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INTRonugRo

A partir do momento em que a eletroforese em gel come-
¢ou a ser usada como instrumento para detectar variabilidade ge
nética existente em populag¢bes naturais (HUBBY e LEWONTIN, 1966 ;
LEWONTIN e HUBBY, 1966; HARRIS, 1966), muitos trabalhos tém si
do realizados com varios objetivos. Esta técnica tem possi-
bilitado, dentre outras coisas, estudos de filogenia quando os
autores comparam o grau de distancia e/ou similaridade geneética
entre espécies relacionadas (HUBBY e THROCKMORTON, 1968; AYALA
e col.,1970 €-1974; NAIR e BRNCIC, 1971; JOHNSON, 1973; TUR
NER, 1974; JOHNSON e col.,1975; CARSON e JOHNSON, 1975; 6{0) 4
NE, 1976; SENE e CARSON, 1977; NAPP e CORDEIRO, 1981). Estes
estudos tém permitido avaliar o nivel de modificagdo genética
que ocorre durante o0 processo de especiagao.

Porém, o motivo de maior polémica em relagdao a abundan
cia de variabilidade revelada através desta técnica tem sido a
sua origem e contribuigéo para o valor adaptativo das popula-
coes.

Existe um grupo de autores que defende ser esta varia-
bilidade devida a uma selegao balanceadora (Teoria Selecionis-
ta), enquanto um outro grupo considera que a maior parte da va-
riabilidade contribui igualmente para o valor adaptativo das po

pulagoes e, portanto, seja neutra seletivamente (Teoria Neutra



lista).

Adeptos da Teoria Neutralista argumentam que a variabi
lidade existente nas populagldes naturais surge por mutagoes neu
tras que sao mantidas pelo acaso (SHAW, 1965; KIMURA, 1968 e
1969, KING e JUKES, 1969). Estes autores propuseram alguns mo
delos matematicos que mostram ser possivel a manutengao de um
polimorfismo apenas através de um equilibrio entre a taxa de
mutacgao e a eliminagao da mesma por problemas de amostragem, sa
lientando o papel importante do acaso na determinagao da estru-
tura genética das populagdes.

KIMURA e OHTA (1971), KIMURA e MARUYAMA (1971) reali-
zaram estudos tedricos onde sugeriram que a maioria dos polimor
fismos de proteinas sio fases transitdorias de uma evolugao mole
cular.

KIMURA (1962) propés um modelo, sugerindo que a possi-
bilidade de fixagao de um gene mutante depende nao s6 do tama-
nho efetivo da populagdo e do coeficiente médio de selegao, co-
mo também da proporgao entre a média e a variancia do coeficien
te de selecao. Este modelo foi rediscutido por OHTA (1972) que
concluiu que quando esta proporgac & pequena, mesmo a selecgao
estando presente contra o gene mutante, ele é fixado como se fos
se um mutante seletivamente neutro.

YAMAZAKI e MARUYAMA (1972 e 1975) utilizaram um modelo
estatistico que nao dependia da taxa de mutagao, estrutura popu
lacional ou fatores ecoldgicos. Os resultados indicaram que
grande parte do polimorfismo & mantido por mutagao e deriva ge-
nética, apesar de outros autores acharem que a anadlise realiza-
da nao seja suficiente para provar que o polimorfismo detectado

é neutro seletivamente.



Mais recentemente, WATANABE e WATANABE (1975), GAINES
e WHITTAM (1980), DYKHUIZEN e HARTIL (1980) obtiveram, em seus
estudos experimentais, evidéncias de que o polimorfismo alozi-
mico &€ mantido por forgas nao seletivas.

O principal argumento dos selecicnistas em favor de sua
teoria tem sido baseado na observagao de uma grande similarida-
de de freglléncias alélicas, quando se comparam diferentes loca-
lidades onde uma espécie de ampla distiibuicao vive. Eventos
casuais nao poderiam levar a tais niveis de similaridade como
foi encontrado por PRAKASH e col. (1969), AYALA e col. (1971),
RICHMOND (1972) entre outros. Entretanto,KIMURA e OHTA (1971)
defendem que a migragao juntamente com eventos casuais poderiam
também ser responsaveis por estes padroes.

Outro aspecto, além da similaridade alélica entre popu
lagoes, que tem chamado a atengao dos selecionistas & a diferen
¢a entre populagoes centrais e marginais. Alguns autores tém
verificado que populagdes centrais sao mais polimdrficas do que
as marginais, apesar de que esta observagéo se relaciona muito
mais com o polimorfismo cromossomico do que com o alozimico (pa
ra maiores esclarecimentos consultar SOULE, 1973).

