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EDITORIAL

“’Mudangas genéticas observadas na populagdo de Drosophila mediopunctata do
Parque Nacional do Itatiaia, RJ, Brasil”- Marcos Roberto Dias Batista e Louis Bernard
Klaczko.

N&o € de hoje que o Professor Louis Bernard Klaczko e seu orientado e
colaborador Marcos Roberto Dias Batista pesquisam no Parque Nacional do Itatiaia.

L4a se vdo pelo menos dez anos em que sou testemunha de vé-los coletando nas trilhas
do PNI na busca de Drosophila com objetivo de estudar as possiveis variagdes no
polimorfismo de inversdo de cromossomo Il concomitantes as mudangas climaticas.

Os Drs. Marcos e Klaczko descrevem a primeira lista de espécies do género
Drosophila coletados em uma ocasido no Parque Nacional do Itatiaia. Apontam 55
espécies, sendo que 8 destas ainda ndo foram descritas e afirmam que € um primeiro
passo para o uso destas espécies como bioindicadores de qualidade na comunidade.

Os pesquisadores relacionam uma vasta bibliografia e dentro das citacBes sdo
incluidos boletins e teses realizadas e publicadas nesta UC.

Marcos e Klaczko conseguem claramente passar um relato sobre mudancas
climaticas globais e se apdiam nos trabalhos do IPCC e outros que identificam
alteracdes climaticas associadas a causas naturais e antropogénicas.

No item 1.3. Efeitos no mundo bioldgico, Marcos e Klaczko transmitem uma
importante constatacdo que se encaixa nesta UC.

“A biota montana da regido tropical estd particularmente vulneravel aos efeitos
das mudancas climaticas(Sheldom et al ., 2011). Principalmente espécies de
invertebrados ,anfibios,répteis e passaros com distribuicdo especificas e
endémicas(Pounds, 2006; Laurence et al., 2011).”

Batista e Klaczko entram no item 1.4-Genética e Drosophila nos dando uma aula
didatica de facil entendimento em que a elaboracdo de mapas genéticos de alta
resolucéo é especialmente favoravel em Drosophila.

Os pesquisadores incluem em um pardgrafo das suas conclusdes que as
mudangas climaticas e as medidas de preservacdo podem provocar alteracbes na
composicao floristicas e de fauna do PNI.

Enfim, Marcos foi orientado por Klaczko na sua Tese de Doutorado e a

formagéo dos dois é auto-explicativa:



Louis Bernard Klaczko

Professor Titular do Departamento de Genética, Evolugédo e Bioagentes do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

Possui graduacdo em Medicina pela Faculdade de Ciéncias Meédicas da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (1976). Fez o Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas no Curso de Pos-Graduagdo em Genética da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (1979), sob a orientacdo do Prof. Antonio R. Cordeiro trabalhando no tema
“Polimorfismos de Proteinas Plasmaticas em Espécies do Género Cavia”. Obteve em
1984 o titulo de PhD em Biologia (Genética) no Department of Biology da Yale
University, New Haven, U.S.A., sob a orientacdo do Prof. Jeffrey R. Powell. Defendeu a
tese “Genetics of Drosophila Populations in Heterogeneous Environments”, na qual
avaliou a escolha de habitat (“habitat-choice”) por gendtipos de D. pseudoobscura em
relacdo a substratos fermentados com diferentes espécies de leveduras.

Em 1978 foi admitido como Auxiliar de Ensino na Universidade Federal do Rio
de Janeiro, onde trabalhou até 1992, com licenca para cursar o doutorado de 9/79 a 2/84,
tendo sido sucessivamente promovido a Professor Assistente e Adjunto pela obtencgédo
dos titulos de Mestre e Doutor. Em 1984, quando de seu retorno do Doutorado,
reequipou e reativou o Laboratério de Genética de Populacdes de Drosophila no
Departamento de Genética e Evolucdo do Instituto de Biologia, que até hoje continua
em pleno funcionamento sob a lideranca de seus ex-alunos Profs. A. Bernardo de
Carvalho e Blanche C. Bitner-Mathé.

Em 1992 ingressou como Professor Doutor, no Departamento de Genética e
Evolucédo do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas por concurso
publico. Ai, sempre por concurso publico e sempre obtendo nota maxima de todos 0s
examinadores em todas as provas, foi promovido sucessivamente a Professor Livre-
Docente; Prof. Adjunto; e Prof. Titular. Implantou o Laboratério de Biodiversidade
Genética e Evolugdo de Drosophila, onde deu continuidade a sua linha de pesquisa
sobre a Genética de Populagdes de D. mediopunctata.

Publicou 53 artigos originais, dos quais destacam-se: 0 méetodo da elipse (Nature
346: 321. 1990); a revisdo de 40 anos de pesquisa do polimorfismo de inversdes em D.
pseudoobscura (P.N.A.S. 88: 10367. 1991); a caracterizacdo de interacdo gendtipo



(inversdes cromossdmicas) X ambiente (data de coleta) em populagfes naturais de
Drosophila (Heredity 75: 54. 1995); a demonstragdo experimental do Principio de
Fisher (Genetics 148: 719. 1998); a descoberta e caracterizacdo do agente androcida
Spiroplasma poulsoni em D. melanogaster (Heredity 85: 465. 2000; e Insect Mol. Biol.
14: 281. 2005); a demonstragéo da ndo-linearidade das normas de reacédo em Drosophila
e a correlacdo de seu parametro quadratico com o valor médio do carater (Evolution 63:
280. 2009; Evolution 66: 3404. 2012).

Tem experiéncia na area de Genética, sobretudo em Genética de Populacdes e
Evolutiva; atua, principalmente, nos seguintes temas: Drosophila; D. mediopunctata;
grupo tripunctata de Drosophila; drosofilideos; morfometria; biodiversidade genética;
polimorfismos de inversdes cromossomicas; elementos genéticos egoistas, agentes
androcidas (“male killers”); norma de reacdo; e adaptacdo. Orientou 12 dissertacdes de
Mestrado; 13 teses de Doutorado; e supervisionou 3 pos-doutorados. Atualmente
orienta: 5 alunos de iniciacdo cientifica; 1 aluno de Mestrado; 1 de Doutorado; 3 pos-

doutorandos.

Marcos Roberto Dias Batista

Pesquisador de Pds-doutorado do curso de Pds-Doutorado em Genética e Biologia

Molecular da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)

Graduado em Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Estadual
de Campinas - Unicamp (2004). Entre 2000 e 2004, estagiou e fez iniciacdo cientifica
no laboratério de Biodiversidade Genética e Evolucdo de Drosophila, liderado pelo
Prof. Louis Bernard Klaczko. Em 2005, ingressou no doutorado direto do programa de
Genética e Biologia Molecular, area de Genética Animal e Evolugdo pela mesma
universidade. Foi orientado pelo Prof. Louis Bernard Klaczko e estudou na sua tese 0s
determinantes da variacdo geogréfica e temporal do polimorfismo de inversdes do
segundo cromossomo em populagdes naturais de Drosophila mediopunctata; e ainda,
adaptou a técnica para analise de politénicos de Drosophila para estudos em
Cochliomyia hominivorax e assim elaboramos um mapa dos cromossomos politénicos
desta praga da pecuéaria. Defendeu em fevereiro de 2010 sua tese intitulada: Estudos de

Cromossomos Politénicos em Dipteros: Variacdo Geografica do Polimorfismo de



Inversbes Cromossomicas de Drosophila mediopunctata e Fotomapa dos

Cromossomos Politénicos em Cochliomyia hominivorax.

Atualmente é Pesquisador de Pos-doutorado do curso de Pos-Doutorado em
Genética e Biologia Molecular da Universidade Estadual de Campinas e bolsista do
projeto PRODOC - Capes "Mudancas Genéticas Concomitantes ao Aquecimento Global
e a Fragmentacdo Florestal: Estudos numa Espécie de Florestas Neotropicais de
Drosophila”. No laboratorio de Biodiversidade Genética e Evolucdo de Drosophila
coorienta um aluno de doutorado junto com o Prof. Louis Bernard Klaczko e colabora
no projeto de extensdo “Aulas praticas de genética com Drosophila melanogaster para o
ensino médio”.

Ja publicou dois artigos originais:

1. Batista et al., 2009. Photographic map of the polytene chromosomes of
Cochliomyia hominivorax. Medical and Veterinary Entomology 23:
92-97, no qual publicou o mapa fotografico dos cromossomos

politénicos da mosca da bicheira - Cochliomyia hominivorax.
2. Batista et al., 2012. Unexpected long-term changes in chromosome
inversion frequencies in a Neotropical Drosophila species. Climate
Research 53: 131-140, no qual descreve a variagdo genética
concomitante as mudancas climaticas da populacdo de Drosophila

mediopunctata do Parque Nacional do Itatiaia.

