 em
D. melanogaster. Nesta mesma regido, encontramos sinapomorfias para cada um
dos subgrupos dos subgéneros Sophophora e Drosophila, destacado em preto na
figura 1. As trés espécies do género Zaprionus também apresentam uma
sinapomorfia de 14 aminodcidos nesta regido variavel (GGASGGVGAVGVAANA).
Upstream a esta seqUéncia o género divide uma apomorfia de 8 aminoacidos
(TSGGGNSA) com o subgrupo immigrans do subgénero Drosophila. Esta mesma
seqléncia difere somente em uma mudang¢a de uma glicina por acido glutamico
(G - E), no quinto aminoacido, nas espécies do subgrupo virilis de Drosophila.

Na regidao conservada dois (C2), na posicdo 85 as espécies do género
Zaprionus compartilham uma argenina (R) com todas as espécies dos grupos
immigrans, virilis e com Hirtodrosophila pictiventris, destacado em cinza (Figura
1). Nesta mesma posi¢do, o aminoacido mais freqliente nas demais espécies é
uma histidina (H) seguida de ocorréncias unicas de leucina (L) em D. grimshawi e
uma asparagina (N) em Musca domestica.

Também, chama a atencao uma seqiéncia de 17 aminoacidos na regiao
variavel um (V1) que sbé é encontrada nas espécies do subgrupo melanogaster
(PPEPRGTCVSGASGPMS) (Figura 1).
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10 20 30 40 66 76 86 96 122 130

Z.indianus : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKL ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVTINTSNAG TG TSGGGNSAGGASGGVGAVGVAANA (5) TLTESLLN
Z.tuberculatus : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKL ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVHGF EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG TSGGGNSAGGASGGVGAVGVAANA (5) TLTESLLN
Z.sepsoides : SKSSTETPXS YNQLNYNENL XRFEFNSKPVT APVELDPPKL ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVTINTSNAG TG TSGGGNSAGGASGGVGAVGVAXNA (5) TLTESLLN
D.albomicans : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVTNTSNAG TG TSGGGNSA 2 (3) TLTESLLN
D.nasuta : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGF EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG TSGGGNSA (3) TLTESLLN
D.pulaua : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVTNTSNAG TG TSGGGNSA (3) TLTESLLN
D.sulfurigaster : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGF EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG TSGGGNSA (3) TLTESLLN
D.kepulauana : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVTNTSNAG TG TSGGGNSA (3) TLTESLLN
D.pallidifrons : SKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTVSPVHGF EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG TSGGGNSA (3) TLTESLLN
D.virilis : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LREFEFNSKPVT APVDTDPPKM DSSYVSSA-R--EDA---LSPVHGEF EGSGGSGSSG NLTTASNVRM SSVINTSNTG TG TSGGENSA (6) TLTESLLN
D.littoralis : SKSSIETPPS YNQLNYNENL LREFEFNSKPVT APLENDPPKL ESSYVGSA-R--EDA---LSPVHGEF EGSGGSGSSG NLTTASNVRM SSVINTSNTG TG TSGGENSAE (6) TLTESLLN
D.americana : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LREFFNSKPVT APVDTDPPKL DSSYVSSA-R--EDA---LSPVHGEF EGSGGSGSSG NLTTASNVRM SSVTINTSNTG TG (6) TLTESLLN
D.mojavensis : SKRSTETPPT YNRLNYNENL LREFFNSKPVT APVELDPPKL ESSYMSSA-R--EDARSTLSPVHGE EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG TSAGDNSAGGNGSGNSNSAPA (3) TLTESLLN
D.pictiventris : SKSSTETPLS YNQLNYKENL QRFFNSKPVT APTQLDPVNR DSSYASTS-R--EDACSAISPDHGG ECSGGSGSSG NCTTNSNIRM SSFTNTSITG TG TSGCGNSGGKLSESGPVEVGGAAA (19) TLTESLLN
D.grimshawi : SKSSTETPPS YNQLNYKENL QRFEFNSKPVT APTELDPLKA DSSYASRS-R--EDARSAISPDHGG ECSGGSGSSG NCTTNSNILM SSEFTNTSNTG TG TSGCGNSGGKLSGSGAVAVGGAGA (19) TLTESLLN
D.willistoni : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LREFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGE EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG T SGTGNEjeplelelelelelerAD exNersie; (3) TLTESLLN
D.paulistoruml : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.paulistorum? : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.paulistorum3 : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGFEF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.paulistorum4 : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.paulistorum5 : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGFEF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.equinoxialis : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGFEF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG TLTESLLN
D.pavlovskiana : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGFEF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.tropicalis : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG 3 TLTESLLN
D.insularis : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R-GEDARSTLSPVQGFEF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG TLTESLLN
D.nebulosa : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG (3) TLTESLLN
D.capricorni : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV EPSYVSSA-R--EDAHRTLSPVQGF EGSGGTGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG TLTESLLN
D.sucinea : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV EPSYVSSA-R--EDARSTLSPVQGF EGSGGTGSSG NFTTGSNLHM SSVINTSNAG TG < 5 TLTESLLN
D.saltans : SSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVEADPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVQGF EGSGGSGSSG NFTTGSNIHM SSVINTSNAG TG TSGTGNSGGG—SGGGTGPGSGAL TLTESLLN
D.sturtevanti : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKV ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVQGC EGSGGSGSSG NFTTGSNIHM SSVINTSNAG TG TSGTGNSGGGGGSGGCTGPGSGAT TLTESLLN
D.pseudoobscura : SKSSIETPPS YNQLNYNENL LREFFNSKPVT APVEVDPPKV GSSDVSST-R--EDARSTLSPLNGF EGSGASGSSG HLTSGSNIHM SSATNTSNAG TG (209) SLTESLLN
D.melanogaster : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LREFFNSKPVT APAELDPPKT EGSGGSGSSG NFTTASNIHM SSVINTSIAG TG TG (n42) (25) TLTESLLN
D.sechellia : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APAELDPPKT EGSGGSGSSG NFTTASNIHM SSVINTSIAG TG TG (n4l) (22) TLTESLLN
D.yakuba : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APAELDPPKT EGSGGSGSSG NFTTASNIHM SSVINTSIAG TG TG(n31) (27) TLTESLLN
D.erecta : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APPELDPPKT GGSGGSGSSG NFTTASNIHM SSVINTSIAG TG TG (n24) (46) TLTESL
D.santomea : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LREFNSKPVT APAELDPPKT ’MS EGSGGSGSSG NFTTASNIHM SSVINTSIAG TG TG (n30) (27) TLTESLLN
H.pictiventris : SKSSTETPPS YNQLNYNENL LRFFNSKPVT APVELDPPKG ESSYVSSA-R--EDARSTLSPVHGF EGSGGSGSSG NFTTGSNVRM SSVINTSNAG TG (21) TLTESLLN
A.obliqua : SKSSTETPPS YNQLNYNENL QRFFNSKPVT APVEDDPMKN EKSYSISA---—- DARNTLSPVQCF EGSGGSGSSG NFTSGSNIHM SSIANTSNTG TS (7) TLTESLLN
A.fraterculus : SKSSTETPPS YNQLNYNENL QRFFNSKPVT APVEDDPMKN EKSYSISA---—--DARNTLSPVQCF EGSGGSGSSG NFTSGSNIHM SSIANTSNTG TS (7) TLTESLLN
Musca domestica : SKSSIETPPS YNQLNYNENL QRFEFNSKPVT APVETDPIKM EQSYSTPA NTGSNLSPMQCF EDSGGSGSSR NCTSGSNLNM GSVINTSNTG TG (9) TLTESLLN