Um terceiro ponto de observagao € o comportamento dife
rencial das freq#éncias génicas de populagoes de uma mesma espé
cie no tempo e no espag¢o, muitas vezes, inclusive, apresentando
um padrao clinal. SELANDER e col. (1970) observaram que, ape-
sar da estabilidade morfoldgica apresentada por Limulus polyphe
mus desde o Triassico (200 milhdes de anos atras) provavelmente
devida a uma uniformidade temporal das relagoes ambiente-orga-
nismo e/ou homeostase genetica, sete dos nove locos estudados

mostraram diferengas nas freqtiéncias alélicas entre populagoes



da Costa Atlantica e do Golfo do México. Estes dados sugerem
que a variagao genética neste organismo é adaptativa.

InGmeros outros trabalhos indicam, em suas conclusoes,
que o polimorfismo alozimico se mantém gracas a alguma forma de
selecao balanceadora.

PRAKASH e col. (1969) AYALA e col. (1972) entre outros,
interpretaram que esta selecgao balanceadora poderia ser um tipo
de selegao em favor do heterozigoto (heterdtica), apesar de que,
ja em 1966, LEWONTIN e HUBBY argumentaram que este tipo de sele
¢ao heterdtica traria & populagdo uma carga genética muito ele
vada, nao havendo portanto uma explicagao simples para a manu-
tengao deste polimorfismo.

Entretanto, SVED e col. (1967) MILKMAN (1967) e outros
propoem modelos matematicos que explicariam a existéncia de va-
lores altos de polimorfismo sem que isto implicasse em uma car-
ga demasiadamente pesada para a populagao.

KOJIMA e YARBROUGH (1967), YARBROUGH e KOJIMA (1967)
e KOJIMA e TOBARI (1969) sugeriram a existéncia de uma Selegao
dependente de freqtiéncia; SEMEONOFF e ROBERTSON (1968) supoem
uma selecao dependente de densidade.

No entanto POWELL (1975), baseando-se no fato de que
apenas uma parte de toda a variabilidade genética foi até o mo-
mento estudada e que nem os selecionistas afirmam que toda va-
riabilidade & adaptativa, nem os neutralistas que & seletivamen
te neutra, concluiu que a evolugcao ndao & controlada apenas por
fatores estocasticos ou por fatores deterministicos, mas por u-
ma combinagao de ambos.

Segundo VAN VALEN (1965) uma das formas atraves das

quais uma espécie mantém sua variabilidade genética sem implicar



em uma carga genética muito grande seria através da adaptagao
diferencial de individuos de uma populagdo a ambientes variados.

Assim, uma abordagem para tentar explicar a manutengao
do polimorfismo cromossomico e alozimico em populagdes naturais
& a sua associagao com varidveis presentes no ambiente em que
elas vivem ou com variaveis controladas em experimentos de la-
boratorio.

Dentre os trabalhos realizados com populagoes artifi-
ciais, Drosophifa tem se constituido no organismo mais utiliza
do. DA CUNHA (1957), POWELL (1971 e 1973) analisaram popula-
goes de D. willistond; WILLS e col. (1975), MARINKOVIC e AYALA
(1975), POWELL e WISTRAND (1978), populagdes de D. pseudoobscu
ra; JOHNSON e POWELL (1974), VAN DELDEN, BOEREMA, KAMPING (1978)
BIRLEY e MARSON (1981l), populagdes de D. melanogastenr; LANKI-
NEM e PINSKER (1977), PINSKER (1981), populagoes de D. subobs-
cura; BUDNIK e BRNCIC (1972), populagbes de D. pavani e
D. gaucha; BRNCIC (1968), populagdes de 0. §Lavopifosa. Em to-
dos estes trabalhos foram encontradas correlagoes positivas en-
tre a variabilidade genética (cromossdmica e alozimica) e va-
ridveis ambientais controladas, portante, apoiando a teoria se-
lecionista.

Por outro lado, uma série de trabalhos com populagoes
naturais também tém sido realizados, tanto com espécies ecologi
camente versadteis como com espécies ecologicamente restritas.

As espécies do género Drosophila apresentam grandes di
ferengas em termos de exploragao do ambiente. Temos espécies
cosmopolitas, como por exemplo, 0. melanogaster, que vive prin-
cipalmente associada a atividades humanas. Outras espécies ha-

bitam ambientes silvestres, como & o caso de D. willistond e



D. simulans, ecologicamente muito versateis, que apresentam uma
distribuicdo muito ampla e exploram varios recursos como fonte
de alimento e oviposigao (WINGE, 1971; BRNCIC e VALENTE, 1978).

Existem ainda espécies que s3o geograficamente  muito
localizadas e do ponto de vista ecoldgico sao altamente especia
lizadas. Sua distribuigao e abundancia depende da abundancia e
distribuigdo do nicho ecoldgico que elas exploram (BRNCIC, 1970).
De acordo com este autor, o estudo da genética destas espécies e
coldgica e geograficamente restritas € importante para o conheci
mento das complexidades do processo evolutivo, pois elas repre-
sentam o tipo mais comum de espécies no género Drosophila. Um
exemplo tipico & o de D. carcinophila, segundo CARSON - 1971 (ci
tado por DOBZHANSKY, 1977), que se desenvolve nos sulcos néfri-
cos exteriores do terceiro maxilipede do caranguejo da terra
Geocarcinus ruricofa, em ilhas do Caribe e de outras espécies
de Drosophilfa que vivem associadas a uma Gnica planta hospedei
ra como as espécies cactofilicas (BARKER e MULLEY, 1976) e as
do grupo 4Lavopilfosa (BRNCIC, 1966).

