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“Mas todo mundo explica

Explica Freud, o padre explica
Krishnamurti ta vendendo a explicacdo na
livraria, que lhe faz a prestagéo

Que tem Platdo que explica,

Que explica tudo tdo bem, vai la que

Que todo mundo, todo mundo explica

O protestante, o alto-falante, o zen-budismo,
O Brahma e o Skol

Capitalismo oculta um cofre de fa, 4, fé,
finalismo

Hare Krishna dando a dica

Enquanto aquele papagaio curupaca implica
E com o carimbo positivo da ciéncia

Que aprova e classifica

O que é que a ciéncia tem?

Tem lapis de calcular

Que é mais que a ciéncia tem?

Borracha pra depois apagar

Vocé ja foi ao espelho, nego?

N&o?

Entao va!”

(Raul Seixas, 1978)
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RESUMO

Inserida na Ordem Diptera, a familia Drosophilidae é composta de
moscas de tamanho pequeno a médio, com ciclo de vida holometabolo,
que se distribuem ao longo do globo, ocupando uma variedade enorme
de nichos. Drosdfilas representam um grupo de grande importancia para
estudos na &rea da genética e evolugdo, principalmente sobre
mecanismos de expressdo génica através da hereditariedade e de
investigacdes sobre padrdes de evolucdo. O subgénero Drosophila
abriga dentro de sua classificagdo o grupo Cardini, e neste encontra-se
Drosophila cardinoides, espécie mais basal no grupo e foco deste
trabalho. Caracteristica da regido neotropical, D. cardinoides foi
coletada em outros trabalhos no sul do Brasil e neles apresentou baixo
polimorfismo de inversdes paracéntricas em relacdo a outros espécies de
seu grupo. As moscas utilizadas nesta pesquisa foram capturadas com
rede sobre iscas de frutas com fermento em bandejas em dois pontos no
mesmo local de coleta, na Caieira da Barra do Sul, area remanescente de
Mata Atlantica. A partir de fémeas selvagens foram estabelecidas 11
isolinhagens, mantidas em meio de cultura e temperatura constante de
17° C. A analise citogenética das laminas feitas a partir das glandulas
salivares das larvas de terceiro estagio das drosdfilas, revelou um
polimorfismo de inversdes maior que o esperado para a espécie, com um
total de 51 novas inversbes descritas. Este resultado aponta para a
importancia da continuacdo dos estudos com essa e outras espécies do
grupo Cardini, demonstrando diferencas nos achados capazes de
preencher o conhecimento ja obtido sobre esses organismos
contribuindo para pesquisas na area da evolucdo, filogenia e genética.

Palavras-chave: Mata Atlantica secundaria; Floriandpolis; grupo
Cardini; citogenética; mapa cromossdmico; drosofilas.
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ABSTRACT

Inserted in the Order Diptera, the family Drosophilidae is composed of
small to medium size flies, with holometabolous life cycle, that are
distributed throughout the globe, occupying a large variety of niches.
Drosophila form a group of great importance for studies in the area of
genetics and evolution, mainly on mechanisms of gene expression
through heredity and research on patterns of evolution. The subgenus
Drosophila has within its classification the Cardini group, and in this
one is the Drosophila cardinoides, species more basal in the group and
are the interests in this work. Characteristic of the neotropical region,
D. cardinoides was collected in other works in the south of Brazil and in
them presented low polymorphism of paracentric inversions in relation
to other species of its group. The flies used in this research were
captured with a net when flying over a tray containing fermented fruits.
The trays are distributed in two points at the same collection site, at
Caieira da Barra do Sul, a remnant area of the Atlantic Forest. From the
wild females, 11 isolinages were established, maintained in culture
medium and constant temperature of 17° C. Cytogenetic analysis of
slides made from the salivary glands of the third instar larvae of the
drosophila showed a higher than expected inversion polymorphism for
the species, with a total of 51 new inversions described. This result
points to the importance of continuing studies with this species and
others from Cardini group, showing differences in the findings capable
of filling the knowledge already obtained about these organisms and
contributes to the research in the area of evolution, phylogeny and
genetics.

Keywords: secondary Atlantic Forest; Floriandpolis; Cardini group;
cytogenetic; chromosome map; Drosophila.
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1. INTRODUCAO

1.1 FAMILIA DROSOPHILIDAE, SUBGENERO DROSOPHILA E
DROSOFILIDEOS NA PESQUISA

Também conhecidas como moscas verdadeiras, as espécies que

compdem a Ordem Diptera (Classe Insecta) somam mais de 150.000 em
todo o globo, conferindo a esta ordem o titulo de quarto grupo com
maior riqueza de espécies. Comparando essa Ordem com outros grupos
de insetos, e considerando os niveis de abundancia, diversidade e
fungdes ecoldgicas em sistemas tropicais, por exemplo, Diptera tem
potenciais representantes para andlises ecoldgicas (Yeates e Wiegmann,
2005).
E nesse grande grupo que se encontra a familia Drosophilidae, composta
por moscas de tamanho pequeno a medio (1 - 8mm), com coloragdo que
varia entre amarelo, marrom e preto (Wheeler, 1981). Com mais de
3.800 espécies (Bachli, 2016) estas moscas habitam diferentes altitudes
em ambientes e climas distintos (Throckmorton, 1975 apud Gottschalk,
2004), ndo havendo apenas espécies que habitam originalmente o Artico
(Powell, 1997). E importante citar ainda que a familia Drosophilidae
engloba o género Drosophila, também de ecologia muito variada
(Martins,1996) e com uma caracteristica comum de rearranjos
cromossomicos, de interesse deste trabalho, as inversdes cromossémicas
(De Toni, 2002). Este, por sua vez, contém o subgénero Drosophila, o
mais representativo do género citado e com maior abundancia na regido
neotropical (Bachli, 2016). A Figura 1 pode elucidar a divisdo
taxonémica do grupo, em vermelho, temos a espécie de interesse deste
trabalho.