Tem experiéncia na area de Genética, com énfase em Citogenética animal e
Genética de populagdes, atuando principalmente nos seguintes temas: cromossomo
politénico, inversGes cromossémicas, citogenética, Drosophila, mudancas climaticas e

fragmentacéo florestal.
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Resumo

H& um consenso entre diversas agéncias meteoroldgicas a respeito das
mudancas climaticas. Seus impactos sdo diversos: aquecimento do ar e dos ambientes
terrestres e marinhos, elevacao global do nivel do mar; estacBes do ano sem sincronia, a
maior ocorréncia de eventos climéticos catastréficos, entre outros. A regido do Parque
Nacional do Itatiaia apresenta uma tendéncia de aumento nos valores da temperatura
média e minima além das variagdes na precipitacdo consistentes com aqueles
consideradas pelo IPCC.

A biota global esta particularmente vulneravel aos efeitos das mudancas
climaticas. Analises temporais de longo prazo do polimorfismo de inversdes
cromossdmicas em diferentes espécies de Drosophila se mostraram uma ferramenta
poderosa para detectar répidas alteracbes genéticas causadas pela mudanca das
condigdes climaticas. No fim da década de 1980, foram realizadas coletas no Parque
Nacional do Itatiaia e caracterizado o polimorfismo de inversdes do cromossomo |l da
espécie Drosophila mediopunctata. Vinte e cinco anos apds estas coletas, voltamos ao
Parque Nacional do Itatiaia com o objetivo de estudar as possiveis variagdes no
polimorfismo de inversdo do cromossomo |l concomitantes as mudancas climaticas.

Cinco inversdes (DA, DI, DS, DP e DV) foram observadas em frequéncias acima
de 5% nesta populacdo. Ja se havia demonstrado que as frequéncias da inversdo DA (a
mais comum nesta populagdo) e das inversdes DS e DP variavam com as esta¢Oes do
ano. A frequéncia de DA aumentava nos meses mais frios, enquanto que DS e DP
aumentavam de frequéncia nos meses mais quentes. Consistentemente, foi verificada
ainda a correlacdo das frequéncias destes arranjos com a altitude e temperatura do més
de coleta. O arranjo DA apresentou alta correlacdo positiva com a altitude e negativa
com a temperatura média do més de coleta; enquanto que DS e DP apresentaram
correlagdo negativa com a altitude, e positiva com a temperatura. Essa correlagdo
poderia explicar tanto a variacdo sazonal quanto o cline altitudinal. J4, DI ndo
apresentou correlagdo nem com a altitude nem com a temperatura. Esses resultados
sugerem que o polimorfismo de inversdes do cromossomo dois de D. mediopunctata
estd associado a genes de adaptacdo térmica, e em particular, que a inversdao DA estaria
adaptada ao frio e DS e DP adaptadas ao calor.

Duas décadas ap6s (2007-10), realizamos novas coletas no Parque Nacional do

Itatiaia com o objetivo de estimar as frequéncias das inversdes do cromossomo 1l de D.



mediopunctata. Observamos inesperadas mudangas nas frequéncias dos arranjos mais
comuns e em sua variagdo microgeografica em relacdo aquelas antes descritas. A
inversdo DA continua sendo a mais frequente, porém ndo detectamos mais uma
correlacdo significativa com a altitude. Entretanto, o ciclo sazonal observado para estas
inversdes se mantém. O arranjo DI aumentou sua frequéncia significativamente e agora
mostra uma correlagdo positiva e significativa com a altitude. Estes resultados sugerem
que uma complexa selecdo pode estar mantendo este polimorfismo de inversfes nesta
populacdo. As mudancas podem estar associadas com mudancas ambientais incluindo
alteracbes climaticas e provavelmente fatores bidticos que podem ter afetado a
arquitetura genética desta populacgéo.

Por fim, descrevemos a primeira lista de espécies moscas do género Drosophila
coletadas em uma ocasido no Parque Nacional do Itatiaia. Observamos 55 espécies,
sendo que 8 destas ainda ndo foram descritas. Esta lista € um primeiro passo para 0 uso
destas espécies como bioindicadores nesta comunidade.



Abstract

There is a consensus among several meteorological agencies regarding climate

change and its impacts around the Earth: global warming in air, land and marine
environments, increased global sea level; non-synchronized seasons, and higher
occurrence of extreme weather events, among others. The region of the Parque
Nacional do Itatiaia shows an increasing trend in average and minimum temperature as
well as variations in precipitation consistent with those considered by the IPCC.
The global biota is particularly vulnerable to the effects of climate change. Long-term
analysis of chromosomal inversion polymorphism of different Drosophila species have
proved to be a powerful tool to detect rapid genetic shifts caused by changes in climatic
conditions. At the end of 1980’s, the inversion polymorphism of Drosophila
mediopunctata chromosome Il at the Parque Nacional do Itatiaia was characterized.
After twenty-five years, we revisited the Park to assess possible variations in
chromosome I1 inversion polymorphism concomitant to climate change.

Five chromosome inversions (DA, DI, DS, DP e DV) were observed in
frequency higher than 5% in this population of D. mediopunctata. The most common
chromosome inversion was DA. Furthermore, inversions DA, DS and DP showed
seasonal variation, in which DA increased its frequencies in cold months and
chromosome inversions DS and DP increased their frequencies in warm months.
Consistently, chromosomal inversions frequencies were significantly correlated to
altitude and temperature. Chromosome inversion DA was significantly and positively
correlated to altitude and significantly and negatively correlated to temperature.
Chromosome inversions DS and DP were negatively and significantly correlated to
altitude and positively and significantly correlated to temperature. Chromosome
inversion DI did not show any significant correlation to altitude or to temperature.
These results suggest that the chromosomal inversion polymorphism of chromosome 11
of D. mediopunctata is related to thermal adaptation genes.

Two decades after this previous study, we carried out new collections and we
estimated chromosomal inversion frequencies. Our objective was to test if there were
changes in the chromosomal inversion frequencies associated to climate changes. We
observed unexpected changes in D. mediopunctata chromosome Il inversion
polymorphism. Chromosomal inversion DA continues to be the most frequent inversion,

but it no longer presents a significant correlation to altitude. Chromosomal inversions



DS and DP decreased their frequencies and are still positively and significantly
correlated to altitude. The seasonal variation previously described of chromosome
inversions DA, DS, DP and DV is still cycling in this population. Chromosome
inversion DI increased its frequency and now is significant and positively correlated to
altitude. Our results show unexpected simultaneous changes in inversion frequencies
associated with climate change. Perhaps climatic variables other than temperature
underlie the process causing such changes, although potential genetic drift effects or
demographic factors cannot be excluded. Further studies assessing the population
genetic structure may help clarify the changes observed.

Finally, we describe the first list of Drosophila species composition from the
Parque Nacional do Itatiaia. Fifty-five species were observed and eight of them have
not been described yet. This is the first step toward the use of Drosophila species as a

potential biomarker in this community.
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1. Introducgéo

1.1. Mudancas Climaticas Globais

O Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas (IPCC) refere-se as
mudancas climéticas globais como aquelas altera¢cdes no estado do clima associadas a
causas naturais e antropogénicas que podem ser identificadas através de diferencas
estatisticas na média e/ou na variabilidade de diversas medidas ao longo do tempo
(IPCC, 2007). Essas medidas sdo varidveis que caracterizam o clima na atmosfera
(temperatura do ar, precipitacdo, concentracdo de gases atmosféricos), nos oceanos
(nivel do mar, temperatura do mar, superficie de gelo) e no ambiente terrestre (cobertura
de neve, distribuicdo de queimadas, erosdao) (WMO, 2013).

Observagdes independentes de diversas agéncias internacionais (AAAS, 2013;
INPE, 2013; NASA, 2013) indicam um consenso sobre o aquecimento global. Desde
1971, um aumento de 0,17°C/década na temperatura global foi estimado (WMO, 2013).
A Ultima década (2001-2010) foi considerada pela WMO (2013) a década mais quente
desde o inicio do século XX (1901-1910); observou-se um desvio de +0,88°C em
relacdo a média da variacdo temporal de longo prazo da temperatura global (NOAA,
2013; NASA, 2013). Na Europa, por exemplo, a variacdo para 0 mesmo periodo foi de
+1,0°C, ja na América do Sul foi de +0,60°C, em especial no Brasil foi de +0,74°C
(WMO, 2013).

Os impactos das mudancas climaticas sdo diversos. O aquecimento global é
apontado como o principal fator causador do derretimento da neve e do gelo do globo e,
consequentemente, da elevacao global do nivel do mar (Fukasawa et al., 2004; Jacob et
al., 2012; IPCC, 2012; Carr et al., 2013). Nas regides temperadas, ja ndo se observam
mais quatro estagdes do ano tdo bem definidas. Por exemplo, as estacdes de transicdo —
outono e primavera — estdo tardias e mais quentes (Lister-Kaye, 2011; Bradshaw &
Holzapfel, 2004; WMO, 2013). Ja nas regides tropicais, os efeitos mais marcantes sao
um inverno com temperaturas mais altas e cada vez mais seco e um verdo ainda mais
quente com temporais € chuvas mais caudalosas (WMO, 2013; Ab’Saber, 2009). Esses
efeitos séo agravados por fendmenos climaticos como El Nifio/ La Nifia e Oscilagdes do

Atlantico Norte/ Oscilagdes do Artico (Figura 1).
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( Variacao Climatica Natural

Mudancas Climaticas ‘ Consequéncias

Irradiacgdo solar
Fendmenos climaticos
(El Niflo, La Nifia, EMSO etc.)