Consenso sksstetpps ynglnynenl qrffnSKPVT APvelDPpkv essyvssacrsgedarstlspvhgf egSGGsGSSg NfTtgsnlhm sSvtNTSnaG Tg tLTESLln

— c1 —— — — c2 —] V2 —F c3

Figura 1 — Alinhamento das seqliéncias de aminoacidos do gene per correspondentes a regidao da repeticdo Thr-Gly de Drosophila melanogaster. As regides com a
maioria das posigdes conservadas (C1, C2 e C3) e aquelas com maior variagdo entre as espécies (V1 e V2), sdo delimitadas abaixo do alinhamento. As seqiiéncias
marcadas com fundo preto e tons de cinza representam provaveis sinapomorfias e apomorfias de determinados grupos. Destaque para a seqliéncia em negrito e
sublinhado presente somente nas trés espécies do género Zaprionus. Em parénteses esta indicado o nimero de aminoacidos ndao mostrados. Na regido V2 também
estd indicado entre parénteses o nimero de repeticdes TG nas espécies que ha apresentam.



62

Foram encontrados os mesmos 16 diferentes aminoécidos nas trés
espécies do género Zaprionus, sendo que apenas 3 aminoacidos (serina, glicina e
treonina) representam 42,5% da composicdo das sequéncias. J& em relagdo a
nucleotideos o conteudo médio de G+C é maior (58,5%) do que de A+T (41,5%),
com Z. indianus tendo mais citocinas (29,7%) do que Z. tuberculatus (25,5%) e Z.
sepsoides (25,2%) e menos timinas (19,5; 22,4 e 21,9%, respectivamente).

Para a reconstrucdo filogenética foram usadas apenas as sequéncias
nucleotidicas das regides conservadas (C1, C2 e C3) e variaveis (V1 e V2) (Figura
1). No caso da variavel 2, utilizou-se duas estratégias para as reconstrucdes
filogenéticas: (1) retira-las devido a dificuldade no alinhamento; (2) incluir as
seqliéncias nucleotidicas de acordo com o alinhamentos apresentado na Figura 1,
sem a repeticdo Try-Gly caracteristicas do subgrupo melanogaster, incluindo uma
trinca de aminoacidos comum as espécies (glicina-glicina-treonina), antes do inicio
da repeticdo Try-Gly (ndo mostrado na figura 1). D. pseudoobuscura também
apresenta uma regiao toda particular, contendo 209 aminoacidos. Assim, utilizou-
se somente a primeira trinca de aminoacidos (glicina - treonina - glicina) que
alinham com as espécies do subgrupo melanogaster. Os resultados apresentados
a sequir representam a segunda abordagem que apresentou maiores suportes de
bootstrap nos noés de cada clado mantendo a mesma topologia recuperada na
primeira estratégia.