Em espécies versateis , DOBZHANSKY e PAVAN (1950) rela
cionaram inversoes cromossOmicas com variacao espacial e sazo-
nal para uma série de populagoes de Drosophifa no Brasil; DA
CUNHA e col. (1950) e DA CUNHA e DOBZHANSKY (1954) em D. wi{flis
toni observaram a adaptagao conferida por certos polimorfis-
mos cromossOmicos ao ambiente explorado pelas populagées estuda
das; DA CUNHA (1951) analisou a influéncia do habito nutricio-
nal na modificagao do valor adaptativo de combinagdes cromosso-
micas; DA CUNHA, BRNCIC e SALZANO (1953) relacionaram a quanti
dade de polimorfismo cromossoOmico com a variabilidade de nichos

ecoldogicos existentes para sete espécies de Drosophila sul ame



ricanas; SALZANO (1955) confirmou estes resultados para D. gua
ramunu e D. griseolineata; PIPKIN e col. (1973) observaram a
influéncia da temperatura no polimorfismo do loco de Alcool De-
sidrogenase (ADH) no género Drosophifa; RICHARDSON e col. (1977)
correlacionaram 3 espécies do complexo muflerni - D. mojavensis,
D. andzonensis e DU. Longiconnis (esta ecologicamente restrita)
com o substrato larval por elas explorado; TSUNO (1975) em D.
vinildis e PRAKASH (1976) em D. pseudoobscura descreveram asso-
ciagoes de arranjos cromossdmicos e locos enzimdticos com condi
coes ambientais.

Utilizando D. mefanogaster, JOHNSON e SCHAFER (1973)
obtiveram correlagdes positivas entre padrdes genéticos (asso-
ciagao entre locos devido ao fendmeno de ligagao) e entre rela-
¢oes genético-ambientais; VOELKER e col. (1978) encontraram um
padrao clinal tanto para inversdes como para alozimas; STALKER
(1980) estudou a associacdo entre a freqiiéncia de inversoes com
variaveis ecoldgicas (latitude e estagdes do ano).

PINSKER e SPERLICH (1979 e 1981), SPERLICH e col. (1980)
estudaram o polimorfismo cromossdmico e alozimico de sete popu-
lagoes de D. subobscura, desde a Escandindvia até o norte da
Africa, encontrando uma variagdo clinal ao longo do gradiente
norte-sul, tanto nas freqfiéncias de arranjos génicos como nas
freqiéncias alélicas; SPERLICH e col. (1981) compararam estas
mesmas populagoes com uma populacdo russa (Caucasus) tendo en-
contrado também um alto polimorfismo cromossémico, porém, uma
baixa heterozigozidade média para os diferentes locos estudados.

Analisando D. pensdimilis, TAYLOR e POWELL (1977) estu-
daram o polimorfismo enzimdtico e cromossdémico associando-os cam

a variabilidade microgeografica e temporal; RICHMOND (1978) tra



balhou com populagdes de Drosophila afginis e mostrou que exis-
tem diferencas significantes nas freqtiéncias de polimorfismo
cromossdmico e alozimico sugerindo, assim, que a selegao de ha-
bitat pode ser importante na manutengao de diferengas microespa
ciais de algumas espécies.

No sul do Brasil, ALBUQUERQUE e NAPP (198l1) relaciona-
ram o loco da Esterase -6 (Est-6) de D. simufans com a diversi-
dade de nichos alimentares explorados por esta espécie, enquan-
to, VALENTE e ARAUJO (1981) e BORBA e NAPP (1981) analisaram,
respectivamente, o polimorfismo cromossdomico e o polimorfismo
enzimatico nas mesmas populagoes de D. wiflistoni considerando
época, local, nichos de oviposigao e/ou alimentagao, como varia
veis ambientais. Ainda em D. wiffistoni, RIOS e CORDEIRO(1980)
mostraram a existéncia de uma correlagao entre a altitude e a
fregliéncia alélica de um loco de Leucina Aminopeptidase (Lap-5).

