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Sumario: Rearranjos presentes nos cromossomos politénicos das espécies de drosofilideos
do subgrupo da Drosophila willistoni foram aqui investigados a fim de contribuir para o
estudo da diversidade na espécie. Cinco coletas foram realizadas em fragmentos de
Floresta Atlantica da Paraiba, Pernambuco e Bahia. A identificacdo taxonémica das
espécies cripticas do subgrupo willistoni foi realizada em 255 linhagens, para selecionar as
que seriam estudadas do ponto de vista cromossomico. Os resultados indicaram a presenca
de D. willistoni e D. paulistorum, sendo esta Ultima a espécie menos abundante (9,8%). O
polimorfismo de rearranjos cromossomicos do tipo inversdes paracéntricas foi feito para
quatro inversdes em D. willistoni (IIL-A, IIL-F, IIR-E e I1I-J) indicando um baixo nimero
de inversBes por fémea (média = 1,9), que é mais similar a populacGes da Amazodnia, do
que a populag¢bes mais polimdrficas, do Centro e Sul do Brasil.
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Introducgéo

O grupo da Drosophila willistoni pertence subgénero Sophophora e género Drosophila
(Diptera, Drosophilidae) e é constituido de 24 espécies que se agrupam em cripticas e nao
cripticas. Espécies cripticas se caracterizam por serem reprodutivamente isoladas, mas
muito semelhantes morfologicamente entre si. Diferentes metodologias permitem a
identificacdo das espécies, porém a preparacdo de estruturas internas da genitalia dos
machos adultos, ainda é a mais utilizada. Drosofilideos sdo importantes modelos de estudo
em diversas areas. Uma das manifestacdes da plasticidade genética destes pequenos insetos
é a existéncia dos rearranjos cromossémicos, que sao do tipo inversGes paracéntricas, que
podem ser facilmente visualizados nos cromossomos politénicos, principalmente em
células da glandula salivar. Pela presenca e frequéncia dos rearranjos nos cromossomos €
possivel caracterizar geneticamente as diferentes populacdes geogréficas de cada espécie,
motivando importantes estudos de genética ecoldgica, diversidade genética e evolucao
cromossdmica. Caracterizar cromossomicamente as diferentes espécies do subgrupo
willistoni representa o primeiro passo para atingir o objetivo maior que € inventariar a
diversidade genética entre populacbes geograficas e compreender suas formas de
adaptacdo. Para isso, um melhor conhecimento da distribuicdo das espécies na natureza,
em conjunto com a caracterizacdo do nivel da variabilidade genética, investigada através
dos rearranjos cromossémicos, foi o0 objetivo deste estudo, realizado em fragmentos de
Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil.

Materiais e Métodos
Foram realizadas cinco coletas de drosofilideos em ambientes de Floresta Atlantica
(Figura 1) através do uso de 20 armadilhas, contendo isca de banana, € mantidas nos
locais por dois dias. As coletas foram realizadas entre fevereiro e abril de 2014.
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1. Reserva Bloldgica de Guaribas (GUA ), Pamibe

2. Parquoe E stadual Doss Irmbos (PDI), Pernambeco

1, Brejos dos Cavalos (BJC), Pertambuco
4. Reserva Biologica de Saltmho (SAL), Pernam buco

Figura 1. Locais
de coleta plotados
sobre 0 mapa
parcial da regido
do Nordeste do
Brasil.

Do total de adultos coletados nos cinco fragmentos de floresta, foram separadas e
cultivadas individualmente 255 linhagens, classificadas pela morfologia externa como
pertencentes ao subgrupo willistoni. Para a identificacdo final das espécies cripticas,
machos adultos foram selecionados a medida que as linhagens se estabeleciam e eram
cultivadas em laboratorio (descendentes de uma Unica fémea coletada). Os machos tiveram
suas genitalias preparadas para a identificacdo, sendo trés as possibilidades de ocorréncia
na regido Nordeste: Drosophila willistoni, D. paulistorum ou D. equinoxialis. Para a
distingdo entre as espécies foram dissecadas as estruturas reprodutivas (hipandrio) de 255
machos, sendo cada uma analisada ao microscépio estereoscépico (lupa). Os padrbes das
estruturas foram fotografados e analisados, sendo por fim comparados ao padrdo
estabelecido por Rohde et al. (2010) conforme Figura 2.

. Propnedade particular em Hiquines (JEQ), Bahia

O. willistoni D. paulistorum D. equinoxialis
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Uma pequena parcela das linhagens estabelecidas e identificadas como Drosophila
willistoni (cerca de 20 de cada populacdo) foram submetidas a analise dos rearranjos
presentes nos cromossomos politénicos, em células da glandula salivar, de larvas em
terceiro estagio (Figura 3). As linhagens de D. willistoni foram submetidas ao cultivo em
ambiente a 18°C, em vidros contendo meio de cultivo padrdo e diversos outros nutrientes,
aprimorado ao longo deste projeto, como a inclusao de levedura, banana e puré de batata.
Com este meio rico foi possivel obter larvas em terceiro estagio bem nutridas e com
células da glandula salivar de bom tamanho, para a extracdo dos cromossomos politénicos.