As arvores filogenéticas resultantes dos dois métodos, maxima
verossimilhanga (MV) e maxima parciménia (MP), mostraram que em sua maioria
0S grupos sao muito bem suportados (>70% de bootstrap), contudo, a relagcado do
género Zaprionus com 0s subgéneros € incerta.

A figura 2 apresenta as relagdes filogenéticas recuperadas na maxima
verossimilhanca utilizando o modelo proposto pelo MrModelTest (GTR+I+G),
propor¢cédo de sitios invariaveis (I= 0,1237), distribuicdo de gama (0,497) com um
escore de (-Ln 3008.82568). As trés espécies de Zaprionus aparecem formando
um clado bem suportado (93%), que diverge juntamente com o clado formado
pelas espécies dos grupos immigrans, virilis € repleta, todos pertencentes ao
subgénero Drosophila e juntamente com Hirtodrosophila pictiventris, a partir do
subgénero Sophophora.

A figura 3 apresenta a arvore mais parcimoniosa recuperada pela hipétese

filogenética da maxima parciménia com 1118 passos de comprimento. Entre os
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438 sitios analisados, 332 sao variaveis, sendo 175 informativos para a analise de
parcimdnia. O indice de consisténcia (Cl), considerando os sitios informativos, foi
de 0,584 com um indice de homoplasia (HI) de 0,416 e de retenc&o (RI) de 0,812.
Novamente, as monofilias dos grupos estdo bem suportadas (> 70%), contudo, as
relagdes entre estes e 0 género Zaprionus nao sao resolvidas. As trés espécies de
Zaprionus formam um grupo monofilético consistente (99%), contudo, ha uma
politomia com espécies dos grupos willistoni e saltans bem suportados (90%) e
com as duas espécies de Drosophilas havaianas analisadas.

As sequéncias restritas a determinadas espécies proximas podem
representar sinapomorfias, resultantes de ancestralidade comum, ou homoplasias.
Contudo, visto o numero de aminoacidos e espécies que compartilham os
caracteres descritos, estes provavelmente representam uma heranga por
ancestralidade e ndo uma convergéncia evolutiva.

Sendo assim, mesmo havendo incongruéncias nas reconstrucdes
filogenéticas nos diferentes métodos, da mesma forma que os sinais de
sinapomorfia (figura 1) encontrados na regiao variavel (V2) nas espécies do grupo
willistoni, resultantes de uma histéria evolutiva comum, as sinapomorfias
compartilhados pelos grupos imigrans, virilis, repleta e nas espécies do género
Zaprionus, provavelmente representem uma proximidade filogenética maior entre
eles do que com as demais espécies analisadas.

A nao recuperacgao filogenética dos subgéneros Sophophora e Drosophila
nas duas reconstrugdes, pode ser devido a caracteristicas do marcador uttilizado,
como tamanho limitado ou peculariedades do préprio gene. Russo et al. (1995)
argumentam sobre esta possibilidade quando avaliam as relagdes filogenéticas de
espécies de drosofilideos utlizando como marcador molecular o gene da alcool
desidrogenase (Adh). Porém, o posicionamento de Zaprionus como clado irmao do
agrupamento formado pelos grupos immigrans, virilis e repleta, em uma das
arvores, reforca a idéia que Zaprionus divergiu depois da formagcdo dos dois
subgéneros do género Drosophila. Zaprionus sendo um dos primeiros grupos a
divergir do subgrupo Sophophora é recorrente na literatura (Tatarenkov et al.,
1999; Kwiatowski & Ayala, 1999), sendo que Throckmorton (1975) apresenta que
Zaprionus faria parte da radiagdo immigrans-Hirtodrosophila do subgénero

Drosophila.
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As monofilias dos subgéneros Sophophora e Drosophila nao foram
recuperadas, sendo que a primeira € sustentada (Da Lage et al., 2007), enquanto
gue a segunda é contestada (Da Lage et al., 2007; Yassin et al., 2008), pois, todas
as andlises apontam para uma parafilia no subgénero Drosophila. A monofilia do
género Zaprionus foi recuperada recentemente em um extenso trabalho que
incorporou espécies do subgénero Anaprionus e espécies e subgrupos do
subgénero Zaprionus (Yassin et al., 2008).
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Figura 2 — Relagobes filogenéticas entre 21 espécies do subgénero Sophophora, 12 do subgénero
Drosophila, do género Drosophila, 3 espécies do género Zaprionus e uma do género
Hirtodrosophila, recuperadas a partir de uma sequéncia de ~430 pb do gene per, usando a
Maxima Verossimilhanca (GTR+l; I= 0,1237 gama= 0,497). Os valores apresentados nos ramos
representam o suporte de bootstrap com 1000 replicagbes para cada um dos clados. Os clados
sem os valores de suporte apresentaram bootstrap igual ou menor do que 50%.
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Capitulo 4

UM FRAGMENTO DO GENE period REVELA DOIS
HAPLOTIPOS COMPARTILHADOS ENTRE CINCO
POPULACOES SUL-AMERICANAS DA MOSCA INVASORA
Zaprionus indianus

Artigo a ser submetido como Short Communication segundo orientagdes da

revista Genetics and Molecular Biology.
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Um fragmento do gene period revela dois haplétipos
compartilhados entre cinco populagdes sul-americanas da
mosca invasora Zaprionus indianus