Outros organismos também foram utilizados na tentativa
de relacionar a variabilidade cromossOmica e alozimica com o am
biente por eles explorado. SELL e col. (1978) encontraram dife
rengas significativas nas freqgliéncias génicas de populagdes de
Hypera postica (gorgulho da alfafa) do leste e do oeste dos Es-
tados Unidos, tendo algumas destas diferencas sido correlaciona
das com variaveis geograficas como altitude, latitude e longitu
de. JOHNSON e col. (1969) observaram a variagéo de 3 locos en-
zimiticos em relagao ao gradiente longitudinal (condig¢des clima
ticas gerais) da formiga Pogonomyrmex barbatus, enquanto TOMAS-—
ZEWSKI e col. (1973) analisaram 2 locos (Amilase e Naftilamida-
se) de populagoes de Pogonomyrmex badius do sudeste dos Estados
Unidos, relacionando a variag¢do encontrada com dados climatold-

gicos; SAUL e col. (1978) correlacionaram o loco da Esterase 6



(Est-6) com as diferencas no habitat larval do mosquito Aedes
thisendatus; GAINES e col. (1978) trabalharam com o rato de pra
daria Microtus ochrogasten - associando o padrao temporal da va
riagcao alozimica para os 5 locos estudados com a densidade popu
lacional e outros componentes do valor adaptativo; GYLLENSTEN
e col. (1980) e RYMAN e col. (1980) obtiveram correlagao positi
va entre a variabilidade genética e a heterogeneidade espacial,
os primeiros em relacao ao loco da Transferrina, enquanto o se-
gundo grupo analisando 5 locos enzimaticos de Afces afces; KO-
HEN (1978) observou o comportamento do loco da Leucina Aminopep
tidase (Lap) em relagao ao ambiente salino explorado pelo mexi-
lhao Mytifus edufis; CHRISTIANSEN e FRYDENBERG (1974) analisa-
ram o padrao de clinas paralelas de dois locos - esterase e he-
moglobina - em Zoahrces viviparus (teledsteo marinho).

Em vegetais, HAMRICK e ALLARD (1972) e HAMRICK e HOL-
DEN (1979) estudaram a influéncia de heterogeneidade de microha
bitat e microgeografica sobre a distribuigao alélica em popula-
¢oes de Avena barbata, tendo sido encontrada uma forte correla-
¢ao entre as variaveis citadas.

Novamente a teoria selecionista & fortalecida, uma vez
que todos estes trabalhos mostram forte associagao entre a va-
riabilidade genética e a heterogeneidade ambiental.

Quanto a espécies ecologicamente restritas, a quanti-
dade de trabalhos realizados € consideravelmente menor do que
com espécies versateis. No entanto, alguns trabalhos serdao re-
feridos.

Estudando D. buzzatti - espécie cactofilica do comple-
x0 muflerd que utiliza somente espécies de cactus do género O0-

puntia como sitio de oviposigao - BARKER e MULLEY (1976) encon-
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traram baixos niveis de heterozigosidade para uma populagdao aus
traliana, porém sugerem que alguma forma de selegao balanceado-
ra poderia estar atuando para manter a variabilidade existente.
Os mesmos autores (1977) observaram a distribuigao de uma outra
espécie do mesmo complexo - D. afdrichi - e consideraram-na um
excelente objeto de estudo devido a sua condigao de populacao
que habita locais ecologicamente marginais; MULLEY e col. (1979)
analisando D. buzzatti encontraram significante associagao en-
tre condigoes ambientais - dados climatologicos gerais associa-
dos com a latitude, distancia do local de coleta em relagao a
costa e diferentes épocas do ano - em cinco do seis locos estu-
dados.

ROCKWOOD-SLUSS e col. (1973) estudando D. pachea = ou
tra espécie cactofilica que tem como sitio de oviposigdo o cac-
tus Lophoceneus schotii - evidenciaram uma grande uniformidade
sazonal e geografica nas freqgtiéncias génicas e genotipicas. Os
autores sugerem que uma interagdo entre selegdao e migragao é
que mantém esta uniformidade.

PRAKASH (1973) observou a baixa freqliéncia de variagao
alélica em D. busckii{ e comparou com outras espécies que se as
sociam a habitats domésticos sugerindo que esta baixa variabili
dade seja devido a adaptacao ao seu nicho restrito, uma vez que
esta espécie apresenta uma restrigdo sazonal de nicho de cruza-
mento (PATTERSON 1943 - citado por PRAKASH 1973) e, mesmo explo
rando varios frutos como recurso tréfico, é encontrada em muito
menor fregténcia em relacao a outras espécies domésticas como,
por exemplo, V. melanogasten.

BRNCIC (1972 e 1976) evidenciou que existia flutuagao

sazonal e variagao geografica quanto ao polimorfismo cromossd-
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mico em populagoes chilenas de D. fLavopifosa. Esta variagao
ocorria tanto em relagao a gradientes de altitude como também
no gradiente Norte-Sul, provavelmente devido as condigoes clima
ticas a elas relacionadas (especialmente a temperatura).

Entretanto, BRNCIC e NAPP (1980) estudando a variagao
alozimica dos locos de Leucina Aminopeptidase (Lap), e Estera-
ses (Est-1 e Est-2) também em populagoes chilenas desta  mesma
espécie, somente encontram diferengas geograficas em relagao a
alguns alelos do loco Esterase 2 (Est-2), e estas diferengas nao
seguem um gradiente de altitude.