Figura 2. Padrées do hipandrio
das trés espécies cripticas (Rohde
etal., 2010).

Figura 3. Meio de cultivo das larvas, e
os estagios de desenvolvimento de
Drosophila, com destaque ao terceiro
estagio larval (seta), quando 0s
cromossomos politénicos estdo melhor
desenvolvidos, nas células da glandula
salivar.

Para a preparagdo dos cromossomos politénicos foi feita a dissec¢do da glandula em soro
fisiologico, fixacdo em éacido acético 45%, tratamento hipotnico (4cido acético/acido
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latico/agua), e aplicacdo de corante orceina (Figura 4). Os cromossomos politénicos e seus
rearranjos foram observados e fotografados em microscopio de luz Nikon Eclipse 80i, com
contraste de fase e aumento de 1.000x. As imagens obtidas foram copiadas em papel e 0s
padrdes das bandas de cada cromossomo foram comparados ao fotomapa e imagens das
inversdes descritas na revisao de Rohde e Valente (2012) para a espécie D. willistoni. Na
préxima se¢do sdo apresentados os resultados para 0s autossomos (cromossomos Il e I11) j&
que o cromossomo X nao apresentou variacbes. Os resultados sdo parciais e terdo
continuidade ao longo de 2015/2016.

1. Dissecar a larva com duas pingas e em placa escavada 2. Limpar os dois lobos da glandula
contendo soro fisioldgico; salivar, retirando as gorduras laterais;

3. Transferir a glandula para &cido
acético 45% e para o tratamento
hipotonico :

4., Transferir a glandula salivar
para uma lamina gelatinada,
acrescentar orceina, cobrir com

Figura4. Etapas da preparagdo dos cromossomos politénicos a partir da glandula salivar.

5. Bater com a ponta de uma caneta para espalhar os
cromossomos (sauash). Observar ao microsconio.

Resultados e Discusséo
Em todas as amostragens dos fragmentos de Floresta Atlantica, Drosophila willistoni foi a
espécie mais abundante, seguida da D. paulistorum. A espécie D. equinoxialis ndo foi
coletada. Entre os 255 individuos do grupo criptico identificados, apenas 25 foram D.
paulistorum (9,8%) e 230 foram D. willistoni. As frequéncias das duas espécies em cada
local estdo indicadas na Figura 5. PDI foi o local com maior abundéncia da primeira
espécie; e JEQ e GUA os locais com maior abundancia da segunda.
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Figura 5. Frequéncia das espécies entre o total das linhagens cripticas do grupo willistoni estabelecidas.

Os rearranjos cromossomicos foram analisados até o0 momento em 17 linhagens de D.
willistoni e os resultados das frequéncias das inversdes encontradas nos autossomos estao
apresentados na Tabela 1. Para fins comparativos, na tabela estdo ndo so os resultados
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obtidos neste estudo (PDI, SAL e JEQ), mas também os obtidos por Rohde e Valente
(2012), para o local ZOO (Zool6gico Dois Irmdos) e para CAT (Parque Nacional do
Catimbau). No calculo das frequéncias, as inversdes em homozigose foram contadas duas
vezes e as em heterozigose, foram contadas uma vez. Apenas quatro rearranjos (I1L-A, IIL-
F, 1IR-E e 111-J) foram detectados nas populacdes até 0 momento, porém cada um esta em
frequéncias elevadas (exceto IIL-A). Entretanto, no conjunto, as populagdes do Nordeste
avaliadas tém baixa frequéncia de rearranjos (média de 1,9 inversdes por linhagem
analisada).

Tabela 1. Frequéncias de quatro diferentes inversdes encontradas nas trés populacfes deste estudo (PDI,
SAL e JEQ).

InversGes PDI Z00* CAT* SAL JEQ
1IL-A 0 0 5 0 16,7
IIL-F 17,0 13,6 5,0 27,2 0
1IR-E 66,7 59,1 65,0 45,4 0

11-J 33,3 54,5 35,0 31,8 33,33

*Z00 (Zoolbgico Dois Irmaos) e CAT (Pg. Nac. do Catimbau) sdo resultados de Rohde e Valente (2012).

Cabe destacar que ha grande caréncia de estudos sobre a variabilidade cromossémica nas
populacbes de D. willistoni da regido Nordeste e por isso, os resultados obtidos até o
momento s6 puderam ser comprados aos de Rohde e Valente (2912) que estudaram uma
populacdo da Floresta Atlantica (ZOO) e uma da Caatinga (CAT) em Pernambuco. Uma
representacdo grafica dos resultados e da comparacdo de todas as informacdes pode ser
visualizada na Figura 6.
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Figura 6. Frequéncia das inversdes por populacéo de D. willistoni. * dados de Rohde e Valente (2012).

Conclustes
Com base nos relatos iniciais deste trabalho, sabe-se que as populagdes de D. willistoni séo
abundantes na regido Nordeste, apresentam variabilidade genética na forma de inversdes
cromossOmicas, e precisam ser ricamente investigadas para a melhor compreensdo da
ecologia, genética e evolucdo, na regido Neotropical.
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