Aquecimento global Mudangas no mundo biolégico
Aumento precipitacdo Degelo das calotas polares
ContribuicaolAntropogenica Estacdes do ano sem sincronia Eventos catastréficos
Eventos climaticos extremos etc.

Emissdo gases de efeito estufa - 3 - =
Desmatamento de florestas

Figura 1 - Diagrama de causas e consequéncias das mudangas climaticas.

Por fim, a maior ocorréncia de eventos climaticos catastréficos como furacdes,
ondas de calor e secas estdo associados as mudancas climaticas (IPCC, 2012; WMO,
2013). Na dultima década, estima-se que o prejuizo econémico causado eventos
climaticos extremos no mundo inteiro foi de aproximadamente US$ 660 bilhdes (WMO,
2013). Na América do Sul, 80% das perdas estdo relacionadas com eventos de
precipitagdo extrema, como o desastre de Itajai Santa Catarina em 2008 (AbSaber,
2009; Santos, 2010) e de Teresopolis em 2011 (Viana, 2011; Rosseto, 2011).

Diversos esforcos estdo sendo feitos para mensurar a influéncia antropica sobre
as mudancas climéticas (IPCC, 2012; Sutton & Dong, 2012; WMO, 2013). Ao mesmo
tempo, novas modelagens ja buscam alternativas para melhor aproveitar os efeitos das
mudancas climaticas (Houston, 2013; Juncheng et al., 2013; Rose & Alen, 2013). Além
disso, diversas instituicdes estdo propondo projecGes mais precisas sobre eventos
metereoldgicos ordinarios e extremos, que podem guiar politicas publicas a fim de
diminuir os efeitos das mudancas climaticas (Hunttingford, 2013).

1.2. Causas e Efeito Antropogénico sobre o Aquecimento Global

O aquecimento da Terra é naturalmente dado pela absorcdo pela supeficie
terrestre de parte da radiacdo infravermelha solar que chega ao planeta. Além disso, o
restante da radiacdo é refletido. Parte foge para as camadas mais superiores da
atmosfera; outra parte é reenviada para a superficie; e uma outra por¢éo € absorvida por
gases atmosfericos - como vapor de agua; didéxido de carbono (CO,), metano (CHy,),
Oxido nitroso (N,0) e aerossois, como CFC (IPCC, 2007). Esse processo é conhecido
como efeito estufa. Estima-se que a temperatura global seria 33°C mais fria, se a

composi¢do dessa camada atmosférica fosse diferente (WMO, 2013).
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Ha duas possiveis causas para 0 aquecimento global observado nos utlimos 100
anos (NASA, 2013): (1) variacdo na incidéncia de radiacdo solar sobre o planeta; e (2)
aumento da concentracdo de gases de efeito estufa na atmosfera, oriundo de atividades
humanas.

Diferentes projecdes mostram que a variabilidade da radiacdo solar foi apontada
como uma causa para explicar as mudangas climéaticas em séculos anteriores (Crowley,
2000; Bard & Frank, 2006). Entretanto, a variacdo da temperatura observada neste
ultimos 100 anos, ndao pode ser atribuida somente a influéncia da radiacéo solar (IPCC,
2007; NASA, 2013) devido ao fato de que ndo ha ou ha pouca variacdo no nivel de
radiagdo solar e que essa variacdo ndo seria suficiente para gerar o aquecimento
observado. Além disso, ha uma diferenca de temperatura entre as camadas atmosféricas
mais superiores e inferiores, composta por gases produtores de efeito estufa (NASA,
2013).

Entre 1970 e 2004, houve um aumento de 80% na emissdo de gas carbonico
(CO2) na atmosfera (IPCC, 2007). Como resultado, observa-se uma variacdo na
absorcdo atmosférica da radiacdo solar e uma maior acidez na superficie océanica
(IPCC, 2007). As consequéncias diretas dessas mudancas sdo 0 aquecimento
atmosférico e aquecimento e mudanca de pH do oceano (IPCC, 2012; WMO, 2013).
Dessa forma, o aumento na concentracdo de gases de efeito estufa e aerossdis na
atmosfera aliado as profundas alteracGes no uso do solo fornecem evidéncias fortes de
que as mudancgas ambientais observadas nos ultimos 100 anos séo resultantes de uma

complexa interacdo entre agdes humanas e causas naturais (IPCC, 2012; WMO, 2013).

1.3. Efeitos no Mundo Biologico

A fauna e a flora global vém sofrendo com as alteragBes climéticas recentes.
(Parmesan, 2006). Root et al. (2003) mostraram que 0s impactos causados pelo
aquecimento global no ultimo século, aliados a destruicdo do meio ambiente, podem
fazer com que as populagdes das espécies figuem desconectadas e levar diferentes
especies a extingdo. Holmegren et al. (2013) mostraram que a variagdo (aumento) da
precipitacdo nos ultimos anos teve um impacto positivo na sobrevivéncia diferencial em
populacOes da espécie da planta Welwitschia mirabilis no deserto da Namibia.

Bradshaw & Holzapfel (2008) sugerem que a ndo sincronizagdo e mudancas

climaticas na estacdo do ano causam mudancas nos periodos 6timos de migracéo e de
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diferentes caracteres relacionados a histdria de vida em diferentes organismos. As
alteracbes nas estagdes do ano provocaram mudancas na dindmica migratdria de
populacdes europeias do passarinho Sylvia atricapilla, cujos individuos apresentam um

comportamento de reproducdo precoce na primavera (Visser et al., 2004).

Os ecossitemas marinhos sdo altamente afetados pelas mudangas climaticas
(Harley et al., 2006). As principais mudancgas observadas nos sistemas marinhos sao: o
aumento da temperatura, aumento no nivel do mar e no pH oceénicos. Estas mudancas
abioticas provocam mudancas tanto no nivel especifico, quanto no nivel interespecifico.
Por exemplo, alteragdes no pH podem prejudicar a calcificagdo e crescimento em
diversas espécies como no caso da espécie do poliqueta Hydroides elegans (Lane et al.,
2013). Milazzo et al. (2013) mostraram que espécies de peixes associadas a
temperaturas mais frias estdo deslocando-se para habitats menos preferidos em resposta
ao aquecimento dos sistemas marinhos e ao aumento da dominadncia de espécies
antagonistas.

A biota montana da regido tropical esta particularmente vulneravel aos efeitos das
mudancas climaticas (Sheldon et al., 2011). Principalmente espécies de invertebrados,
anfibios, répteis e passaros com distribuicdes especificas e endémicas (Pounds, 2006;
Laurance et al., 2011).

Joly (2007) acredita que a principal consequéncia das mudancas climaticas é o
aumento exponencial nas taxas de extincdo de espécies, particularmente na regido
Neotropical. Colombo (2007) em um estudo realizado com 38 espécies arboreas tipicas
de Mata Atlantica mostra dois cenarios: num cenario mais otimista, que prevé um
aumento médio superior a 2°C na temperatura da regido, havera uma reducédo de 30% da
area hoje ocupada pela Mata Atlantica; ja num cenario pessimista, com um aumento
médio superior a 4°C, esta reducdo pode atingir 65%.

Por outro lado, Ab’Saber (2007a) projeta que os efeitos do aquecimento global
podem proteger e ser benéficos para a Mata Atlantica. Ele acredita que no Brasil, 0
aquecimento causa maior evapora¢do na regido costeira, tornando-a mais Umida.
Consequentemente, a Mata Atlantica ficaria mais protegida (Ab’Saber, 2009).
Entretanto, esse autor ressalta que € preciso separar os efeitos das mudancas climaticas
antropogénicas dos fenémenos geoclimaticos ciclicos, como El Nifio, para uma projecéo
mais realista (Ab’Saber, 2010); bem como ¢ fundamental ndo esquecer a expansido da

fronteira agricola e da urbanizacéo.
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Ndo ha um padrdo estabelecido de como as diversas espécies estdo sendo
influenciadas pelas mudancas climéaticas. Dessa foram, estudos usando diferentes
bioindicadores podem elucidar possiveis dindmicas evolutivas que as populacfes estdo
sofrendo e que permitem fazer previsdes mais precisas sobre o futuro de determinada
espécie e da biodiversidade local (Parmesan et al., 2007; Pauls et al., 2013).