Drosofilideos se reproduzem em plantas, fungos e frutos - em
processo de apodrecimento ou ndo - em um ciclo de vida holometabolo
de no minimo 10 dias. No geral, sua alimentagdo provém de leveduras e
bactérias que decompdem os materiais citados acima, com pouquissimas
excecOes (Carson, 1971; Powell, 1997).

A possibilidade de cultiva-los em laborat6rio por seu ciclo
rapido de reproducdo, bem como seu tamanho, torna essas moscas
modelo de estudo para evolucgdo, biologia do desenvolvimento, ecologia
de populagdes e genética; ainda que as condicOes para isso divirjam para
diferentes espécies (Powell, 1997; Sepel e Loreto, 2010). H& mais de
cem anos a familia Drosophilidae é utilizada por esses motivos, dando
suporte tanto a estudos mais generalistas, quanto mais pontuais e de
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certas doencas, como mal de Alzheimer, alcoolismo, envelhecimento,
dentre outras aplicacdes (Sepel e Loreto, 2010).

Figura 1 — Classificagdo taxénomica da Familia Drosophilidae (Diptera) até
espécies do grupo Cardini.

D. parthenogenetica
D. polymorpha

D. procardinoides

dunni

Familia Subgrupo Primeira descricao
Drosofilidae cardini
Género D. bedichecki Heede Russel, 1971
Drosophila D.acutilabella Stalker, 1953
Subgénero D. cardini Sturtevant, 1916
Drosophila D. cardinoides Dobzhansky e Pavan, 1943
Grupo D. neocardini Streisinger. 1946
Cardini D. neomorpha Heed e Wheeler, 1957

Stalker, 1933
Dobzhansky e Pavan, 1943
Frydenberg, 1956

D. antillea Heed. 1962
D. arawakana Heed. 1962
D. beliadunni Heed e Knishnamurthy. 1959
D. caribiana Heed, 1962

D. dunni
D. nigrodunni

D. similis

Townsend e Wheeler. 19335
Heed e Wheeler, 1957
Williston, 1896

Fonte: modificado de Wildemann, 2011.
1.2 GRUPO CARDINI E DROSOPHILA CARDINOIDES

Moscas do grupo Cardini (Sturtevant, 1942) caracterizam-se
pelas semelhangas morfoldgicas - com tamanho entre 2 e 5mm -,
pigmentacdo abdominal e por seu potencial de colonizacéo e exploracéo
de nichos (Rohde et al., 2006). O grupo se divide em dois subgrupos:
cardini e dunni. O primeiro é composto por 9 espécies e o segundo por 7
espécies, sendo que o subgrupo cardini tem distribuicdo do México ao
sul do Brasil, norte da Argentina e Chile e o subgrupo dunni é restrito as
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Antilhas (Heed e Khrishnamurthy, 1959; Heed, 1962; Heed e Russell,
1971); a Figura 1 mostra a classificacdo dos subgrupos e suas espécies.

Heed e Khrishnamurthy (1959) realizaram um dos estudos
mais interessantes sobre esse grupo nas Indias Ocidentais, citando desde
sua distribuicdo restrita principalmente a regido Neotropical, padrdes de
clinas de pigmentagdo na distribuicdo das espécies no arquipélago de
ilnas estudado e caracteristicas citogenéticas. Lembram ainda que
populacdes de ilhas possibilitam o estudo de fendbmenos como o
isolamento, além da possibilidade de reproduzir analises em laboratdrio.

Mesmo sendo um grupo caracteristico da regido Neotropical,
este ainda apresenta pouca atencdo de pesquisadores, tanto ecoldgica
guanto geneticamente, apesar do crescente ndmero de trabalhos dos
Gltimos anos. Dessa forma, estudos envolvendo locais remanescentes de
Mata Atlantica e drosofilideos sdo oportunos e essenciais para
conhecimento da biodiversidade, pelo bioma citado estar sofrendo
pressdo antrépica, além de ter passado por ciclos de glaciacdo durante o
periodo Pleistoceno, onde ocorreram importantes eventos de especiagao.
Além da biodiversidade, dinamica populacional e similaridade, é
possivel entender sobre o processo evolutivo, ja& que populacdes
marginais de espécies politipicas, como as droséfilas, tém as condicdes
para através de um ancestral comum, formar duas ou mais populacdes
diferentes (De Toni, 2002).

A espécie de escolha deste trabalho é Drosophila cardinoides,
adicionada ao subgrupo cardini em 1942 por Sturtevant e descrita como
ancestral no subgrupo cardini (Heed e Russell, 1971). Dentro de seu
subgrupo, esta espécie tem morfologia externa e de genitalia préxima a
Drosophila procardinoides e Drosophila parthenogenetica (Heed,
1962). Com tempo de vida médio de 15 dias (Markow, 2006), a espécie
apresenta uma pigmentacdo mais préxima de marrom escuro - preto
(Figura 2). Suas caracteristicas taxondmicas detalhadas sdo apresentadas
num trabalho de Vilela et al., 2002.