Mério Josias Miiller', Munique Pereira Mendonga?, Victor Hugo Valiati® & Vera
Lucia da Silva Valente'

" Laboratério de Drosophila, Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.
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Resumo

Nesta comunicacdo nds apresentamos os resultados do primeiro estudo
populacional usando um marcador molecular nuclear para o drosofilideo invasor do
continente americano Zaprionus indianus. Nés seqlenciamos 327 pb do gene
period de Z. indianus, mais especificamente a regido homoéloga a repeticao Thr-Gly
de Drosophila melanogaster. Esta espécie, assim como Zaprionus tuberculatus,
nao apresenta a repeticdo do dipeptidio Thr-Gly. Foram sequlenciados individuos
descendentes de quatro populagbes geograficas da América do Sul. Foram
encontrados dois haplétipos que diferem por quatro mutacées pontuais, todas
silenciosas, sendo estes compartilhados entre as quatro populagdes amostradas.
Apenas na amostra descendente da populacdo da cidade de Posadas na
Argentina, foi achado freqiéncia desigual entre os haplétipos. Como Z. indianus foi
introduzido muito recentemente no continente sul-americano, este achado sugere
que os dois haplétipos estavam presentes na populagdo fundadora e que
haplotipos intermediarios a estes dois ou ja tenham desaparecido ou ainda se

encontram presentes nas populacdes africanas.

Palavras chave: period, repeticdo Thr-Gly, haplétipos, Zaprionus indianus.

Enviar correspondéncia para Mério Josias Miiller, Departamento de Genética do Instituto de
Biociéncias da UFRGS. Caixa Postal 15053, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:
josias_bio@yahoo.com.br



72

O gene nuclear period (per) codifica a proteina PERIOD, um cofator de
transcricao envolvida em interacdes proteina-proteina com TIMELESS que levam a
auto-regulacdo negativa da transcricdo dos genes period e timeless no reldgio
biologico e determina em Drosophila os ritmos circadiano (24h), infradiano (>24h) e
ultradiano (<24h) (Dunlap, 1999; Benito et al., 2007) A regido deste gene que
codifica uma repeticao do dipeptidio treonina-glicina (Thr-Gly; Jackson et al., 1986;
Citri et al.,1987), tem chamado atengdo para sua alta variabilidade em termos do
nuamero de repeticbes encontradas em diferentes espécies do género Drosophila
(Peixoto et al., 1993) e outros insetos (Nielsen et al., 1994).

Em termos funcionais, experimentos de transformagdo em D. melanogaster
demonstraram que o gene period, contendo a repeticdo Thr-Gly e regides
flaqueadoras de D. simulans, modificaram o intervalo interpulso (IPl), um
importante carater espécie-especifico do som de corte dos machos, fazendo com
que o som de corte de D. melanogaster fica-se parecido com o de D. simulans
(Wheeler et al., 1991).

Outra funcao relatada para a repeticao Thr-Gly é o envolvimento no sistema
de termoestabilidade do comportamento circadiano (Ewer et al., 1990), que é
refletida na estruturacdo de populacbes naturais para alelos de comprimento da
repeticao (Kyriacou et al., 1996). Clina latitudinal foi encontrada em populagbes da
Europa e norte da Africa (Costa et al., 1992) e mais recentemente na Austrélia
(Sawyer et al., 2006) para este marcador.

Distribuicdbes em clina sdo encontradas para marcadores moleculares e
morfolégicos em diversas espécies de drosofilideos. Um exemplo disso é o da
espécie Zaprionus indianus (Gupta 1970), que invadiu a América do Sul, a partir do
Brasil, a pouco mais de uma década (Vilela, 1999) e se dispersou rapidamente pelo
continente (Castro & Valente, 2001; De Toni et al., 2001; Gofi et al., 2001; Santos
et al., 2003; Tidon et al., 2003; Culik, 2004; Kato, 2004; Lavagnino, 2008). No
continente africano, de onde é nativa, foi encontrada clina para tamanho do corpo,
enquanto que nas populacdes da india, uma invasdo mais antiga de Z. indianus
(Throckmorton 1975), além do tamanho corporal, foi encontrada clinas para loci de
aloenzimas (Parkash & Yadav, 1993).

Na América do Sul ainda nao foi detectada estruturacdo das populacdes
para alguns marcadores morfolégicos (David et al., 2006) e moleculares (Mattos

Machado et al., 2005), provavelmente devido ao pouco tempo decorrido desde sua
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chegada. Entretanto, é fundamental a analise de outros marcadores para
caracterizar o status genético inicial das populacées colonizadoras e para
responder as perguntas acerca da invasdo, como, por exemplo, o numero de
entradas, tamanho da populacdo fundadora e niveis de variabilidade genética
(Araripe, 2005).

Devido a importancia funcional e evolutiva da regiao de repeticao de Thr-Gly
do gene period, ela se torna um marcador nuclear interessante para estudos em
outras espécies de drosofilideos.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente populagdes de
Zaprionus indianus utilizando-se de um fragmento de 327 pb homdlogo a regido de

repeticao Thr-Gly do gene period de Drosophila melanogaster.