Além disso, outro aspecto que merece especial atencdo é o fato de haver, em
alguns locais, medidas implantadas pelo poder publico no sentido de preservar e
recuperar o ambiente. No entanto, ainda ndo ha consenso para a escolha de indices ou
indicadores capazes de avaliar possiveis progressos das diferentes medidas de
preservacdo. Nem tampouco quais sdo os marcadores biologicos e/ou genéticos mais
informativos para esta tarefa. Naturalmente, no momento, a posi¢do mais indicada é a
de explorar diversos marcadores, em diversos grupos de espécies e diferentes
ecossistemas, de tal forma a acumular informacdes para melhores decisdes que guiem e

avaliem as politicas publicas (Dramstad, 2009; Stork et al., 2009).

1.4. Genética e Drosophila

O Género Drosophila apresenta hoje 1177 espécies divididas em 8 subgéneros
(Béchli, 2013). Popularmente, as moscas do género Drosophila — drosofilas — sdo
conhecidas como mosca-da-banana ou mosca-do-vinagre. As drosofilas alimentam-se
de leveduras em frutos ja caidos, em inicio de decomposicdo, e, portanto, ndo sdo
consideradas pestes agricolas (Powell, 1997).

Dentre todas as espécies do género, a mais conhecida € Drosophila melanogaster.
Esta espécie foi usada como modelo em pesquisas que contribuiram para o0
desenvolvimento de principios basicos da hereditariedade, incluindo heranca ligada ao
sexo, epistasia, alelos multiplos e mapeamento génico e cromossdmico (Sturtevant,
1965; Hartwell et al., 2004; O'Connor & Miko 2008).

A elaboracdo de mapas genéticos de alta resolugdo é especialmente favoravel em
Drosophila, ja que elas apresentam em certas fases de sua vida Orgdos com
cromossomos politénicos. Os cromossomos politénicos permitem a elaboracdo de um
mapa de alta resolucéo, pois apresentam centenas de bandas facilmente identificaveis
num Gnico cromossomo. Seu UsO para a constru¢do de mapas citogenéticos comegou
com Painter (1933) que desenvolveu a técnica de esmagamento dos cromossomos para

D. melanogaster. No entanto, foi o trabalho de Bridges (1935) que estabeleceu o padréo
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para 0os mapas de cromossomos politénicos. Ele dividiu os cinco bragos principais da
espécie em 102 divisbes e com grande precisdo distinguiu 2650 bandas em sucessivas
revisoes (e.g., Bridges 1942; Zhimulev 1996).

Desde entdo, este tipo de trabalho foi aplicado para realizar estudos genéticos em
outros géneros, incluindo diferentes pestes agricolas e vetores de doencas (Foster et al.
1980; Agoze et al. 1992; Bedo et al. 1994; Puchalla 1994; Zhao et al. 1998; Ananina et
al. 2007; Cecilia et al. 2009; Batista et al. 2009). Para uma histéria dos mapas de
cromossomos politénicos em Drosophila, bem como para mais detalhes, veja: Sorza
(1988); Spironello & Hunter (2005).

Os mapas de cromossomos politénicos representam o que ha de melhor em termos
de mapa citogenético. Eles permitem uma integracéo entre mapas fisicos e genéticos e,
ainda, sdo Uteis na medida em que é possivel identificar rearranjos cromossémicos com
precisdo. Desta forma, pode-se realizar inferéncias filogenéticas, detectar a acdo da
selegdo natural e, em muitas circunstancias, caracterizar e identificar diferentes espécies
(Sperlich & Pfriem, 1986; Anderson et al., 1991; Krimbas & Powell, 1992). Além disto,
eles podem ser utilizados para hibridizacdo in situ usando a técnica “fluorescent in situ
hybridization” (FISH) (Brianti et al., 2013), que é importante para localizar genes
nucleares em seus devidos locais nos cromossomos. Da mesma forma, podem servir
como ferramenta na clonagem de genes alvo de interesse (Saunders et al., 1989;
Aggarwal et al., 2009; Andreyenkova et al., 2009).

Em especial, os mapas de cromossomos politénicos permitem a identificacdo de
inversBes naturalmente observadas em populacdes do campo. A partir dai, inferéncias

podem ser feitas sobre diferentes aspectos evolutivos de uma determinada espécie.

1.5. Inversoes Cromossdmicas

Tradicionalmente, acredita-se que as inversdes cromossomicas sdo geradas por
duas quebras independentes e simultdneas e sua posterior ligagdo ao cromossomo
(Krimbas & Powell, 1992). Diversos estudos mostraram diferentes mecanismos que
podem ser responsaveis pelas quebras que d&o origem as inversées cromossdmicas, bem
como atuam aumentando sua frequéncia nas populacfes; mesmo assim, admite-se que
as inversdes tenham origem unica (Sharakhov et al., 2006; Hoffman & Riesemberg,
2008).
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Muitas especies do género Drosophila apresentam vérias inversdes
cromossomicas numa mesma populagéo (D. pseudoobscura - Stutervant & Dobzhansky,
1936; D. willistoni da Cunha et al., 1950; D. subosbcura - Marinkovic et al., 1978; D.
immigrans - Fang et al., 1998; entre outras revisadas em Hoffmann & Riesemberg,
2008). Ainda que haja populages monomorficas para inversdes cromossdémicas (Freire-
Maia, 1964), as variacOes nas frequéncias de inversbes cromossomicas podem ser
usadas para estudar e compreender aspectos sobre a histdria evolutiva destas populacdes
e grupos de especies (Sperlich & Pfriem, 1986; Krimbas & Powell, 1992; Rieseberg,
2001; Hey, 2003; Schimidt et al., 2005; Presgraves et al., 2009; Rego et al., 2009;
Fragata et al., 2010; Hughes et al., 2010). Em especial, destaca-se a importancia do
polimorfismo de inversdes cromossdmicas como um potencial bioindicador para
detectar respostas genéticas as mudancas ambientais (Hoffmann & Danborn, 2007;
Hoffmann & Willi, 2008; Balanya et al., 2009)

Em Dipteros, o estudo de inversdes se torna um sistema altamente favoréavel pela
presenca dos cromossomos politénicos, que em heterozigose apresentam alcas
facilmente reconheciveis (Krimbas & Powell, 1992). As inversdes sdo marcadores
genéticos que se comportam como alelos mendelianos codominantes (Hoffmann &
Riesemberg, 2008; Kirkpatrick 2010).

Uma das propriedades das inversdes é que, em heterozigose, elas sdo capazes de
suprimir o crossing-over (Stutervant 1917, 1926, 1931). Dobzhansky (1947) postulou
que as inversdes transportariam e manteriam complexos génicos ligados, coadaptados,
que seriam favorecidos pela selecdo natural, pois impediriam gque 0s conjuntos de genes
coadaptados entre si fossem desfeitos pela recombinacdo (Dobzhansky, 1970).

Desde o trabalho de Wright & Dobzhansky (1946), varios estudos reiteradamente
mostraram que as inversdes provavelmente evoluem sob a acdo da selecdo natural. Por
exemplo, através do monitoramento temporal das mudangas das frequéncias em longo e
curto prazo (variacdo estacional), tanto em populacdes de laboratério (Wright &
Dobzhansky, 1946) quanto em populagfes naturais (Dobzhansky & Levene, 1948;
Rodriguez-Trelles, 1996; Etges & Levitan, 2008; Balanya et al., 2009; Rodriguez-
Trelles & Rodriguez, 2010; Batista et al.,, 2012). Semelhantemente, as variacdes
geograficas nas frequéncias séo interpretadas como evidéncias prima facie da selecdo
natural (Wasserman, 1963; Anderson et al., 1991, 2005; Umina et al., 2005; Batista,
2010).
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Além disso, a associagdo entre inversdes cromossdmicas e caracteres que afetam o
valor adaptativo em diferentes espécies, como: tamanho e forma da asa (Bitner-Mathé et
al., 1995; Santos et al., 2004; Hatadani & Klaczko, 2008) e genitalia (Andrade et al.,
2005, 2009; Schéfer.et al., 2011); policromatismo (Hatadani et al., 2004; Joron et al.,
2011; Wittkopp et al., 2011); sex ratio (Carvalho et al., 1989; Corbett-Detig & Hartl,
2012); caracteres fisiologicos (Rako et al., 2007, Calabria et al., 2012, entre outros). No
entanto, as multiplas formas pela quais os polimorfismos de inversées cromossémicas

sdo mantidos continuam sendo uma importante questdo a ser investigada.