Espécies do grupo §Lavopifosa vivem na regiao Neotropi
cal e sao consideradas ecologicamente restritas por explorarem
como sitio de oviposigao, desenvolvimento larval e alimentagao,
flores do género Cestrum, Solanaceae (BRNCIC, 1966). Drosophi-
La incompta (WHEELER e col., 1962), oviposita nas pétalas das
flores abertas, ao contrario de ocutras espécies do mesmo grupo
que ovipositam em flores fechadas, como & o caso de D. {Lavopi-
Losa (BRNCIC, 1966) e D. cestrdi (BRNCIC, 1978). Estas duas es
pécies colocam o ovo no tubo da corola através de uma pequena
perfuragao, provavelmente feita pela propria fémea, com o auxi-
lio de espinhos que elas apresentam no seu ovipositor.

Posteriormente, as larvas migram em diregao a base da
flor, onde se nutrem e finalmente empupam.

No Rio Grande do Sul, quatro espécies deste grupo fo-
ram encontradas: D. {incompta, D. cestrndi, D. cordediros (BRNCIC,
1978) e D. fLavopilosa. As duas Ultimas ocorreram numa frequén
cia bastante baixa em coletas realizadas durante os anos de 1976
e 1977 (BRNCIC, 1978), porém as primeiras apresentaram um gran-

de namero de individuos nas mesmas coletas, tendo sido inclusive
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encontradas juntas em amostras de uma mesma planta.

Drosophila incompta foi encontrada em flores de dife-
rentes espécies do género Cestrum desde o Panama e Replblica Do
minicana (WHEELER e col., 1962), até o sul do Brasil (BRNCIC,
1978), numa freqtiéncia bastante acentuada durante todas as épo-
cas de floragao do referido género.

Especificamente no sul do Brasil, NAPP e BRNCIC, (1978)
realizaram coletas durante a primavera de 1977 no parque Z00lo-
gico (municipio de Sapucaia do Sul). Nesta ocasiao, foi deter-
minado o padrdo eletroforético para seis sistemas enzimaticos e
ainda o de proteinas totais de 0. cestri e D. incompta. Os sis
temas analisados foram: Esterases (EST), Leucina Aminopeptida-
se (LAP), Glutamato-oxalacetado Transaminase (GOT), Aldeido Oxi
dase (AO), Xantina Desidrogenase (XDH) e Malato Desidrogenase
(MDH) . Além disso, para os locos da Lap, Est-l e Est-2, que sao

polimdrficos, os autores fizeram um levantamento das freqiiéncias

alélicas.



OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

- Estudar, por analise eletroforética, a variagao sazo
nal e espacial de cinco populagdes de Drosophila incompta cole-
tadas em trés diferentes locais do Rio Grande do Sul.

- Avaliar as diferengas nas freqdéncias alélicas de
trés locos (Esterases 1 e 2; Leucina Aminopeptidase) entre as
diferentes populagOes e tentar relaciona-las com alguns fatores
ecoldgicos que possam estar interagindo nas mesmas.

- Obter informagoes adicionais sobre a quantidade de va
riagao genética que existe em populagdes naturais de espécies e
cologicamente restritas e contribuir para o conhecimento do sig

nificado bioldgico desta variacao.



MATERIAL E METODOS



2. MATERIAL E METODOS

2.1. - Escolha do material

O estudo de espécies ecologicamente restritas tem sido
muito importante quando se pretende relacionar a variabilidade
genética com a diversidade ambiental. O fato destas espécies
utilizarem apenas um meio como sitio de oviposigao, desenvolvi
mento larval e/ou recurso trdfico para o adulto, reduz o nimero
de variaveis ambientais que provavelmente estejam envolvidas com
o polimorfismo genético nelas encontrado.

Uma série de razoes levaram a escolha de Drosophila 4in
compta como objeto de estudo deste trabalho:

- O fato de ser ecologicamente restrita (oviposita e
tem seu desenvolvimento larval limitado a flores do género Ces-
trum) ;

- ser abundante em todos os locais e épocas de flores-
cimento da planta hospedeira, que apresenta ampla distribuicao
no estado do Rio Grande do Sul;

- ser facilmente distinguida, através da genitalia ex-
terna, de outras espécies do mesmo grupo;

- apresentar um polimorfismo para Esterases (dois lo-
cos) e Leucina Aminopeptidase (um loco), ja determinados (NAPP

e BRNCIC, 1978) e de detecgao relativamente facil nas condigoes
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1 = Parque Florestal Esta-
dual do Turvo

2 = Parque Zooldgico

H

Estacao Ecoldgica do Taim

FIGURA 1. Mapa do estado do Rio Grande do Sul, indicando os lo-
cais de coletas.
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técnicas utilizadas;

- haver possibilidade de congelamento dos individuos
adultos antes de serem utilizados na técnica eletroforética,sem
causar alteraqaes na atividade dos locos analisados. Este fato
torna-se especialmente importante porque D. {ncompta nao se man
tém em meio de cultura comumente usado no laboratdrio morrendo
poucas horas apds a emergéncia do imago. Varias tentativas de
feitura de um meio especial, empregando, inclusive, um macera-
do das flores de Cestrum foram infrutiferas (BRNCIC, comunica-

¢ao pessoal).