Foram utilizadas amostras de cinco populacbes geograficas de Z. indianus
coletadas entre os anos de 2007 e 2008 (Figura 1). Posadas na Provincia de
Misiones na Argentina (27° 23’ 00,31 “S — 55° 53’ 04,95” W), Quarai no Estado do
Rio grande do Sul (302 20’ 41” S — 56° 27°13” W), Valinhos no Estado de Sao Paulo
Valinhos no Estado de Sao Paulo (22° 58’ 14,21” S — 46° 52’ 24” W), Recife no
Estado de Pernambuco (8° 3’ 15,4” S — 34° 52’ 54,6” W) e Sao Jodo do Cariri no
estado da Paraiba (7¢ 23 27,1 S — 36° 32’ 1,61” W) (Brasil). As moscas foram
mantidas em meio de cultura contendo fermento em camara de cultivo com

fotoperiodo 12h luz/escuro a temperatura de 25°C +2.
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Figura 1 - Mapa com a
localizagdo geografica dos locais
de coleta das amostras de
Zaprionus indianus.

A extragdo de DNA gendmico total foi feita seguindo o protocolo modificado

de Miller & Capy (2004) para extracdo de DNA de um individuo. O protocolo

consiste basicamente em macerar uma mosca, previamente congelada em
nitrogénio liquido, em 100 ul tampéao de lise (10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA

pH 8, SDS 10%) e efetuar a lise celular em banho-maria a 65°C por 1 hora. Apoés,

as proteinas sao digeridas com proteinase K em banho-maria a 37°C por 1 hora. A

carga negativa do DNA é neutralizada com acetato de potassio (8M). Os acidos

nucléicos sao separados fisicamente por centrifugacao e proteinas residuais sao

separadas com o uso de fenol-cloroférmio e cloroformio. O DNA e o RNA séo

precipitados em isopropanol e apds ressuspendidos em H20 ultrapura. O RNA é

digerido com RNAse em banho-maria a 37°C por 1 hora.
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As amplificacées foram feitas com os primers especificos zPer (F- 5
AGTAAGAGTTCGACCGAGACG 3) e zPer (R- 5 ACGATTCGGTCAGGGTGA 3)),
desenhados a partir da sequiéncia parcial do gene period de Zaprionus tuberculatus
depositada no GenBank (numero de acesso U11809). Para a amplificagdo pela
PCR, o volume da reacgéo foi de 25 ul, consistindo de aproximadamente 50 ng de
DNA gen6mico, 1 uM de cada primer (IDT), metade de 2XPCR-Mix 1,5 mM MgCI2
(LGC) e o restante de agua ultrapura. As condi¢coes de amplificacdo: 2 min a 94C?,
seguido de 35 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 58°C, 1 min e 30 s a 72°C e por fim um
ciclo de 6 min a 72°C.

As sequéncias foram obtidas por seqiienciamento direto do produto da PCR
purificado com o Kit Clean-Up with Wizard SV for Gel and PCR (Promega),
conforme recomendagdes para o sequenciamento (6 pl do produto de PCR; 0,33 pl
(1u/ pl) da enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase); 0,33 ul (10u/ pl) da enzima
EXO I (exonuclease |) e 0,34 ul de 4gua ultrapura para um volume final de 7 pl). O
termociclador foi programado para a purificagdo nas seguintes condi¢des: 15 min/
37°C seguido de 15 min/ 80°C. O produto da PCR purificado foi seqlienciado, pelo
menos em dois sequenciamentos diferentes, de PCRs independentes, para cada
espécime amostrado, somente com o primer senso (zPer F), no sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer da Applied Biosystems, com BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems), resultando nas
seqliéncias consensos, utilizada nas analises.

A qualidade do sequienciamento foi verificada no programa Chromas 2.33
(http://www.technelysium.com.au), enquanto que a identidade das seqiéncias foi
confirmada utilizando-se o BlastN (NCBI site). As sequiéncias foram posteriormente
alinhadas no software Clustal X (Thompson et al., 1997) e editadas no software
BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999), para cada um dos espécimes de cada uma das
populacdes. A traducédo foi feita no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007)
considerando o cédigo genético universal.

AMOVAs (Andlise de Variancia Molecular) (Excoffier et al., 1992), foram
realizadas a fim de determinar o percentual da variabilidade considerando-se cada
populacdo separadamente e, em seguida, agrupando-as de acordo com suas
denominagdes geopoliticas: Posadas (Argentina) e Quarai (RS) como pertencentes
a regiao Sul; Recife (PE) e Sao Joao do Cariri (PB) como Nordeste e Valinhos (SP)
como regido Sudeste do Brasil, no programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2006). A
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variagdo  genética  foi  hierarquizada entre as populagbes  (Focr)
entre as populagdes, dentro de cada regiao (Fosc), € dentro das populacdes (FdsT).

As estimativas de diversidade haplotipica (hd), nucleotidica (7), sitios
polimérficos, niumero e freqiiéncia dos haplétipos para cada uma das populacdes
foram estimadas usando o programa DnaSP 4.5 (Rozas et al. 2003). Testou-se a
hipdtese de distribuicao aleatéria dos individuos entre pares de populacdes, como
descrito no Raymond & Rousset (1995) e Goudet et al. (1996). Este teste é
analogo ao teste exato de Fisher para uma tabela de contingéncia 2 x 2, utilizando
as frequéncias haplotipicas. Os valores de P e os desvios padrdes foram
estimados com 1000 Cadeias de Markov. O calculo da significancia (0,05 nivel) das
comparagdes de Fst par a par (Weir & Cockerham, 1984; Michalakis & Excoffier,
1996) baseou-se em 1000 permutac¢des da matriz de dados.