1.6. Aquecimento Global e Inversdes Cromossdmicas em Drosophila

Analises temporais de longo prazo do polimorfismo de inversées cromossémicas
em diferentes espécies de Drosophila se mostraram uma ferramenta poderosa para
detectar rapidas alteracbes genéticas causadas pela mudanca das condic¢Bes climéticas
(Hoffmann & Riesemberg, 2008). Knibb (1982) estudando populacdes australianas de
D. melanogaster descreveu um cline latitudinal para a inversdo In(3R)Payne, no qual
sua frequéncia aumentava em popula¢Bes mais proximas do equador. Apds cerca de
vinte anos, Anderson et al. (2005) e Umina et al. (2005) mostraram que houve aumento
da frequéncia desta inversdo em todas as populacdes da Australia, sugerindo que esta €
uma resposta direta aos efeitos do aquecimento global. Observacdes semelhantes em
diferentes populacdes norte-americanas de D. robusta foram descritas por Levitan &
Etges (2005; 2009) e Etges & Levitan (2008).

Um padrdo similar foi observado para os arranjos do cromossomo O de D.
subobscura. Primeiro, Rodriguez-Trelles et al. (1996) e Rodriguez-Trelles & Rodriguez
(1998) mostraram o aumento da frequéncia de arranjos tipicos do sul da Espanha no
final da década de 90 em populacdes espanholas. Balanya et al. (2006; 2009)
compararam as frequéncias de inversdo em populacdes de D. subobscura de trés
continentes; e descreveram alteragdes nas frequéncias de inversdo consistentes com as
alteracbes climéticas observadas para as localidades, sugerindo que estes padrdes
podem ser uma resposta as alteracdes do aquecimento global. No entanto, ndo se tem
certeza de como a temperatura é diretamente responsavel por tais mudancas genéticas.

Contrastando com estes exemplos, populacdes norte-americanas de D.
pseudoobscura ndo apresentaram nenhuma variagdo consistente em 40 anos de

monitoramento do polimorfismo de inversfes cromossdmicas (Anderson et al., 1981),
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apesar de Schaeffer (2008) apontar uma oscilagédo nas frequéncias das populagdes da
Costa do Pacifico. A andlise do polimorfismo em populagdes indianas de D. ananassae
também ndo indicou uma diferenciacdo temporal em vinte anos de acompanhamento da
frequéncia das inversdes cromossdmicas (Singh & Singh, 2007). Cabe ressaltar que
nenhum dos exemplos acima mencionados foi realizado com uma espécie neotropical, 0

que deixa uma Obvia lacuna nos estudos das consequéncias do aquecimento global.

1.7. Drosophila mediopunctata

Drosophila mediopunctata pertence ao grupo tripunctata, do subgénero
Drosophila. O grupo tripunctata € um dos maiores entre 0s grupos de espécies de
Drosophila de florestas neotropicais com 80 espécies (Bachli, 2013). D. mediopunctata
tem ampla distribuicdo geogréfica, tendo sido encontrada em matas de Vvérias
localidades do Brasil, da América do Sul e Central, até El Salvador (Figura 2; Val et al.,
1981; Bachli, 2013). Durante o inverno, principalmente na regido sul do Brasil, ela
chega a ser a mais comum entre as Drosophila coletadas (Saavedra et al., 1995); no
entanto ela é rara ou ausente nas caatingas e cerrados (Tidon-Sklorz & Sene, 1995;
Tidon, 2006; Hatadani et al., 2009; Brianti et al., 2009).

D. mediopunctata apresenta caracteristicas marcantes em relacdo a outras
espécies do género. Primeiramente, apresenta um ciclo de vida longevo — de
aproximadamente 28 dias em baixas temperaturas — enquanto outros modelos, como
Drosophila melanogaster, D. willistoni, D. pseudoobscura — que pertencem ao
subgénero Sophophora — apresentam ciclo de vida curto. Ela é uma espécie exclusiva de
floresta tropical e subtropical, ainda que esteja adaptada a temperaturas mais frias. Por
fim, apresenta um tempo longo de maturidade sexual; e uma fecundidade relativamente
baixa. Estas caracteristicas a candidatam a ser um bom modelo bioldgico, justamente
por contrastar com a biologia dos outros modelos e, portanto, ter o potencial de revelar

peculiaridades e fendmenos que os outros modelos ndo mostram (Klaczko, 2006).
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Figura 2 — Distribuicdo da espécie Drosophila mediopunctata. As regifes coloridas séo
localidades com provavel chance de se coletar esta espécie. Os pontos brancos sdo as
localidades onde a espécie ja foi coletada (Bachli, 2013). Figura gerada pelo software
DIVA-GIS (Hijmans et al., 2012) com os dados da modelagem de nicho gerados pelo
software Maxent (Phillips et al., 2006).

D. mediopunctata, como muitas espécies pertencentes ao grupo tripunctata,
apresenta uma ornamentacdo na regido abdominal sob a forma de trés pintas na por¢édo
média dos ultimos tergitos (Frota-Pessoa, 1954). Verificou-se que este carater apresenta
uma variacdo genética e alta plasticidade fenotipica em resposta a temperatura de
desenvolvimento, associada ao polimorfismo do segundo cromossomo (Hatadani et al.,
2004). Rocha et al. (2009) caracterizaram a norma de reacdo deste carater em fungdo da
temperatura para alguns genotipos e verificaram que na maioria dos casos estudados ela
podia ser descrita por uma funcdo ndo-linear cuja curvatura estava correlacionada ao
valor médio do carater.

Bitner-Mathé & Klaczko (1998) descreveram a variagdo e estimaram a
herdabilidade ‘“natural” do numero de ramos das aristas na populagdo do Parque
Nacional do lItatiaia, RJ. Eles mostraram que fémeas do campo apresentavam um
numero de ramos de arista significativamente menor que o de suas filhas criadas em
condicBes padronizadas no laboratério; e que o carater ndo apresentava nenhuma

variacdo altitudinal, nem entre as diferentes coletas realizadas no Parque Nacional do
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Itatiaia, RJ entre setembro de 1986 e novembro de 1988. Analisando os machos
coletados, que tiveram seu cariétipo para as inversdes do cromossomo |l determinado,
esses autores ndo detectaram nenhuma diferenca significativa entre os varios cariotipos
para o0 nimero de ramos da arista.

Entretanto, para a mesma populacéo, Bitner-Mathé et al. (1995) mostraram que,
para o tamanho da asa, ha uma interag&o entre o cari6tipo dos animais e a data de coleta,
evidenciando uma interacdo genotipo ambiente; enquanto que, para a forma da asa, ha
claras diferencas entre cariotipos, mas nao ha interacdo com a data de coleta. Ja, Bitner-
Mathé & Klaczko (1999a) descreveram um cline altitudinal tanto para o tamanho
quanto para a forma ao analisar as filhas de moscas coletadas em diferentes altitudes,
porém nas moscas do campo esse cline ndo era significativo.

Hatadani & Klaczko (2008) mostraram, em condi¢des controladas no
laboratério, que o tamanho e a forma da asa sofrem influéncia do cariétipo do
cromossomo |1, do sexo e da temperatura. Encontraram, ainda, evidéncias sugestivas da
interacdo entre o caridtipo e a temperatura sobre a forma da asa, sugerindo a existéncia
da interacdo genotipo-ambiente sobre este carater, e que esta interacdo pode estar
correlacionada com diferencas sazonais. Dessa forma, pode ser que o contetido genético
das inversdes esteja acumulando diferentes alelos adaptados a diferentes temperaturas.

Por fim, um novo método para a analise morfométrica da asa foi proposto
usando como modelo a figura geométrica da elipse (Klaczko & Bitner-Mathé, 1990;
Bitner-Mathé & Klaczko, 1999b), com resultados consistentes com 0s observados
usando outras metodologias mais complexas de analise morfométrica.

A variacao morfoldgica do edeago da espécie também foi estudada por Andrade
et al. (2005) que testaram a influéncia da temperatura sobre este 6rgdo. Eles mostraram
que esta varidvel ambiental afeta o tamanho e forma do 6rgdo fazendo com que as
moscas criadas em temperaturas mais baixas tenham edeagos maiores. Andrade et al.
(2009) caracterizaram a variabilidade natural para o tamanho e a forma do edeago, sua
correlacdo com o tamanho e a forma da asa e, também, demonstraram que o tamanho do
edeago sofre influéncia do cari6tipo do segundo cromossomo.

Carvalho et al. (1989) descreveram o fendmeno sex-ratio (proles afetadas com
grande excesso de fémeas) em D. mediopunctata oriundas do Parque Nacional Do
Itaiaia, demonstrando que ele estda associado ao polimorfismo de inversdes do
cromossomo X, em especial, associado ao haplétipo In(X)21. Machos X:21/Y tém

proles sex-ratio enquanto machos X:St/Y tém proles normais. O estudo das causas
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genéticas da variacdo da expressdo de sex-ratio revelou a existéncia de genes
supressores localizados em cada um dos autossomos principais (Carvalho & Klaczko,
1993). Como tambem, foi identificado um complexo sistema de supressdo ligado aos
cromossomos X e Y (Carvalho & Klaczko, 1994; Carvalho et al., 1997). Por fim,
aproveitando-se da complexa determinagdo genética deste fendbmeno, Carvalho et al.
(1998) fizeram uma demonstracao no laboratdrio do principio de Fisher.