2.2. Epoca e Locais de Coleta

Trés locais foram utilizados para coletas, representan
do trés unidades geomdrficas e ambientes ecoldgicos distintos do
estado do Rio Grande do Sul; as coletas foram feitas durante
os meses de fevereiro e agosto de 1981, caracterizando o verao
e o0 inverno do estado, respectivamente.

I) Fundagao Zoobotanica do Rio Grande do Sul - Parque

Zooldogico, municipio de Sapucaia do Sul - 25 km de Porto Alegre

(Figura 1).

Altitude: nivel do mar

Coordenadas: aproximadamente, 29950 latitude Sul e

51010' longitude oeste.

- Regiao Geomdrfica: Depressdo Periférica (MULLER FI-

LHO, 1970).

Caracterizagao do Ambiente: Aarvores de grande porte,
bem ensolarado, presencga de moradia hu

mana perto dos arbustos usados nas co-
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letas, a beira de uma estrada interna
do parque (Figura 2).
II) Estagao Ecoldgica do Taim - municipio de Santa Vi-

téria do Palmar - cerca de 400 km de Porto Alegre (Figura 1).

Altitude: nivel do mar

Coordenadas: aproximadamente, 32°30' de latitude Sul
e 52°40' de longitude ceste.
- Regiao Geomdrfica: Planicie Litorinea (MOLLER FI-

LHO, 1970).

Caracterizagao do Ambiente: regiao de banhado, com
pequenos capoes, presenga de moradia hu
mana perto dos sub-locais de coletas,
a margem da BR 471 {(Sublocal 1 - (Figu
ra 3) e proxima a margem da Lagoa Mi-
rim (Sub-local 2). Regiao ventosa.

III) Parque Florestal e Estadual do Turvo - municipio

de Tenente Portela - Cerca de 500km de

de Porto Alegre (Figura 1).

Altitude: 600 m

Coordenadas: aproximadamente, 27° de latitude Sul e
54°10' de longitude oeste.
- Regiao geomdrfica: Planalto Basaltico (MWLLER FILHO,

1970).

Caracterizagao do Ambiente: as margens do Rio Uru-
guai, mata subtropical quente e umida,
ao longo de duas estradas internas do
parque, ambiente mais umido e sombrio
(Estrada do Porto - Figura 4) e mais

seco e ensolarado (estrada do Salto -
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FIGURA 2. Fotografia do local de coleta no Parque Zooldgico.

FIGURA 3. Fotografia do sub local 1 da Estagao Ecoldgicado Taim.
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FIGURA 4. Fotografia da estrada do Porto, sub-local do Parque
Florestal Estadual do Turvo.

FIGURA 5. Fotografia da estrada do Salto, sub-local do Parque
Florestal Estadual do Turvo.
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Figura 5).
2.3. Mtodo de Coleta

Inflorescéncias de Cestrum calycinum Willd (nome popu-
lar: Coerana), (Figura 6), em diversos estagios de florescimen
to, foram coletadas nos trés locais (cinco sub-locais) referi-
dos, colocados em potes plasticos com tampas perfuradas, acondi
cionados em isopor e levados aos laboratdrio do Departamento de
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

No laboratdorio, o material foi distribuido em vidros de
1/4 1, forrados com Plumatex umedecido, tampados com rolhas de
espuma e mantido em c3mara de temperatura constante (250Cil) e
umidade relativa variando em torno de 60%.

Durante os dias que se seguiam, o material era mantido
umidecido. Na medida em que os adultos emergiam, iam sendo se-
parados segundo a determinagao das espécies e distingao do se-
x0, sendo, posteriormente, congelados e mantidos a uma temperatu
ra de -9°C até o momento da aplicagao eletroforética.

As determinagoes do material vegetal foram realizadas

pelo professor Bruno Irgang do Departamento de Botanica da Uni-

versidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.4. Preparo das Amostras

O material foi homogeneizado em placas de acrilico com
26 escavagoes de 7 mm de didmetro e 3 mm de profundidade. Du-
rante esta operagao, o material foi mantido em caixas de gelo.

Os individuos (machos ou fémeas) foram colocados, indi
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FIGURA 6. Fotografia de uma inflorescéncia de Cestrum calycinum,
em varios estdgios de florescimento.
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vidualmente, em 23 escavagoes juntamente com dois microlitros do
tampao do gel. O material, apds macerado com bastdes de vidro
com ponta esmerilhada, foi absorvido por dois retangulos de pa-
pel Whatmann n? 3 (4 mm x 1 mm).