Segundo Sene et al. (1980), no Brasil D. cardinoides é
encontrada em formacgdes xéricas, com preferéncia por locais de
vegetacdo mais aberta. Porém, neste trabalho ela foi coletada apds
periodos de chuva, com a umidade relativamente alta e dias quentes. O
mesmo foi relatado por De Toni (2002) sobre a coleta desta espécie.
Conforme estudos anteriores, D. cardinoides ndo costuma ser abundante
nas coletas no sul do Brasil, principalmente comparada & outras espécies
do grupo, como Drosophila polymorpha (De Toni e Hofmann, 1994; De
Toni, 2002; Schmitz et al., 2007). Esta espécie ja& foi coletada em outros
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trabalhos na regido sul do Brasil e em Santa Catarina, sem receber
atencdo exclusiva para seu polimorfismo de inversGes no ponto de
coleta deste trabalho (De Toni et al., 2001; Schmitz et al., 2007;
Cordeiro et al., 2014).

Figura 2 — Espécime de Drosophila cardinoides. Em A, vista lateral; em B,
vista dorsal.

Fonte: modificado de <www.asmoscas.shutterfly.com>.

1.3 ANNALISE CITOGENETICA DE POLIMORFISMO DE
INVERSOES

Cromossomos politénicos sdo conhecidos como cromossomos
gigantes e foram descritos por Balbiani (1881) como estruturas
nucleares em células gigantes das glandulas salivares e dos tibulos de
Malpighi de larvas da mosca do género Chironomus. Foi em 1931 que
Alfred Sturtevant publicou a evidéncia de uma primeira inversao, ap6s
inventar o mapeamento genético (Kirkpatrick, 2010). A analise dos
cromossomos politénicos com invers@es (Figura 3) tornou-se entdo um
sistema muito estudado no grupo Drosophila. Tais inversdes tém
auxiliado em estudos de filogenia, mecanismos meiéticos, selecdo
natural e outras forcas evolutivas (Ananina et al., 2004). Inversdes
fazem parte de uma classe de mutagdes cromossdmicas, caracterizadas
pela quebra em dois pontos de um segmento de DNA, o qual é
reinserido no mesmo local, mas em ordem invertida (Figura 4).

Inversbes fazem parte de uma classe de mutaches
cromossdmicas, caracterizadas pela quebra em dois pontos de um
segmento de DNA, o qual é reinserido no mesmo local, mas em ordem
invertida (Figura 4). A maioria tem tamanho pequeno (<1KB) e sdo
divididas em dois tipos: pericéntrica e paracéntrica. A primeira inclui
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um centrdmero e diminui a viabilidade gamética de heterozigotos, a
segunda - foco deste trabalho - é mais comum e nédo engloba a regido do
centrdmero, muito provavelmente por ndo afetar diretamente o valor
adaptativo de uma populacdo. Alguns anos apés seu trabalho de 1931,
Sturtevant ja havia demonstrado que na transmissdo genética as
inversdes quando em heterozigose, suprimiam a recombinacdo génica
(Kirkpatrick, 2010).

Figura 3 - Imagem microscépica (1000x) de um nlcleo com cromossomos
politénicos de Drosophila cardinoides. Em destaque, uma inversdo
paracéntrica.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.

Powell (1997) assinalou que inversfes paracéntricas ndo estdo
em desvantagem seletiva para que ocorram em populagfes do género
Drosophila, e que sua fixa¢do ndo é tdo incomum. Também citou que
inversdes relacionadas tendem a estar agrupadas geograficamente, como
demonstrado em alguns trabalhos que acharam padrdes de clinas
relacionados a inversdes. Porém, os fatores que envolvem a origem das
inversdes e permanéncia destas em heterozigose, podem ser tao diversos
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guanto o numero de espécies em que ocorrem (Wasserman e
Wasserman, 1992).

Figura 4 - Cromossomos replicados. Em A, detalhe de a inversdo se comporta
para manter o pareamento de bases correto. Em B, 0s cromossomos produto da
inversao.

Cromossomos replicados
A B C D E FG H I

Normal

Com
inversao

b

o)

Fonte: modificado de Brooker, 2012.

Citogeneticamente D. cardinoides tem cromossomos diploides
(2n) igual a 8, com seu nucleo constituido por dois pares de
cromossomos submetacéntricos (cromossomos Il e Il - sendo que cada
par tem um brago denominado “R” e outro denominado “L”), um
cromossomo pontual (IV), um par sexual acrocéntrico (X) e o
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cromossomo Y é heterocromatico, ndo sendo distinguido da regido
centromérica (Figura 5). Cada um destes bracos foi denominado pelas
letras A, B, C, D e E por Muller podendo entdo ser chamados de
elementos de Muller (1940).

Figura 5- Mapa cromossdmico de Drosophila cardinoides, com seus bragos
cromossémicos nomeados.

e
L
X SRS 017 Jagy DI IDE ) WS Ao O s v (mitdp
b L . BN BB UNS o L 1 L ] L3 L L ol )
D. cardinoides
2L
= Mbﬂm Y EEIIEN D .‘...;wulrw-m-mpm
-} 3 » 3 M n 7. n n o n % 5 l 2N
D. cardinoides
2R - 9 A\ ATy s3vam Wi Wy \ ,
I - | ag LB N oy PO M 1 3 7,y W i el 0
) o ) ' ' L " D. cardinoides
3L ﬁ h" Qe 'l‘“'u“/""’a):ut‘fl B ied om0 7w
' il » @ 0wl u
D. cardmoades
3R B SRR ot v .'.'-l)\\\l\n-m,.,..w-qh, frepane £ Ay g
" - L1 ~ - . L] LM ” - " " L " AR 1} n (8 1)
D. cardinoides
Y »
10
D. cardinoides

Fonte: modificado de Cordeiro et al., 2014.