Foram analisados 327 pb correspondentes a um fragmento upstream a
regido de repeticdo Thr-Gly de D. melanogaster do gene Per em 32 individuos de 5
populagdes geogréficas. Quatro sitios foram variaveis, 3 transicdes e 1 transversao
todas no terceiro cédon, sinbnimas e informativas para a parsiménia. A traducao
da seqliéncia nucleotidica revelou que, assim como Z. tuberculatus, Z. indianus
nao apresenta a repeticao do dipeptidio Thr-Gly encontrada em outras espécies da
familia Drosophilidae. Somente dois haplétipos (1_ACTC e 2_GACT), com as
substituicbes de bases nas posicoes 87, 195, 270 e 285, foram encontrados sendo
0os mesmos compartilhados em todas as populagdes. As estimativas de diversidade
haplotipica oscilaram entre 0,286 em Posadas na Argentina a 0,667 em Sao Jodo
do Cariri-PB, enquanto a diversidade de nucleotideos entre 0,003 em Posadas na
Argentina a 0,07 em Quarai - RS e Recife — PE (Tabela 1). Entre os 4 individuos de
Valinhos analisados somente o haplétipo 1_ACTC foi encontrado e, entre as
demais populagdes, os dois haplétipos sdo encontrados com freqliiéncias altas
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Medidas de diversidade genética da seqliéncia de 327 pb correspondente ao gene per
de 28 espécimes de Z.indianus de 4 populagdes. Tamanho da amostra (n), haplétipos e freqiéncia
(h %), freqliéncia sitios polimorficos (s), diversidade dos haplétipos (hd) e diversidade de

nucleotideos (7).

Local n h (%) S Hd (£ DP) 7 (+ DP)

Posadas - Argentina 7 1 (85,7) 4 0,286 £ 0,196 0,003 £ 0,002
2(14,3)

Quarai- RS 8 1 (50,0) 4 0,571 £ 0,094 0,007 = 0,001
2 (50,0)

Recife-PE 9 1(44,4) 4 0,556 + 0,090 0,007 + 0,001
2 (55,6)

Sao Joéo do Cariri — PB 4 1 (50,0) 4 0,667 + 0,204 0,005 * 0,002
2 (50,0)

1 (haplétipos — ACTC) 2(haplétipo — GACT).

Os valores de Fst e o teste exato de distribuicao aleatéria dos individuos
entre as populagdes demonstraram que as freqUéncias dos haplétipos ndo estao

igualmente distribuidas e que ha estruturacao populacional (Tabela 2).



Tabela 2 - Valores de Fsr par a par (Weir & Cockerman, 1984) (diagonal abaixo) e o teste exato de distribuicao
aleatéria dos individuos entre pares de populagdes (Raymond & Rousset, 1995; Goudet et al. 1996) (diagonal

acima) entre as 5 populagdes de Zaprionus indianus.

Populagdes 1 2

3

4

1. Recife — PE - 0,0039 * 0,001

2. Sdo0 Jodo do Cariri— PB  0,40411 -

3. Posadas — Argentina 0,56646 0,56974
4. Quarai — RS 0,43681 0,39241
5. Valinhos — SP 0,62733 0,66667

0,0000 * 0,0000

0,0038 +0,0017

0,56403

0,66667

0,0001 + 0,0001

0,0094 + 0,0017

0,0001 + 0,0001

0,62791

0,0032 £+ 0,0011

0,02680 + 0,0021

0.00235 + 0,0007

0.00625 +0,0013

* Todas as diferengas sao estatisticamente significantes
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A andlise de variancia molecular (AMOVA), considerando-se a populacao de
Sao Joado do Cariri — PB e Recife — PE como representantes da regido Nordeste do
Brasil, Valinhos — SP da Sudeste e Quarai — RS mais Posadas na Argentina,
distante aproximadamente 340 km desta ultima, como populacdes representantes
da regido Sul, demonstrou que esta estruturagcdo e os maiores percentuais de
variabilidade genética estariam entre as regiées Sul, Sudeste e Nordeste (Fosc =
0,52876; P= 0,0000) ou dentro das populacbes de cada uma das regides (Fost =
0,55858; P= 0,22678) e nao entre as populacdes (Foct = 0,06391; P= 0,34409)
(Tabela 3).

A AMOVA considerando as informagbes dos 327 pb de nucleotideos
avaliados ndo demonstrou haver nenhuma estruturacdo da variabilidade genética
em todos os niveis hierarquicos: entre as populagdes (Fdcr = 0,09409; P=
0,34409); entre as regides Sul, Sudeste e Nordeste (Fosc = 0,01162; P= 0,29423)
ou dentro das populagdes (Fost = 0,10461; P= 0,22678), onde foram observados
0s maiores percentuais (89,54%) da variabilidade genética (Tabela 4).

