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1. INTRODUCAO

Desde 1852, a Amazbnia vem sendo caracterizada por regides endémicas, isto é,
regides delimitadas pelos grandes rios que abrigam assembleias biéticas especificas com
suas proprias relagdes evolutivas (WALLACE, 1852).

E estimado que cerca de 26.000 km sdo desmatados a cada ano na regido
amazonica (IMAZON, 2013). No entanto, a pressédo do desmatamento ndo é homogénea
e estd concentrado na Amazobnia Oriental, em uma regido conhecida como o "arco
desmatamento” ( SILVA ET AL., 2005).

O conhecimento desta biodiversidade é de grande importancia principalmente
guando se trata de espécies presentes nesta regido, area de intensa e acelerada
atividade humana. Esta area abrange o sul do Bioma Amazoénia, do Maranh&o até o Acre,
atingindo um dos principais centros de endeet almismo, o Belém (CEB); além dos centros
de endemismo Xingu (CEX) e Tapajos (CET). O CEB é a &area mais ameacada em
relacdo a potencial de perda de biodiversidade, por ter um histérico de utilizacdo humana
da terra mais antigo (GASCON ET AL., 2001).

Algumas espécies da familia Drosophilidae apresentam caracteristicas biol6gicas
gque sugerem um alto potencial bioindicador (MATA ET AL., 2008) por serem
especialistas ou generalistas e extremamente sensiveis a mudancas nas condi¢cbes
habitats em que se encontram. Neste sentido, Drosophila sturtevanti € uma das mais
frequentes nas coletas realizadas na Amazonia, depois de espécies do grupo willistoni
(AMADOR, 2012).

A caracterizacdo da diversidade genética em popula¢gbes naturais é importante,
pois desta forma pode-se inferir a capacidade de resposta da populacdo as alteracdes
ambientais. Uma populacdo com baixa diversidade pode estar comprometida e
potencialmente diminuir em tamanho, levando a extingdo (HARTL e CLARCK, 2010). Ou
ainda, pode demonstrar 0 qudo degradado esta uma regido, impossibilitando o fluxo
génico entre populagdes vizinhas, desta forma promovendo a manutencéo da diversidade
genética (FRANKHAN et al., 2008).

Neste sentido, apesar dos individuos pertencerem a uma mesma espécie, eles
ndo sdo geneticamente idénticos entre si. Cada individuo possui uma combinacédo Unica
de sequéncias génicas, o que corresponde a diversidade ou variabilidade genética dentro
uma populagéo. A variabilidade genética tem fundamental importancia para a evolugéo, e
pode ser usada como instrumento de analise para estimar niveis de migracao, dispersao
e os fluxos génicos entre populacdes (FRANKHAN et al., 2008)

Desta forma, nosso objetivo foi analisar a diversidade genética de quatro
populacdes de D. sturtevanti na Amazonia, buscando avaliar os possiveis efeitos do
desmatamento e as prioridades de conservacgéo ao longo deste bioma

2. METODOLOGIA
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Os individuos de D. sturtevanti analisados foram coletados e identificados pela
equipe de pesquisa do Laboratério de Ecologia de Insetos do Museu Paraense Emilio
Goeldi (Belém, Pard) nos anos de 2009 a 2011. As moscas foram conservadas em etanol
70%. A identificacdo foi feita com base na andlise da morfologia da genitalia interna do
macho (edeago). As populactes foram amostradas em localidades com diferentes niveis
de alteracdo ambiental: Flona Caxiuand, pertencente ao CEX, € o ponto mais preservado,
com menor atividade humana; Moju, pertencente ao CEB, é um ponto com mediana
alteracdo humana, por se localizar em uma reserva da EMBRAPA; Reserva Mocambo,
pertencente ao CEB, é um ponto que foi altamente alterado e situa-se no meio da cidade
de Belém; Rebio Gurupi, pertencente ao CEB, apesar de ser uma reserva, sofre
intensamente com a atividade madeireira, € um dos ultimos remanescentes florestais do
Maranh&o.