A ocorréncia de recombinag@es dentro de uma alca de inversao
tende a diminuir a frequéncia de gametas normais e funcionais por gerar
produtos meidticos ndo viaveis (Garcia, 2006). Porém, como ha um
nimero considerdvel de espécies com alta frequéncia deste tipo de
polimorfismo sob selecdo, conclui-se que ele se mantém de forma
balanceada nas populagdes (Ananina et al., 2004).

A anélise dos polimorfismos de inversdes é feita atraves de
padrdes de bandas claras e escuras (Figura 5), as quais se apresentam
dessa maneira devido a diferentes graus de compactacdo da cromatina
bem como presenca de determinadas proteinas. As bandas desses
cromossomos podem reorganizar-se em sua espessura, espagamento e
padrdo de expressdo temporal, formando assim os chamados puffs,
regides de alta expressdo génica e que visualmente sdo maiores que 0
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resto do cromossomo e que nos permitem identificar cada cromossomo,
criando um mapa cromossémico (De Toni et al., 2001).

Trabalhos de gendmica comparativa estdo revelando que os
cromossomos sdo estruturalmente mais dindmicos do que Dobzhansky
supds (Kirkpatrick, 2010). Um dos pontos mais importantes e que
intrigam na trajetoria da pesquisa de cromossomos politénicos em
Drosophila, é que durante a evolugdo deste género ocorreram varias
reordenagdes cromossdmicas, inclusive inversdes de segmentos, que se
fixaram em cada espécie (De Toni et al., 2001). Tais inversdes tém
auxiliado em estudos de filogenia, mecanismos meidticos, selecdo
natural e outras for¢as evolutivas (Ananina et al., 2004).

Espécies que habitam &reas ricas em diversidade, como o
Cerrado e a Mata Atlantica, bioma deste estudo, apresentam um ndmero
de inversdes maior do que outras areas (Da Cunha et al., 1953) isto
torna o presente trabalho necessario e importante para compreender
mais e melhor este fendmeno. Quase um século apds a descoberta de
Sturtevant, ainda procura-se entender como e porgue inversdes evoluem
(Kirkpatrick, 2010).
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

- Detectar polimorfismos de inversdo paracéntrica em cromossomos
politénicos de Drosophila cardinoides capturadas na Caieira da Barra do
Sul, llha de Floriantpolis, SC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar, triar e estabelecer isolinhagens com as fémeas de Drosophila
cardinoides;

- Confeccionar laminas com as glandulas salivares de larvas de terceiro
estagio destas isolinhagens;

- Analisar as laminas e fotografar as inversGes cromossémicas,
registrando-as;

- Contribuir para atualizacdo do mapa cromossémico da espécie;

- Analisar a relacdo entre aspectos ecoldgicos e genéticos destes
polimorfismos na natureza.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE COLETA

Foram realizadas coletas em uma darea pertencente a porgao
insular do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro. O local situa-se ao sul
de Floriandpolis, na Caieira da Barra do Sul (Figura 6). Dois pontos de
coleta foram utilizados, sendo que um ficava mais no interior da mata e
outro mais préximo a borda (Figura 7). O local estd em uma regido de
transicdo entre Mata Atlantica (com vegetacdo em estagio secundario de
regeneracdo, denominado capoeirdo) e uma area urbana. A grande
maioria dos individuos da espécie deste estudo foi capturada no ponto
mais proximo a borda da vegetacao.

Figura 6 - Em A, destaque para a regido Sul do Brasil; em B o marcador
vermelho representa o local de coleta ao sul da Ilha de Florianépolis (SC) com
detalhe para a area continental do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro
(Coordenadas S 27°48’; O 48° 56°).

PARANA

; SANTA
7 CATARINA

RIO GRANDE
DO'SUL

-

Fonte: modificado de <www.google.com.br/maps>.
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Figura 7 - Em A o ponto localizado no interior da mata; B representa o ponto
de coleta na borda da mesma.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Drosofilideos foram capturados através do uso de rede
entomoldgica sobre bandejas apoiadas no chdo com bananas picadas,
outras frutas e fermento. Apdés 2 ou 3 dias era passada a rede
entomolégica e os insetos coletados nesta eram colocados em frascos
com papel umedecido e levados até o laboratério.
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No laboratério as moscas coletadas foram triadas através de
uma breve eterizacao e suas caracteristicas morfoldgicas externas (Freire
Maia e Pavan, 1949) foram analisadas num microscépio estereoscopico
para selecionarmos a espécie deste estudo. Fémeas foram separadas e
obtivemos 11 isolinhagens, mantidas em vidros com meios de cultura
segundo Bizzo et al. (2012) com algumas modificagdes na quantidade
dos ingredientes e com o adicional de Nipagin (Tabela 1).

Tabela 1. Ingredientes utilizados para fazer os meios de cultura.

Ingredientes Quantidade
Flocos de Batata 10g
Agua 400ml

Fermento 10g
Melado 15¢g
Acido propiénico 4ml
Agar-agar 4q
Nipagin 49

Esses ingredientes, exceto os flocos de batata, eram misturados
e fervidos; apos esfriar, eram misturados aos flocos de batata j& nos
vidros. As linhagens foram mantidas a temperatura constante de 17°C.