Estes papéis embebidos de homogenados foram aplicados
sobre o gel em 23 fendas abertas com o auxilio de pentes de ago
inoxidavel. Nas trés escavagdes restantes, foram colocados ho-
mogenados de machos homozigotos para uma banda controle dos
dois sistemas analisados (Leucina Aminopeptidase e Esterases),
marcados com azul de Bromofenol para possibilitar o posterior
controle da distdncia de migracao. Apds, os géis foram cober-

tos com papel "Zapp" e colocados para migragao eletroforética.

2.5, Técnica de Eletroforese

A técnica utilizada neste trabalho foi a mesma propos-
ta por POULIK (1957) usando como suporte de migragao géis de a-
crilamida em concentragdo 8%, para Esterases, e 6%, para Leuci-
na Aminopeptidase, de Cyanogum 41R.

Uma vez aplicado o material nos géis, estes eram colo-
cados a migrar em cubas eletroforéticas mantidas a 4°C sob uma
diferenca de potencial em torno de 10 volts/cm. Os panos ou pa
péis filtro, em contato com a solugdo tampao por onde a passa-
gem de eletricidade ocorria, foram sempre colocados a 1 cm do
do ponto de aplicagao dos homogenados nos géis e a 12 cm dos pa
nos ou papeéis da extremidade oposta aos mesmos.

Apos cerca de 10 minutos de migragao, os papéis embebi
dos em homogenados eram retirados, sem que a fonte fosse desli-

gada, para tentar evitar a formagao de "rastros" de corante quan
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do da revelagao.

Quando o fronte, marcado com azul de bromofenol, atin
gia 9 cm do ponto de aplicagao a corrente era interrompida e o
gel retirado da cuba para ser revelado.

As revelagSes foram feitas segundo POULIK, nas seguin-
tes solugoes reveladoras:

a) Leucina Aminopeptidase

100 ml de tampao Tris Maleato 0,2M pH 5,2

0,04 g de L-Leucyl-B-Naphtylamide (dissolvido em 10
ml de solugao metanol 10%, 5 minutos antes do uso)
0,05 g Fast Black - K - salt

Os géis foram incubados a 37°¢ por aproximadamente
1 hora.

b) Esterases

100 ml tampao Fosfato pH 6,0

0,1 g Fast Blue BB-salt

1,5 ml Alfa Naphtil Acetato

2 ml Beta Naphtil Acetato

Os géis foram colocados durante 15 minutos, antes de
ir ao corante, em tampao fosfato pH 6,0. Apds, foram incubados
na solugao reveladora durante aproximadamente 4 horas.

Quando foram retirados da solugao reveladora, os géis
foram lavados em agua destilada e colocados no fixador. A fixa
¢ao foi feita em solugao 5:5:1 de agua destilada, alcool metili
co e acido acético durante aproximadamente 15 minutos para os
géis revelados para Esterases e 10 minutos para os de Leucina
Aminopeptidase.

Apos foi feita nova lavagem em dgua destilada e o acon

dionamento dos géis em papel "Zapp" para serem analisados.



24

2.6. Analise dos Zimogramas

Foi medida a distdncia de migracao de cada banda do pon
to de aplicagao até o centro da mesma.

A mobilidade relativa foi calculada tomando-se como re
feréncia a distancia de migragdo de uma banda controle demachos
homozigotos de uma linhagem endocruzada de D. wilfistoni S. Pe-
dro.

As nomenclaturas utilizadas foram as mesmas sugeridas
por NAPP e BRNCIC (1978) afim de possibilitar a comparagao da-

queles dados com os atuais.

2.7. Analise Estatistica

Dois testes estatisticos foram utilizados na analise
dos dados no presente trabalho.

O teste do qui-quadrado foi usado com o objetivo de tes
tar o equilibrio das amostras no tempo (o mesmo local em dife-
rentes épocas) e no espago (diferentes locais nas mesmas épo-
cas) .

Para avaliar as diferencas entre as heterozigosidades
obtidas e esperadas foi utilizado o teste d (citado em BAILEY,
1974), que compara duas amostras grandes (n maior do que 30)com
um padrao conhecido. A expressdo algébrica deste teste é a se-
guinte:

onde:

1 - (a/n) - p ) a/n = heterozigosidade obtida

vYp(l -p)

n p = heterozigosidade esperada

= namero de individuos da amostra



RESULTADOS



3. RESULTADOS

Os trés locos analisados apresentaram-se polimorficos.
As amostras de verao do Taim-local 2 nao foram utilizadas para qual
quer calculo estatistico nem referidas no texto por apresentar

um nimero de individuos menor do que 30.

3.1. Leucina Aminopeptidase (LAP)

Este loco apresentou 5 alelos que foram denominados de

0,91 0,93, 0,95, 1,00, 1,03

Lap ; Lap Lap Lap ; e Lap

, segundo suas res
pectivas mobilidades relativas . (Figura 7).