Entre outros marcadores genéticos desenvolvidos para esta espécie, destacam-se
as mutacGes de efeito visivel e microssatélites. Diversas linhagens de mutantes
recessivos e dominantes com fendtipos semelhantes aos dos genes Antennapedia e
Delta em D. melanogaster foram obtidos por raios X e tiveram sua localizacdo
cromossémica determinada (Marques et al., 1991; Ananina, 2003). Tais linhagens sdo
estoques fundamentais para diversas analises genéticas. Alem disso, 134 loci de
microssatélite foram desenvolvidos para D. mediopunctata com uma alta taxa de
amplificacdo em outras 30 espécies do género (Laborda et al., 2009a, b). O uso de
microssatélites abre uma série de possibilidades de pesquisas com objetivos de estudar

estruturas de populac@es, ou identificar genes associados a caracteristicas quantitativas.

1.8. O Polimorfismo de Inversdes em Drosophila mediopunctata

Drosophila mediopunctata apresenta cinco pares de cromossomos acrocéntricos e um
par de pontuais, que ndo se politeniza (Katristsis, 1966). Brianti et al. (2013)
estabeleceu a homologia dos cromossomos de D. mediopunctata com os de D.
melanogaster. Foi possivel identificar os elementos de Muller, com sondas marcadas de
genes de D. melanogaster em hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) nos
cromossomos politénicos de D. mediopunctata.

Ananina et al. (2002) e Brianti et al. (2013) publicaram o0 mapa e o fotomapa,
respectivamente, dos cromossomos politénicos com uma alta resolucdo das bandas e
com as marcacgdes dos pontos de quebra das inversdes que ocorrem naturalmente nessa
espécie. Os cromossomos polimdrficos sdo: 0 cromossomo X, com quatro arranjos; o
cromossomo 1V, com dois arranjos; e o cromossomo IlI, o mais polimorfico, que
apresenta oito inversdes na regiao distal (DA, DI, DV, DP, DS etc.) e nove na regido
proximal (PAO, PBO, PCO etc.), 17 no total (Peixoto & Klaczko, 1991; Ananina et al.,
2002).
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Em principio € possivel a ocorréncia de 72 possiveis combinag¢6es — haplotipos —
entre inversBes das regides distal e proximal do segundo cromossomo, ja que ndo ha
sobreposicdo entre estas duas regifes (Ananina et al., 2002; Klaczko, 2006). No
entanto, ha um forte desequilibrio de ligacdo entre as inversbes das duas regides.
Peixoto & Klaczko (1991) mostraram que em uma amostra de 2130 cromossomos,
apenas 31 dos 72 possiveis haplotipos foram encontrados com valores altos do indice de
Desequilibrio de Ligacdo Normalizado (D’; Lewontin, 1964; 1988). Entre os 1086
cromossomos com a inversdo DA na regido distal, 1015 (94%) estavam associados a
inversdo proximal PAO formando o haplétipo DA-PAO; com um coeficiente de
desequilibrio de ligacdo normalizado D’ = 0,976. Da mesma forma, 91% dos
cromossomos com DI estavam associados a PBO formando o haplétipo DI-PBO (D’ =
0,857); 96% dos DS associados a PCO (DS-PCO0) (D’ = 0,948), e 98% dos DP a PCO
(DP-PCO0) (D’ = 0,974). Estes quatro hapldtipos representaram 87,2% dos haplotipos
observados na populagdo do Itatiaia (Peixoto & Klaczko, 1991). As frequéncias destes
quatro arranjos distais somam em torno de 90% nas populacdes do Sudeste do Brasil. Se
acrescentamos a inversdo DV, elas representam cerca de 95% das inversdes distais
observadas em todas as populacdes estudadas até agora.

Dessa forma, levando em conta o desequilibrio de ligacdo e as frequéncias dos
haplo6tipos, podemos restringir as analises das populacdes do Sudeste brasileiro desta
espécie apenas aos quatro ou cinco arranjos mais frequentes da regido distal do
cromossomo Il. E, mesmo com essa simplificacdo, teremos capturado a maior parte da
informacao relevante (Batista et al., 2012).

Ananina et al. (2004) analisaram o polimorfismo de inversdes da populacdo do
Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Eles mostraram que o arranjo mais comum (DA)
apresenta uma variacao ciclica estacional ao longo dos anos (Figura 3). A frequéncia de
DA aumenta nos meses mais frios e secos e diminui nos meses quentes e chuvosos. Essa
variacdo é compensada pela frequéncia de DP e DS, que exibem o padrdo oposto.
Consistentemente, foi verificada ainda a correlagdo das frequéncias destes arranjos com
a altitude. O arranjo DA apresentou alta correlagdo positiva com a altitude e negativa
com a temperatura média do més de coleta; enquanto que DP e DS apresentaram
correlagdo negativa com a altitude, e positiva com a temperatura. J4, DI ndo apresentou
correlagdo nem com a altitude nem com a temperatura. Esses dados considerados em

conjunto sugerem fortemente que as frequéncias das inversdes reflitam a adaptacdo da
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populagéo, na qual DA estaria adaptada ao frio e DS+DP adaptadas ao calor. Essa

correlagé@o poderia explicar tanto a variagdo sazonal quanto o cline altitudinal.

inverno | _inverno | inverno

~ @ =
.verao _verao

r = 0,955 *** — Sinusoidal Fit: y =a+ b x cos (c x + d)

Coefficient Data: a = 0.50257; b = 0.0537; ¢ = 0.5370; d = -3.7923599

Figura 3 - Variacdo Estacional da Frequéncia da Inversdo Distal DA do Cromossomo |l
de D. mediopunctata no Parque Nacional do Itatiaia em 9 coletas de 1986 a 1988
(Ananina et al., 2004; Klaczko, 2006). A curva da funcdo sinusoidal ajustada, com os
parametros mostrados, estd acima. Os pontos no alto do grafico sdo de coletas da

estacao fria-seca (inverno) e os da parte inferior da estacdo quente-umida (verao).

2. Caracteristicas Geofisicas e Floristicas do P. N. do Itatiaia

O Parque Nacional do Itatiaia (22°26’S, 44°37°W) ¢ a primeira unidade dedicada
a preservacao e conservacao do meio ambiente no Brasil (Decreto n° 1.713 de 14 de
junho de 1937). Localizado na Serra da Mantiqueira proximo a fronteira entre os
estados do MG, SP e RJ - cerca de 200 km da cidade do Rio de Janeiro, RJ - 0 parque
apresenta uma area de 28.084,1 ha de uma rica biodiversidade e afloramentos

geoldgicos e rochosos impares (ICMBIO, 2013).

O Parque Nacional do Itatiaia esta localizado sobre a unidade geomorfolégica do
Planalto Atlantico — Mares de Morros (Almeida, 1964; Ab’Saber, 2007b; Martinelli,
2009) e apresenta relevo montanhoso com grandes afloramentos rochosos e altitudes
variando aproximadamente entre 540m e 2.791m, préximo ao cume do Pico das
Agulhas Negras, quinto mais alto do pais (IBGE, 2005; ICMBIO, 2013).
Predominantemente, o solo do Parque Nacional do Itatiaia apresenta Cambissolos e em


http://www.icmbio.gov.br/portal/biodiversidade/unidades-de-conservacao/biomas-brasileiros/mata-atlantica/unidades-de-conservacao-mata-atlantica/2181-parna-de-itatiaia
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regides de declividade Neossolos Litdlicos entre os afloramentos de rocha (Almeida,
2011, Gustavo et al., 2012). Os afloramentos rochosos sdo formados por rochas
metamorficas constituindo gnaisses e rochas alcalinas (IBDF, 1982).

O clima na regido do Parque Nacional do Itatiaia é peculiar devido sua orografia
(IBDF, 1982) e pode ser classificado como mesotérmico de dois tipos, segundo o
sistema de Koppen: 1 - Tipo Cwb — nas regifes acima de 1600m o clima é mesotérmico,
com verdo brando que constitui a estacdo chuvosa, para as areas mais elevadas, acima
de 1.600m de altitude; 2 - Tipo Cpb — mesotérmico, com verdo brando, sem estacdo
seca, nas partes mais baixas da encosta. Por fim, a regido do Parque Nacional do Itatiaia
apresenta duas estacbes do ano bem distintas: entre 0s meses de maio-setembro —
estacdo fria e seca; e entre 0s meses de novembro-marco — estacdo quente e chuvosa
(IBDF, 1982).

As caracteristicas orograficas e climaticas particulares da regido do Parque
Nacional do Itatiaia oferecem a oportunidade para formar a rica biodiversidade
observada no Parque Nacional do Itatiaia. A vegetacdo do Parque Nacional do Itatiaia
pode ser classificada como Floresta Ombréfila Montana (IBGE, 1992), e com regides de
Floresta Estacional Semidecidual Montana (Santos & Zikan, 2000; Morim, 2006).
Brade (1956) ja cita diferengas na fisionomia da mata e que ha uma associagao entre a
composicao de espécies e a altitude. A regido mais alta do Parque Nacional do Itatiaia
apresenta ilhas naturalmente fragmentadas com uma vegetacdo mais rasteira
caracteristicas de campos de altitude (IBDF, 1982; Brade, 1956).