3.3 PREPARO E ANALISE CITOGENETICA

Apo0s o estabelecimento das isolinhagens em meio de cultura,
larvas de terceiro estdgio foram selecionadas e retiradas do meio de
cultura para solucdo fisiolégica. Na solucdo fisiolégica foram
dissecadas, para obtencdo de suas glandulas salivares. Utilizando como
base o preparo citogenético de Ashburner (1967) com algumas
modificacdes, as glandulas passaram por solugdes de acido cloridrico
1IN (30 segundos) e acido acético 45% (2 minutos). Apds isso, eram
colocadas na lamina, sob o corante Orceina acética (5 a 7 minutos) e por
fim, recebiam uma gota de uma solucéo contendo acido acético (9 ml),
acido latico (6 ml) e agua (3 ml). Por fim, a laminula era colocada para
realizacdo do squash, técnica de esmagamento e distribui¢do das células
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glandulares, para melhor visualizagdo dos nucleos cromossémicos ao
microscopio.

Na analise microscopica, as inversdes foram fotografadas e
analisadas utilizando o mapa cromossdémico proposto por Rohde e
Valente (1996) e por Cordeiro et al., (2014, modificado). > Tiro o
“modificado”? Deu pra entender?
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4. RESULTADOS

De fevereiro a abril e de agosto a outubro de 2015 e 2016 foram
coletados aproximadamente 50 individuos de D. cardinoides. Devido a
dificuldade de criagdo em laboratorio, apenas 11 linhagens foram
estabelecidas. Nestas, foram registradas 51 novas inversdes
paracéntricas para a espécie, onde todos 0s cromossomos da espécie e
todas as linhagens apresentaram alguma inversdo. Além das novas
inversdes, foram observadas 3 inversdes ja registradas para a espécie no
cromossomo 3L (Figura 8). As nomeadas A e B descritas por Rohde e
Valente (1996) e E por De Toni (2002). As inversdes foram nomeadas
seguindo a ordem alfabética e por ordem de descoberta.

Figura 8 - Isolinhagens analisadas e respectivas inversdes nomeadas para cada
cromossomo de Drosophila cardinoides. Inversdes com (*) j& descritas.

Bracos cromossdmicos e respectivas inversoes
Isolinhagens

X 2L 2R 3L 3R
L24 - ADHJI AH[IPIK - AlFHM
L25 F BDIK N|L B*|G|H|F
L31 AH D C K|
L36 - D B|J HII -
L54 - B|CIDIG A|CIGIH F CIGH|IJIK
L60 AICBIEID | AICIDIE|F | ABICIDIE|F | A*|E*|FIG | A|BICIDIE|F|H
L62 E D - - L
L70 All G D|LIM - -
L71 G K C H CIGH
L80 - D - - HIG
L87 - D J - -

O brago cromossdmico que mais apresentou inversdes foi 0 2R

(14 novas inversdes), seguido por 3R (13), 2L (11), X (9) e 3L (4)
(Figuras 9 a 13).
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Figura 9 - Novas inversdes descritas para 0 cromossomo X com seus
respectivos pontos de quebra (Modificado de Cordeiro et al., 2014).

‘%n{” 1] Yoy o yPHIMBI DR @) WU KD jutte s v v
20 1% 18 1177160 15 DAI1D0 12 T110000 08 0 07 L 05 04 [ 3] 02% Ol”
D. cardinoides
XA 4c proximal até 7b distal
XB 13b distal até 17b mediano
XC 11b mediano até 14a distal
XD 3c distal até 6¢ proximal
XE 5c¢ distal até 8b proximal
XF 4c distal até 12a distal
XG 6b distal até 8b mediano
XH 3c distal até 4c mediano
Xl 4c mediano até 8a mediano

Figura 10 - Novas inversdes descritas para o brago cromossdémico 2L com seus
respectivos pontos de quebra (Modificado de Cordeiro et al., 2014).

2{9“‘%!% YRRV Ly st i a9
1] 39 18 7 LT 13 132 3| 30 l29) 28 277 126 Dﬂz;ar;j‘”;(])fje!s
2LA 24a proximal até 29a proximal
2LB 28c mediano até 31c mediano
2LC 29a proximal até 31b proximal
2LD 23a distal até 26a proximal
2LE 26a distal até 28b distal
2LF 31a distal até 35b mediano
2LG 26a proximal até 29a proximal
2LH 27b distal até 29a proximal
2L1 28b mediano até 30c distal
2LJ 37b proximal até 39c distal
2LK 32c distal até 36b distal
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Figura 11 - Novas inversdes descritas para o brago cromossdémico 2R com seus
respectivos pontos de quebra (Modificado de Cordeiro et al., 2014).

e J R TR B USTTIAAL ISR LIL SRl T TRt P TN
. s ' ‘ ] ATl lE sl .D“ c;irdi;vm‘c;és
2RA 49b distal até 56¢ distal
2RB 54c distal até 57c distal
2RC 42a distal até 46b distal
2RD 58c distal até 60c distal
2RE 50a proximal até 60c distal
2RF 52c distal até 58a mediano
2RG 50c distal até 58c distal
2RH 57a distal até 59c proximal
2RI 46a proximal até 48b mediano
2RJ 47c distal até 50c proximal
2RK 54c proximal até 56b mediano
2RL 50a mediano até 53c distal
2RM 51a proximal até 53a distal
2RN 52c distal até 58a proximal

Figura 12 - Novas inversdes descritas para o brago cromossémico 3L com seus
respectivos pontos de quebra (Modificado de Cordeiro et al., 2014).