Para a extragdo de DNA foram usados somente machos. A extragdo de DNA foi
realizada com kit de extracdo forense NucleoSpin-XS (Macherey-Nagel) de acordo com
as instrucbes do fabricante.As reacdes de PCR foram feitas em 25ul finais usando
aproximadamente 10ng de DNA, 5pmol de cada primer, 1U de Taqg PhireHotStart
(Thermo Scientific), 0,2mM de cada dNTP, 1X de tampé&o. Os ciclos de PCR foram feitos
com temperatura de anelamento de 58°C com o uso dos primers TYJ e C1N (SIMON et
al,. 1994). Esses primers anelam na porcdo inicial do gene mitocondrial citocromo
oxidase 1 (COl), gerando um fragmento de aproximadamente 600pb. Os amplicons foram
conferidos em gel de agarose 1%. Amostras com uma banda foram purificadas com
ExoSAPIT (USB), as amostras que apresentaram duas bandas ou mais foram purificadas
com o kit llustra GFX (GE Healthcare). As amostras foram enviadas para
sequenciamento no Laboratério de Biologia Molecular do Museu Paraense Emilio Goeldi,
usando um sequenciador ABI3031. Em todos os casos ambas as fitas (forward e reverse)
foram sequenciadas. A qualidade do cromatograma foi verificada com o programa
Chromas. As sequéncias foram editadas usando o programa PreGap e Gap4 do Stadem
Package (STADEN, 1996). O alinhamento foi feito na ferramenta ClustalW contida no
programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011). As estimativas de diversidade k, 1, h, Hd,
foram calculadas no programa DnaSP 5.19 (LIBRADO e ROZAS., 2009). A andlise de
variancia genética entre as populagbes foi calculada por meio da estatistica Fst no
programa Arlequin (SCHNEIDER et al., 1999). Uma rede de haplétipos foi construida
usando o algoritmo median-joining no programa Network (BANDELT et al., 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 44 sequéncias com um tamanho total de 682pb. Desses 682pb
analisados, 39 sitios se mostraram polimérficos; e nas 44 sequéncias analisadas foram
encontrados quatro haplétipos de COI, representando uma diversidade haplotipica Hd de
0,2838. Também obtivemos dados como k, que nos representam um nimero médio de
substituicdo nucleotidica por sitio; o 1 representando a diversidade nucleotidica e o h nos
indicando o nimero de hapl6tipos presentes.

Em relacdo as populacdes analisadas, Gurupi foi a populacdo mais diversa
(k=6.667, m=0.0151, h=2, Hd=0.667), apesar de estar representada por trés individuos.
Caxiuand é a mais bem representada (n=25) e a segunda mais diversa (k=5.013,
1m=0.007, h=4, Hd=0.3). Mocambo (n=12) é a terceira mais diversa (k=3.106, 1m=0.0054,
h=4, Hd=0.45). Moju foi a menos diversa, onde os quatro individuos analisados
apresentam o mesmo haplétipo.

O célculo de Fst, que representa a variancia genética entre as populacdes, mostra
gue Gurupi apresenta os maiores indices de diferenciacédo, especialmente com relagdo a
Moju (Fst = 0,11). Porém os valores ndo significativos pode ser reflexo da baixa
amostragem.

O Network de heplétipos revelou a presenca de dois grupos principais,
distanciados por nove passos mutacionais e compartilhados entre Gurupi, Caxiuana e
Mocambo, sugerindo uma fragmentagcdo mais antiga seguida de expanséo e fluxo génico
recente.
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4, CONCLUSOES

De modo geral, nossas andlises indicam que, a despeito da fragmentagéo
antropogénica dos habitats florestais, as populacdes amazonicas de D. sturtevanti
parecem estar interconectadas. Os dados da rede de haplétipos sugem uma
fragmentacao populacional mais antiga seguida de expanséo e fluxo génico recente.
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