A existéncia de dois haplétipos com 4 diferentes mutagcdbes comum em 4 das
5 populagbes analisadas sugere que estes representem os fundadores ou 0s mais
freqUentes haplo6tipos entre os individuos que colonizaram a América do Sul. O nao
registro na amostra de Valinhos - SP, historicamente o local de uma infestagcao na
plantacdo de figo durante as safras de 1998 e 1999 (Vilela et al., 2001), pode
simplesmente ser devido ao numero amostral. Apesar de apresentarem diferencas
nas frequiéncias dos haplotipos e estas serem responsaveis pela estruturacao por
regides, o compartilhamento dos mesmos haplétipos entre as populagdes além de
aponta-los como fundadores pode ser um indicativo de uma rpida expansao
geografica de individuos muito similares geneticamente. Uma simples entrada com
subsequente expanséo de Z. indianus no continente sul-americano ja foi apontada
por Machado et al. (2005) e Galego et al. (2007) usando marcadores

isoenzimaticos e por David et al. (2006) utilizando marcadores morfolégicos.



Tabela 3 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as 5 populacoes, das 3 regides brasileiras de

Z. indianus, com base na freqiiéncia dos haplétipos.

Graude Somade Componente Porcentagem Flo
Fonte de Variagdo Liberdade Quadrado de Variancia  de Variagao estatistica P
Entre as populagdes 2 4,091 0,03262 6,39 Focr = 0,06391  P=0,12903
Entre as populagdes 2 3,736 0,25265 49,50 Fosc = 0,52876  P=0,00000
dentro dos grupos
(regides)
Dentro das 27 6,079 0,22516 44,11 Fosr = 0,55888  P=0,00000
populagdes
Total 31 13,906 0,51043
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Tabela 4 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as 5 populacées, das 3 regides brasileiras
de Z. indianus, com base em 327 pb correspondentes ao gene period.

Graude Somade Componente Porcentagem Fid
Fonte de Variagdo Liberdade Quadrado de Variancia de Variagdo estatistica P
Entre as populagdes 2 3,744 0,09464 9,41 Focr = 0,09409  P=0,34409
Entre as populagdes 2 1,939 0,01058 1,05 Fosc =0,01162  P=0,29423
dentro dos grupos
(regides)
Dentro das 27 24,317 0,90065 89,54 Fost = 0,10461  P=0,22678
populagdes

Total 31 30,000 1,00588
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Discussao Geral, Conclusoes e Perspectivas

A introdugédo da mosca africana Zaprionus indianus no Brasil (Vilela, 1999)
e sua rapida dispersao geografica pelo continente (Castro & Valente, 2001; De Toni
et al., 2001; Gorii et al., 2001; Santos et al., 2003; Tidon et al., 2003; Ledo & Tidon,
2004; Culik, 2004; Kato, 2004; Machado et al., 2005; Lavagnino, 2008) levaram a
comunidade de drosofilistas brasileira e de paises vizinhos, como Uruguai e
Argentina, ao estudo de diversos aspectos desta espécie, como morfologia,
fisiologia, genética e ecologia, visando entender o sucesso desta espécie invasora.
Contudo um aspecto que ainda n&o havia sido considerado é o do comportamento
de corte de Z. indianus.

O comportamento sexual e suas bases genéticas sado assuntos
extensamente estudados em diversas espécies de Drosophila deste a segunda
metade do século XX e as contribuicbes destes trabalhos dao conta de
comportamentos elaborados, sons de corte altamente variados entre as espécies e
um background genético complexo.

Fazendo uso entdo dos conceitos, metodologias e técnicas ja consagradas
nesta area, foi descrito o comportamento de corte de Z. indianus, dando énfase
para a analise do som de corte (capitulo 2), caracterizado um fragmento do gene
period (per) implicado no controle dos ciclos no som de corte em Drosophila, e seu
posterior uso em reconstrucao filogenética (capitulo 3) e, utilizado esse fragmento
como marcador molecular na caracterizagdo genética de populagdes colonizadoras
de Z. indianus (capitulo 4).

Os resultados do estudo do comportamento sexual mostraram que Z
indianus, na comparagao com outras espécies do género Drosophila, apresenta um
ritual de corte simplificado, com baixas laténcias de corte e cépula e um som de
corte do macho também muito simples, formado apenas por pulsos monociclicos.
Essas caracteristicas podem compor uma estratégia muito interessante para uma
espécie invasora. A velocidade de cruzamento é um importante componente do
fitness em Drosophila (Parsons, 1974) e a selecdo por fémeas menos
discriminatérias em um novo ambiente tém maior possibilidade de acasalar e
deixar prole (Kaneshiro, 1988), podendo assim representar um fator fundamental

para o estale cimento de populagcdes invasoras e sua rapida dispersao.
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Em relagdo ao som de corte do macho, foram encontradas diferencas
interpopulacionais, estatisticamente significativas, na freqiéncia fundamental
intrapulso, sendo este o primeiro registro de adaptacdo comportamental nesta
espécie na regidao neotropical. J& o intervalo interpulso (IPl) ndo apresentou
diferenciagcéo entre as trés populag¢des estudadas. Z. indianus se encontra a pouco
mais de uma década no continente sul-americano e esse tempo pode néo ter sido
suficiente para a diferenciagéo do IPI entre as populagdes geograficas da América
do Sul. Contudo, ainda € preciso analisar 0 som de corte de populagdes nativas e
avaliar outras caracteristicas do sinal, como comprimento da sequéncia, para
verificar se ndo houve diferenciagéo.