‘ﬁ“i‘“) SR @gawip 2Tl ")““ Ln. alldyim LRV YR

0 ] s s { 2N L] (%) [} . LU ol 1 ol bl
D. cardinoides

3LF 62a proximal até 67a mediano
3LG 68b mediano até 71b distal
3LH 61a distal até 63b distal
3LI 69b distal até 66b distal

Figura 13 - Novas inversdes descritas para o brago cromossémico 3R com seus
respectivos pontos de quebra (Modificado de Cordeiro et al., 2014).
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T Eo R B R B = FA A PO
D. canﬁnaides
3RA 92a distal até 94c proximal
3RB 93a distal até 97b mediano
3RC 93c proximal até 94a proximal
3RD 91b distal até 93c distal
3RE 89b distal até 94a distal
3RF 82c distal até 84b mediano
3RG 83b distal até 85bdistal
3RH 82a proximal até 87c distal
3RI 92c distal até 93c proximal
3RJ 85c¢ proximal até 87a proximal
3RK 90c mediano até 92b proximal
3RL 82a proximal até 86¢ distal
3RM 97b até 99a proximal

Devido ao grande nimero de inversdes descritas neste trabalho,
as imagens a seguir tratam das verses de forma pontual ao invés do
ndcleo inteiro com todos os bragos cromossémicos da espécie.

Imagem 1 - Novas inversGes para 0 cromossomo X, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
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Imagem 1.1 — Novas inversdes para 0 cromossomo X, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
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Imagem 2 — Novas inversfes para o brago cromosémico 2L, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.




Imagem 2.1 — Novas inversdes para o brago cromossdmico 2L, em
ordem alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
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Imagem 3 - Novas inversGes para 0 braco cromossémic 2R, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
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Imagem 3.1 - Novas inversfes para 0 brago cromossomico 2R, em
ordem alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.




Imagem 3.2 - Novas inversfes para 0 brago cromossomico 2R, em
ordem alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.

Imagem 4 - Novas inversdes para o brago cromossdmico 3L, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.

41



Imagem 5 - Novas invers@es para 0 brago cromossémico 3R, em ordem
alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.
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Imagem 5.1 - Novas inversfes para 0 brago cromossomico 3R, em
ordem alfabética e de descoberta.

Fonte: arquivo da autora do presente trabalho.

O cromossomo Y desta espécie € muito pequeno e totalmente
heterocromatico (Figura 5) ndo sendo possivel visualizar inversGes com
a mesma técnica utilizada nos outros cromossomos politenizados.
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5. DISCUSSAO

A partir das isolinhagens utilizadas, com uma amostragem
relativamente baixa para as analises realizadas, o0s resultados
apresentados com um numero tdo alto de polimorfismos de inversdo
chamam atencdo para um grau de polimorfismo nunca encontrado antes,
para nenhuma espécie do grupo Cardini. Dados tais resultados, algumas
das novas inversdes foram documentadas em artigo intitulado “New
chromosomic paracentric inversions in Drosophila cardinoides (Diptera,
Drosophilidae) at Santa Catarina Island, South of Brazil.” (Dencker et
al.,2016).

Rohde e Valente (1996) descreveram quatro inversdes (A,B,C e
D) para a espécie, todas elas situadas no braco cromossémico 3L. Mais
tarde, De Toni (2002) registrou mais uma inversdo neste mesmo brago
cromossdémico, nomeada 3LE. As populages do primeiro estudo citado
acima provinham de Porto Alegre (RS); ja do segundo estudo citado,
provinham de pontos da llha de Santa Catarina e continente (devemos
considerar que a amostragem continental deste trabalho foi menor), sem
estudos prévios para a Caieira da Barra do Sul. Destes trabalhos
realizados podemos considerar alguns pontos comparando com 0S
resultados aqui encontrados. O primeiro é sobre o alto nimero de
inversdes nas ilhas: De Toni (2002) verificou que as populagdes
insulares, inclusive de D. cardinoides, foram mais polimdrficas que as
continentais; bem como em estudo anterior (De Toni et al., 2001) onde
0 mesmo ocorreu para populagdes insulares de Drosophila polymorpha,
Drosophila cardinoides e Drosophila cardinoides (grupo Cardini).
Essa informagdo das populagdes insulares serem mais polimdrficas que
as continentais fica a contramdo do que outros autores haviam
encontrado até entdo para espécies do grupo Drosophila, onde
populacdes continentais eram consideradas mais polimorficas que as
insulares. Rohde e Valente (1996) corroboram com a ideia das
populacdes insulares citada. Elas trabalharam com D. polymorpha e
encontraram apenas 1 inversdo numa populacdo continental, sendo que
De Toni (2002) e De Toni et al. (2001) encontraram maior nimero de
inversdes paracéntricas heterozig6ticas em populagdes insulares e menor
nimero de inversdes em area continental. I1sso pode sugerir que talvez,
ambientes insulares sejam mais favordveis para este tipo de
polimorfismo. Além disso, a vegetacdo de Mata Atlantica, com
diferentes estagios sucessionais proximos da area de coleta, propicia
uma gama muito variada de nichos ecoldgicos distintos, o que permitiria
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0 uso de diferentes recursos, 0s quais eventualmente poderiam estar
envolvidos na selecdo de caridtipos com distintas inversdes. As
inversdes endémicas encontradas por De Toni (2002) podem ser
explicadas como ajuste das moscas a um ambiente menos homogéneo
encontrado na Ilha. Também se concluiu neste Ultimo estudo, que as
ilhas analisadas ofereciam as condigdes ideais para D. cardinoides e
outras do grupo.