Por fim, o parque apresenta uma estrutura especialmente favoravel para estudos
evolutivos e ecoldgicos. Ha trilhas muito favoraveis para observacdo e coleta de
individuos no gradiente altitudinal ao longo de toda BR 485. Além do fato de haver

duas estacbes do ano bem definidas.

3. Mudangas climéticas na regido do P. N. do Itatiaia

Testamos a variacdo de longo prazo para as temperaturas maximas, meédia e
minima e da precipitacdo para a regido do Parque Nacional do Itatiaia (dados tomados
na estacdo automatica de Resende, RJ — INMET- 22°43°S, 44°45’> W, Altitude: 440m;

disponiveis no site: http://www.agritempo.gov.br/estacoes.html).

Observamos na Figura 4, a correlagdo positiva e significativa das temperaturas
média e minima com o ano (Tmed: r = 0.46, p = 0.0195; Tmin: r = 0.62, p = 0.0009). A


http://www.agritempo.gov.br/estacoes.html
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Figura 5 mostra uma aparente tendéncia de decréscimo para a soma da precipitacdo
anual (r =-0.399, p = 0.048). Entretanto, ao remover os anos de 2006 e 2007 da analise
(pontos outliers), nenhuma tendéncia € observada e a correlacdo ndo é mais significativa
(r=0.318, p = 0.130).
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Figura 4 — Variagdo temporal de longo-prazo da temperatura na regido do Parque
Nacional do ltaiaia, RJ.



25

3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

y =-17,729x + 37271
R2 = 0,1591 A

Precipitacdo (mm)

1000 -

500

0 L] L] 1
1979 1989 1999 2009 Anos

Figura 5 — Variagéo de longo prazo da precipitacdo anual da regido do Parque Nacional
do Itatiaia, RJ.

Os resultados indicam que ha uma tendéncia de aumento nos valores da
temperatura média e minima além das variagdes na precipitacdo consistentes com as
mudancas climéticas globais consideradas pelo IPCC (IPCC, 2007; Easterling et al.,
1997). Medidas mais precisas e estudos sobre os efeitos das mudancas climaticas nesta
regido ainda sdo necessarios, pois o Parque Nacional do Itatiaia ainda estd sujeito a
muitos focos de incéndio durante a estagdo fria-seca (Tomzinhski et al., 2012) e a
chuvas caudalosas na estacdo quente-chuvosa, o que pode ter como consequéncias

deslizamentos de terra, enxurradas e trombas d’agua.

4. Coletas e Estratégia Experimental

Entre junho de 2007 e agosto de 2010, novas coletas de Drosophila
mediopunctata foram realizadas no Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Nosso objetivo era
verificar se a populacdo de D. mediopunctata sofreu alteragdes nas frequéncias das
inversdes do cromossomo Il concomitantes as mudancas climaticas. Especificamente,
queriamos verificar se nesta populacdo, as inversdes associadas a estacdo quente e

chuvosa (DS e DP) aumentariam de frequéncia a custa da inversdo DA associada a
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estagdo fria e seca. Além disso, verificar se as correlagbes entre as frequéncias de
inversdo e a altitude e variaveis climaticas ainda continuam sendo as mesmas daquelas
anteriormente publicadas (Ananina et al., 2004).

A estratégia experimental para evitar misturar os efeitos altitudinais e estacionais
foi: (1) - para testar se ainda h& variagdo ciclica estacional entre as inversdes DA, DS e
DP - coletar em duas altitudes (750 e 950m) em todas as ocasides de coleta; (2)- para
testar se as inversdes DA, DS e DP ainda apresentam correlacdo com a altitude - coletar
uma vez, simultaneamente, em 8 altitudes — coleta na estacao seca e fria de 2009; (3)
para comparar as frequéncias de 1986-88 com as atuais, coletamos amostras em
diferentes altitudes e em diferentes estacbes do ano para estimar as frequéncias de
inversdes do cromossomo II.

As moscas foram coletadas passando rede entomoldgica sobre pratos com iscas
de bananas fermentadas e, entdo, trazidas ao laboratorio e triadas. Apos a triagem,
separamos individualmente cada fémea em tubos e montamos estoques isofémeas. Além
disso, cada macho coletado foi colocado com 3 fémeas virgens da estirpe
homocariotipica ITC-229-ET em tubo com meio de cultura, repicado e sempre mantido
em condicGes laboratoriais favoraveis para preparagdes citoldgicas. As laminas foram
preparadas usando larvas de terceiro instar fixadas em 1N HCI, coradas com orceina-
latico-acético (Ashburner, 1989).

As frequéncias de inversdes do cromossomo Il foram estimadas pelo método de
amostragem de ovos e pelo método do macho (Arnold, 1981, Ananina et al., 2004). O
método de amostragem de ovos consiste na cariotipagem de uma Unica larva F1 de cada
estirpe isofémea. O método do macho é a inferéncia do cari6tipo do macho do campo
através da analise de 8 larvas da F1 oriundas dos cruzamentos dos machos do campo
com a estirpe padrdo. Dai, comparamos as frequéncias estimadas pelos dois métodos
usando um qui-quadrado de contingéncia e como ndo houve nenhuma diferenca, nés
agrupamos as frequéncias.

As frequéncias de inversdes foram transformadas angularmente (Zar, 2010) para
fazer os testes de correlagdo de Pearson entre estas e as temperaturas do més de coleta e
a altitude assim como publicado anteriormente (Ananina et al., 2004).

5. Mudancas genéticas na populacéo de D. mediopunctata do P. N. Itatiaia
A comparacdo entre a média das frequéncias atuais (2007-2010) e aquelas publicadas

1986-1988 mostrou uma diferenca significativa (X? = 74,97; p < 0.001). Observamos
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um inesperado aumento nas frequéncias médias das inversées DA e DI, enquanto DS,

DP e DV — associadas a temperaturas mais altas, diminuiram de frequéncia (Figura 6).

100%
90% +
80% 1
70% 1+
60% +
50% 1+
40% 1
30% +
20% 1+
10% +

0% -

ooT
@8DS+DP+DV
@Dl

@mDA

1986-88 2007-10

Figura 6 — Comparacdo entre as médias das frequéncias nas duas épocas de coletas.
Comparamos, ainda, as frequéncias entre as estacOes fria-seca (coletas de outono e
inverno) e quente-chuvosa (primavera e verdo). A Figura 7 mostra ha diferencas entre as
frequéncias nas estacdes. As frequéncias das inversdes DA e de DS + DP + DV ainda
apresentaram variacdo estacional, e DI ndo apresentou nenhum variacdo estacional,
como previamente publicado (Figuras 7 e 8).
100%
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60% T
50% +
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30% T mDS+DP+DV
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Figura 7 — Comparacéo entre as frequéncias de inversdo nas esta¢cdes do ano.
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Figura 8 — Comparacdo entre a variacdo estacional das frequéncias de inversbes
cromossdmicas em duas ocasides de coleta.

A Figura 9 mostra os graficos de correlagdo das variagBes altitudinais das
frequéncias de inversdo na populacdo do Parque Nacional do Itatiaia. Para esta analise
usamos as frequéncias da coleta de outono de 2009 (Figura 10). Ndo observamos mais
uma correlacdo significativa entre a inversdao DA e a altitude (r = -0.12, p = 0.78),
entretanto, DS ainda mostra uma correlagao negativa e significativa (r = -0.71, p < 0.05)
como previamente. Como DP esta apresentando uma frequéncia baixa, agrupamos as
frequéncias de DS + DP + DV, e consistentemente, observamos a correlacdo com a
altitude (r = —-0.82, p = 0.013). Note-se que nesse caso a inclinacdo das retas das
regressdes das frequéncias de inversdes pela altitude é semelhante nos dois anos (as
retas sdo paralelas). No entanto, paradoxalmente, a reta dos anos mais recentes, em que
houve aguecimento global, tem um valor de intercepto menor, indicando frequéncias
menores das inversdes. Por outro lado, surpreendentemente, DI agora apresenta uma

correlagéo positiva com a altitude (r = 0.75, p = 0.032).



Figura 9 - Variagdo altitudinal das frequéncias de
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A Tabela 1 mostra as correlacdes entre frequéncias de inversdo e as varidveis climéticas
- temperatura e precipitacdo do més de coleta. Esta analise mostra que as correlacdes
continuam consistentes com aquelas ja publicadas (Ananina et al. 2004): DA é
negativamente correlacionada com a temperatura precipitacdo, embora, ndo
significativamente (temperatura: r = —0.55, p = 0.20; precipitacdo: r = —0.74, p = 0.055).
Ja DS é positiva e significativamente correlacionada com a temperatura e precipitacdo
(temperatura: r = 0.756, p = 0.049; precipitacdo: r = 0.797, p = 0.032). Nao observamos

correlagdes significativas entre essas variaveis e a frequéncia de DI.