As diferengas nas freqliéncias intrapulso podem ter se estruturado devido a
escolha das fémeas por machos com freqtiéncias maiores, como foi registrado em
Drosophila montana (Aspi & Hoikkala, 1995). Os machos com genétipos que
conferem a capacidade de produzir freqiiéncias mais elevadas podem estar sendo
selecionados, contudo como as populagdes amostradas se encontram em locais
com diferentes faixas de temperatura, e essa tem grande influéncia tanto sobre o
IPI quanto sobre a frequéncia, a frequéncia selecionada é diferente em cada
ambiente.

Quanto ao fragmento amplificado do gene period, o sequenciamento
revelou que tanto Z. indianus quanto Z. sepsoides nao apresentam a repeticdo Thr-
Gly, encontrada em algumas espécies de Drosophila, € nenhum dos polimorfismos
detectados, quatro mutagdes em Z. indianus, sdo capazes de alterar o IPI, visto se
tratarem de mutagdes silenciosas.

Na comparagao das sequUéncias de per de Z. indianus e Z. sepsoides com
as sequéncias homdlogas de outras espécies da subfamilia Drosophilinae, foram
encontradas sinapomorfias que se revelaram Uteis na anadlise filogenética para a
recuperacdo dos grupos de Drosophila e da monofilia de Zaprionus. Entretanto,
esse marcador ndo conseguiu estabelecer as relagcbes entre estes grupos ou
recuperar a monofilia dos subgéneros Sophophora e Drosophila. O aumento do
comprimento da seqiéncia do gene per, juntamente com a utilizacdo de outros
métodos de reconstrucdo filogenética poderam contribuir para a definicdo das
relagdes na subfamilia Drosophilinae.

Ja em se tratando dos haplétipos encontrados, o aumento do numero

amostral, no sentido de melhor representar as areas de ocorréncia de Z. indianus,
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podera mostrar se a estruturacdo encontrada em um nivel macro regional é
encontrada também em escalas geograficas menores na América do Sul.

O estudo de varios marcadores em Z. indianus é de grande importancia
para a caracterizacdo do status inicial das populacbes colonizadoras. A
comparagao destes resultados com os de trabalhos futuros poderd detectar a

evolugéo das populagbes no continente sul-americano.
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ANEXO A — Protocolo de extracao de DNA para Zaprionus indianus

. Trie 1 mosca sem &caros;

Adicione 100ul tampao de lise (Tris-HCI 0,1M; EDTA 0,1M; SDS 1%);
Homogeneize a mosca em tampao de lise;

Adicionar 2,5 pul de proteinase;

Deixe 1 hora a 55°C, com eventuais mexidas (a cada 15 minutos);
Coloque o tubo no gelo por 10 minutos;

Adicione 13l de Acetato de Potassio 8M; OBS: misturar bem!

Deixe no gelo por 30 minutos;

Centrifugue 10 minutos (13 RPM);

Retire o sobrenadante, com cuidado para nao sugar a camada de lipidios da
superficie e nem o resto do macerado;

Adicione fenol-cloroférmio, cloroférmio e centrifugue 10 minutos;
Recupere o sobrenadante;

Adicione 1 volume de cloroférmio e centrifugue por 10 minutos;
Recupere o sobrenadante;

Acrescente 1 V de isopropanol (100ul);

Deixe a TA por 15 minutos;

Centrifugue 30 minutos;

Descarte o sobrenadante;

Lave 3X com etanol 70%;

Centrifugue 5 minutos (antes de cada centrifugacao, deixar 10 minutos no gelo);
Seque em estufa por 37°C;

Ressuspenda no volume apropriado de TE ou H,O Milli'Q;

23. Aplique 1ul de RNAse e mantenha as amostras em banho-maria a 37°C por 1 hora.
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Reagente Concentracao Volume
H,O - 18,05
Tampdo 1X 2,50
MgCl, 1,5 mM 0,75
dNTP 0,2 mM 0,50
zper F 0,8 pmol 1,00
zper R 0,8 pmol 1,00
Taq 1U 0,20
DNA 50 ng 1,00
Desnaturacao inicial 94 oC 2’
Desnaturagdo 94 oC 407
Anelamento 58 oC 40” 35 ciclos
Extensao 72 oC 1°30”
Extensao final 72 oC 6’
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ANEXO C - Fotografias dos géis de eletroforese

| a1 ]| A2z |[on ]| m |

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose
1% contendo Brometo de Etidio, mostrando
as bandas de DNA total da extragdo de
Zaprionus indianus. Visualizagdo em luz UV.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose
2% contendo Brometo de Etidio, mostrando
as bandas resultantes da amplificagéo pela
PCR do fragmento de aproximadamente 390
pb do gene per de Zaprionus sepsoides e
Zaprionus indianus. Al= Z. sepsoides; A2=
Z. indianus; CN= controle negativo; M=
marcador de peso molecular Ladder 50.
Visualizagdo em luz UV.

750 pb

500 pb

400 pb

250 pb