Um segundo ponto que devemos considerar é que no trabalho
de Rohde e Valente (1996) foram utilizadas populacdes selvagens e de
area urbana. Isso porque a espécie em foco esta mais presente na borda
das matas e proximo as habitagBes humanas, tendo sua frequéncia em
regides conservadas abaixo de 1% (Da Cunha et al., 1953). Um estudo
realizado na Caatinga observou que Drosophila cardinoides foi coletada
apenas fora da area da reserva ambiental estudada, em locais no entorno
desta (Oliveira, 2015) o que pode assinalar a preferéncia destas por
areas de maior estresse ambiental.

Todos os estudos realizados até 0 momento apontam para o fato
de que durante a evolucdo do género Drosophila, diversas e numerosas
reordenagdes cromossdmicas foram produzidas (dentre elas as
inversdes) e se fixaram em cada espécie - com poucas excec¢des que ndo
apresentam esse tipo de rearranjo (Powell, 1997). Em dipteros, tem sido
considerado que a natureza das inversdes cromossdmicas é adaptativa
(Dobzhansky, 1943; 1947; 1948; Stalker e Carson, 1948; Krimbas e
Powell, 1992; De Toni, 2002).

Considerando entdo os polimorfismos cromossémicos
adaptativos e balanceados, o grau de polimorfismo de uma espécie
corresponde ao numero e variedade de nichos ecoldgicos que as
populagdes desta ocupam (De Toni, 2002 apud Da Cunha et al., 1950,
1959; Da Cunha e Dobzhansky, 1954). Portanto, quanto maior o nimero
de recursos e biotopos diferentes que uma espécie explorar, maior o
nimero de polimorfismos adaptativos em comparacdo com espécies de
nicho limitado, pois haveria diversificacdo de selecdo sobre as inversdes
(Powell, 1997; De Toni, 2002). Tendo como bioma de coleta a Mata
Atlantica, era esperada a presenca de inversdes, ja que este ambiente,
juntamente com o Cerrado, é considerado altamente diversificado e rico
(Da Cunha et al., 1953).

Além da natureza das inversdes poder ser considerada
adaptativa, hd uma diferenca em sua ocorréncia por conta do hébitat e
regido geografica. O que mais chama atencdo dos pesquisadores é a
comparagdo entre populagdes marginais e centrais de uma area de
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distribuicdo de determinada espécie. O padrdo encontrado em muitos
casos € de maior numero de inversdes heterozigotas nas populacdes
centrais, diminuindo quando em direcdo as margens de limite da
populacdo; a suposicdo para explicar isso é de que no centro de
distribuicdo de uma espécie, sua ecologia seria ideal, ao contrario do que
ocorreria nas margens. Porém, um estudo realizado por Prakash e
Levitan (1973, apud Powell, 1997), ndo observou isso; eles encontraram
alta taxa de heterozigosidade tanto na margem como no centro e ndo
observaram polimorfismos de inversdo para as aloenzimas que
pesquisaram. Vale lembrar que esse ponto foi tratado considerando a
fixacdo das inversBes nas populacdes, e cita também que essa teoria do
centro de dispersdo/margem nao foi testada suficientemente. Devemos
salientar, contudo, que até hoje, nenhum estudo aprofundado com o
cariétipo de D. cardinoides foi realizado, levantando os arranjos em
populacdes naturais para que esta hipotese fosse eficientemente testada
para esta espécie (Powell, 1997).

Outra questdo levantada que vai na dire¢do oposta do que vimos
até aqui, é a falta de evidéncias de que inversdes sejam diretamente
relacionadas com o ambiente (Powell, 1997). Em estudos sobre
polimorfismos em areas de colonizacdo por drosofilas, o baixo nivel
deste foi explicado pelo alto indice de homozigose da populagéo dessa
area (Fontdevila et al., 1982). Contudo outros autores apontam para a
intrinseca relacdo entre estes arranjos e 0 ambiente (Ranz et al,1997).

Considerando a diversidade dos nichos e de hébitats citados
acima, nosso trabalho aponta para a concordancia com a ideia de que o
resultado aqui encontrado estd ligado a condigcdes favoraveis do
ambiente para a espécie utilizada, aumentando seu grau de polimorfismo
para inversdes paracéntricas (De Toni, 2002). A ocorréncia de inversdes
paracéntricas heterozigotas ndo significa a fixacdo destas numa
populacdo, e é necessario circunstancias precisas para sua fixacdo, o que
raramente acontece em populagdes naturais. Quanto mais recente a
inversdo for, conforme ela modifique a interacdo dos alelos nela contida
e dependendo de sua frequéncia na populacdo, maiores as chances dela
se estabelecer (talvez a Unica), caso em heterozigose. Ainda como
critério esta seu tamanho, quanto maior, maiores as chances de ter alelos
favoraveis a aptiddo, porém, a supressdo de recombinacdes fica menos
eficiente (Powell, 1997). Este fato poderd ser confirmado com a
continuagdo deste estudo, mostrando, eventualmente a fixa¢do de alguns
arranjos ou a eliminacéo destes ao longo do tempo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Segundo os objetivos do presente trabalho, foram analisadas
inversdes cromossdmicas paracéntricas heterozigdticas para a espécie D.
cardinoides, em um alto nimero nunca descrito para esta espécie ou
para o grupo Cardini.

Esse sistema de rearranjo cromossdmico € um dos mais
estudados ha quase cem anos e revelou até entdo, potencial para elucidar
questdes sobre genética de populacdes, evolucdo, filogenia e
citogenética, tanto de drosofilideos como de outros organismos.