Tabela 1 - correlagdes entre frequéncias de inversdo e as varidveis climaticas -
temperatura e precipitacio do més de coleta. As correlacbes significativas estdo

destacadas em negrito.

Temperatura Precipitacéo
Inversoes

r p R P
DA -0.548 0.202 -0.744 0.055
DI -0.390 0.386 0.076 0.871
DS 0.756 0.049* 0.796 0.032*
DS + DP + DV 0.725 0.065 0.748 0.053
oT 0.355 0.434 -0.101 0.829

OT: inversoes raras.

6. Conclusotes

Alteracdes no sentido do aumento da temperatura média e minima na regido do
Parque Nacional do ltatiaia (Tméd: r = 0,84; p < 0,01. Tmin: r = 0,92; p < 0,01) e uma
variacdo na precipitagdo sugerem que a regido do Parque Nacional do Itatiaia pode
sofrer os impactos das mudancgas climaticas (IPCC, 2007). Uma analise mais precisa
com outras variaveis climaticas ainda se faz necessaria, para

mostrar as consequéncias das mudangas climaticas nessa regido. E ainda, mostrar
quais as estratégias mais eficazes que o Parque Nacional do Itatiaia pode adotar para

mitigar os efeitos mais catastroficos das mudangas climaticas.
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A frequéncia da inversdo DI apresentou um aumento aproximado de 8% nas
coletas de estacdo fria-seca e de 5% na estacdo quente-chuvosa. Este € um resultado
inesperado, ja que as inversbes DS e DP aumentavam suas frequéncias em meses
quentes. Santos et al. (2005) mostraram que inversdes cromossémicas que aumentaram
sua frequéncia em populacdes de laboratério — originadas de popula¢es de menores
latitudes - em resposta a diferentes tratamentos térmicos, ndo eram necessariamente a
mesma inversao cuja frequéncia aumentara em populac6es naturais.

Nas coletas da década de 80, também foram observados clines altitudinais para as
inversdes DA, DS e DP. A inversdo DA aumenta sua frequéncia altitudes mais elevadas,
ja DS e DP apresentam o padrdo oposto (dados publicados em Ananina et al., 2004).
Depois de duas décadas, a populacdo do Parque Nacional do Itaiaia ndo mostra o
mesmo padrdo de variacdo altitudinal. A frequéncia da inversdo DA ndo apresenta mais
uma correlacdo significativa com a altitude. Ja as frequéncias agrupadas das inversdes
DS, DP e DV continuam a variar negativa e significativa com a altitude. Por fim,
inesperadamente, a inversdo DI mostra agora uma correlacdo positiva e significativa
com a altitude. Andlises futuras devem ser realizadas para compreender a natureza desta
correlacdo, ja que a inversdo DI ndo apresenta nenhuma correlacdo com variaveis
climaticas.

A variacdo na frequéncia de inversdes cromossémicas pode ser fruto de adaptacao
local a ambientes heterogéneos (Wright & Dobzhansky 1946; Navarro & Barton, 2003;
Hoffmann et al., 2004; Kirkpatrick & Barton, 2006). Schaeffer (2008) aponta que a
influéncia antrdpica - uso de agrotoxicos e pesticidas, poluicdo do ar e em especial, 0
aquecimento global - pode mudar as caracteristicas do ambiente e assim forcar
mudancas genéticas em populacdes que vivem neste ambiente.

Schaeffer et al. (2003) e Schaffer & Anderson (2005) mostraram diferentes
mecanismos que podem levar a mudancas no conteGdo genético das inversdes
cromossémicas, especialmente nas regides onde ha uma reducdo no desequilibrio de
ligagdo entre grupos de nucleotideos — regides mais afastadas do ponto de quebra das
inversGes cromossdmicas. Investigar as diferengas no conteddo genético das inversdes
cromossdmicas em D. mediopunctata pode ser uma forma de entender a variacdo
observada na populacéo do Itatiaia.

Diferentes processos demograficos podem gerar mudancas na estrutura
populacional de uma populacdo (McAllister et al., 2008). Rasic et al. (2007) mostrou

mostrou a influéncia do encruzamento sobre variacdo do polimorfismo de inversdes em



32

populacbes de D. subobscura na Sérvia. Stamenkovic-Radak et al. (2008) observaram
diferencas marcantes no polimorfismo de inversdes cromossdmicas de populacfes da
Sérvia de D. subobscura que habitavam diferentes ambientes — bosques de faia e
carvalho — que estdo associadas a variagdes no tamanho efetivo destas populagdes.

As mudancas climéticas e as medidas de preservacdo podem provocar alteracdes
na composigdo floristica e de fauna do Parque Nacional do Itatiaia. As mudancas
observadas nas frequéncias das inversdes na populacdo de D. mediopunctata podem
estar associadas a diferencas comportamentais - escolha de habitat (Powell & Taylor,
1979) — como também, mudancas nas relacdes ecoldgicas desta espécie em particular.
Futuras analises usando diferentes marcadores genéticos e bioindicadores podem testar
as hipdteses supracitadas.

Por outro lado, ciclos estacionais de mudancas de frequéncias de inversdes sao
evidéncias da forte acdo da selecao natural sobre polimorfismo inversdes em populagoes
naturais (Krimbas & Powell, 1992). Nossos resultados mostram que o polimorfismo de
D. mediopunctata da populacdo do Parque Nacional do Itaiaia ainda apresenta uma
variacdo ciclica estacional coerente com a variacdo de temperatura das estaces. Uma
melhor caracterizacdo dos mecanismos genéticos e ecoldgicos que dao suporte a
estabilidade deste ciclo estacional ainda se faz necessaria.

Por fim, cumpre investigar como as mudancas climaticas afetam as caracteristicas
morfologicas e se as previsdes feitas nesta populacdo em trabalhos prévios sao
consistentes e ajudam a elucidar a natureza das mudangas observadas no polimorfismo

de inversao.
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Neste apéndice listamos a composicdo de espécies de moscas do género Drosophila

coletadas entre os dias de 01 a 04 de junho de 2009 no Parque Nacional do Itatiaia, RJ
(Tabela Al). Coletamos o total de 5329 individuos em oito diferentes altitudes: 590,
750, 800, 900, 950, 1070, 1130, 1190m. Cada macho coletado foi identificado pela
andlise de sua morfologia externa e de sua genitalia. Observamos 55 espécies, sendo

que 8 destas ainda ndo foram descritas. Esta € a primeira lista de composicdo de

especies de Drosophila do Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Futuros trabalhos podem

ajudar a elucidar a variagdo estacional e a dindmica desta comunidade.

Tabela A1 — Composicao de espécies moscas do género Drosophila coletadas entre os
dias de 01 a 04 de junho de 2009 no Parque Nacional do Itatiaia, RJ (Tabela Al).

Bibliografia para

Subgénero Grupo Espécie -
Identificacdo
Drosophila annulimana  Drosophila annulimana 2e 16
calloptera D. atrata 15
D. schildii 15
cardini D. neocardini 9e20
D. polymorpha 9e20
coffeata D. coffeata 18
D. fuscolineata 15
dreyfusi D. dreyfusi 3
D. krugi 3
guarani D. grisolineata 15
D. ornatifrons 15
D. neoguaramunu 15
D. maculifrons 15
immigrans D. immigrans 6
peruensis D. atalaia 21
pinicola D. luisserrai 22
repleta D. mulleri 22
tripunctata  D. bandeirantorum 19
D. bifilum 13
D. bipunctata 5




Bibliografia para

Subgénero Grupo Espécie
Identificacdo
D. cuaso 1
D. frotapessoai 15
D. medioimpressa 19
D. mediopicta 19e7
D. mediopunctata 7ed
D. mediosignata 1
D. mediostriata 15
D. metzii 14
D. paraguayensis 1
D. paramediostriata 14
D. roehrae 11
D. setula 14
Subgénero Grupo Espécie Sibliografia. para
Identificacao
Drosophila tripunctata  D. trifilum 7
(cont.) (cont.) D. unipunctata 23
D. tuchaua 13
virilis D. virilis 16
Sophophora melanogaster D. simulans 12
saltans D. neoelliptica 8
D. nigrosaltans 8
D. prosaltans 8
D. saltans 8
D. stutervanti 8
D willistoni/
willistoni paulistorum
D. bocainensis 9
D. capricorni 9
D. fumipenis 9
D. nebulosa 9
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_ Bibliografia para
Subgénero Grupo Espécie -
Identificacao

Né&o

identificadas D. sp2
D. sp4
D. sp5
D.sp7
D. sp8
D. sp9
D. spl10
D. spll
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