Ayala e Coluzzi (2005) através desse tipo de rearranjo
cromossdmico estudaram modelos de especiacdo de recombinacdo
suprimida comparando cariétipos distintos, como de droséfilas e
Anopheles gambiae, vetor fatal da malaria na Africa. Na genética e
também biologia molecular as inversfes que estdo sob intensa sele¢do,
aliadas a questdes ambientais (como toxinas e mudancas de
temperatura) podem ajudar a decifrar questBes sobre elementos
transponiveis e padrbes de loci, demonstrando uma forte relacdo entre
estas variaveis (Hofmann e Daborn, 2007).

Rohde e Valente (1996), De Toni (2002), Wildemann (2011;
2014) e Cordeiro (2009) utilizaram espécies do grupo Cardini para
trabalhos pioneiros com polimorfismos de inversdes, no sul do Brasil.
Todos os citados realizaram analises citogenéticas das inversdes e
constituem um importante banco de dados sobre o0 assunto. Destaca-se 0
trabalho de Cordeiro (2009) por comparar inversdes e padrdes de bandas
entre espécies analisando assim, a evolucédo do grupo Cardini.

Com o alto nimero de inversdes encontradas neste trabalho,
frente ao baixo nimero de individuos coletados e por consequéncia,
isolinhagens estabelecidas, fica evidente a importancia da continuagdo
desse tipo de investigacio para a espécie e para o grupo. E importante
notar que questdes ambientais séo ligadas ao polimorfismo de inversoes,
e D. cardinoides vive numa area de transicdo, entre mata e locais de
urbanizacdo, demonstrando que essa relacdo é verdadeira e instigando a
uma maior investigagdo dessa relacdo para a espécie e para estudos
posteriores com outras populagbes. Além disso, foram acrescentadas
cinquenta e uma novas inversdes ao mapa cromossomico da espécie,
contribuindo para o conhecimento sobre a evolugdo cariotipica desta
espécie e de seu grupo.
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Introduction

Included m the Cardini group, which is characterized by drosophila with pol\'mn hi of abdominal
pigmentation and mhabits neotropical regmn, Drosophil. dinoides iz a rep in southern
Brazil that can be collected many times m the lsland of Santa Catarma, mainly on t.he bon:le.r of the forest.
This spectes is characterized by a dark abdoninal tation, wings and abd with bright appearance,
but has the body morphology very similar to D. procarduwxdss forming a monoph\ letic zroup. Thus, they
are not tzxononncal.h decisive features. Cy 1l . the ck I mversions of D. cardinoidss are

more fixed, followmg the pattern of the Cardini group. Accord.mg to previous studies, it was expeded that the
number of mversions of D. cardinoides was not so wide, since it

iz less polymorphic comparsd to other szpecies, such as

Drosophila polymorpha, for example. Even with siznificant  rous

advances on the chromosomal map of D. cardinoides, there ara
many gaps and mvestigations to be made in order to contribute to
evolutionary and phylogenetic studies of this species group.

Material and Methods
At

In the southemn part of the izland of Flonanopoliz, m
Caieira da Barra do Sul (Figure 1) there is a conserved Atlantic I
Forast area remaming at the Serra do Tabuleiro State Park, where o
Drosophila wers collected in the years of 2013 and 2016 during
summer and spring. For this, an entomological network was used
over baits with bananas and yeast. Ftom thaze collectlou:, ele\ en

11 of Drosophil ides were

maintained mn culturs media at a constant temperature of l"’C
To obtain the polythenic chromosomes, cytological slides were 2 ® R
prepared with third stage larvae using the Ashbumner technique Flgure l}.rlPo_mt 'Sholiwsslﬂl]:n‘;ousec’gfs i
(1967) with small modifications and for the chromosomal analysis, f;;“;,;; e prie Talauh O TR
the Rohde and Valente (1996) and Cordeiro ez al. (2014) methods. -
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Results

In addition, new inversions were detectad (Figures 2 and 3) in all Drosophila cardinoidess ch
arms. The breaking points of the inversions of Figures 2 and 3 are dezcribed in Table 1.

Figure 2. In A wa have an
IIRA inversion, and in B we
have an [ILC mversion.

Figure 3. In A we have an
IIRA inversion, and in B we

have an XA inversion.
Table 1. Break points inversion.
Conclusions
Chromosome arms Braak points
1IRA 56¢ distal a 40b distal Studiez to date on paracentric heterozygous
e 31b proximal a 20a proimal mmoscgions et Drosoplla o dinoides e
pooih i fial for bling the ch al map of the
MRA: B2ap addecp pecies and for elucidating the reason of why such high
XA 4c proximal a 7b distal frequencies of thiz phenomenon are found in nature.

Our analyzes pomted for a high level of polymorphizm
in this species besides D. polymorpha, as well az the

necessity and importance of the continuity of investizations m the area, to help slucidate evolutionary,
phylogenetic, and ecological issues of the karyotypic evolution of the cardini species group.
References: Ashbumer, M., 1989. Drozophila: 4 Laboratory Handbook, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory; Cordeiro, J., D.C. De Toni, G.S. Silva, and VL.S. Valente 2014, Genetica 142(3): 461—
472: Rohde. C..and VLL.S. Valente 1596, Brazilian Journal of Genetics 19(1): 27-32: Heed, W.B.. and J.S.
Russell 1971, University of Texas Publications 6(7103): 91-130.
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