Com excegao do alelo Lapo’9l

que nao apareceu na amos-
tra do Taim=-local 2, inverno de 1981 (Tabela 3), todos osoutros
se fizeram representar mesmo que em baixas freqliéncias (Tabela
le 3).

0 alelo Lapo’95

foi o mais freqliente em todas as amos-
tras oscilando entre as freqgtiéncias de 0,7826 (Zooldgico, verao
de 1981) ate 0,8867 (Taim—~local 1,inverno de 1981). Quando se
comparou as freqliéncias deste alelo no mesmo local mas em dife-
rentes épocas, observou-se que as freqliéncias foram sempre meno
res nas amostras de verao (Tabela 1) do que nas de inverno (Ta-

bela 3).

O segundo alelo em freqgtiéncia, com excegao da amostra
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FIGURA 7. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fend-
tipos do loco da LAP em Drosophifa incompta. Da es=
querda para direita temos:

Controle; Lap 0,95/0,95, La 0,95/0,95; Lap0,95/0,95; Lop 0,95/0,95,
Lap 0,95/0, 95 Ly 0 95/1 00 Lap0,95/0,95; Lap0,95/0 95 W 0 95/1 03
Loy 0 ,91/0, 95 Las 0 ,95/0, 95 Controte; (L& 0,95,0,95; Lap 0 95/1 00,

L5y 0 ,95/0, 95 Lap 0 »95/1, 00 Lew 0,95/1, 00 Lap0,95/0 95; lae 0 93/0 95
Lo 0 ,95/1, 00 Sap 0 »95/0, 95 Lap 0 95/0, 95 Lap0,95/0,95; Les 0 ,95/0, 95
Controle.

Obs.: os controles sao individuos machos de Drosophila willistonida locali
dade de Sao Pedro.



TABELA 1. Freqtiéncias alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase (LAP) em Drosophifa  4incompta
(Verao de 1981).

Alelos Heterozigosidade
Local Sublocal amgzzizdos d

0,91 0,93 0,95 1,00 1,03 Obtida Esperada
TURVO Salto 0,0114 o0,0614 0,8295 0,0636 10,0341 440 0,2091 0,3028 bl
Porto 0,0127 0,0297 o0,8051 0,1313 0,0212 236 0,2627 0,3331 n.s.
ZooLOGICO 775 - 0,000 10,0650 0,8530 10,0710 0,0020 448 0,2100 0,2630§§ n.s.
200LOGICO - 0,0435 0,0797 0,7826 0,0725 0,0217 138 0,2754 0,3734 n.s.
TATM Local 1 0,0096 0,0192 0,8462 0,1154 10,0096 104 0,2115 0,2701 n.s.

Local 2 - - 0,8333 0,1667 - 24 0,3333 0,1389 '
§ - dados de NAPP & BPNCIC (1978).

§§ - este dados foi recalculado segundo os critérios
n.s. - nao significante ao nivel de 5%.
** - gignificante ao nivel de 1%.

' -~ nao foi calculado n< 30.

do presente trabalho.

TABELA 2. Comparagao entre as freqglléncias alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase (LAP) em

Drosophila incompta

(Verdao de 1981) - Teste de x?Z.

Locais comparados

a) Porto x Taim Local 1

b) salto x Zooldgico

c) Salto x Taim Local 1
d) Zooldgico x Taim Local 1

e) Salto x Porto
f) Porto x Zooldgico

2

X< calcu

lado

1,198
7,153
7,629
8,414
10,143
10,729

Probabilidade GL
0,80< P< 0,90 4
0,10< P < 0,20 4
0,10 < P < 0,20 4
0,05« P< 0,10 4

P< 0,05 4
Pp< 0,05 4

Le



TABELA 3. Fregliéncias alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase (LAP) em Drosophifa {incompta (In
verno de 1981).

Alelos Genes Heterozigosidade a
Local Sublocal amostrados
0,91 0,93 0,95 1,00 1,03 Obtida Esperada

TURVO Salto 0,0029 0,0174 o0,8606 0,1017 0,0174 344 0,2326 0,2484 n.s.

Porto 0,0096 10,0288 0,8703 0,0817 0,0096 208 0,1923 0,2349 n.s.
Z0OLOGICO - 00,0133 0,0233 00,8734 00,0660 0,0300 300 0,2067 0,2320 n.s.
TAIM Local 1 0,0133 0,0089 0,8867 0,0844 0,0067 450 0,2089 0,2063 n.s.

Local 2 - 0,0263 0,8421 0,0855 10,0461 152 0,2368 0,2807 n.s.
n.s. - n3o significante ao nivel de 5%.
TABELA 4. Comparagao entre as freqtiéncias alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase (LAP) em

Drosophila incompta (Inverno de 1981) - Teste do x?.

Locais comparados x? calculado Probabilidade GL

a) Porto x Salto 2,962 0,50< P< 0,70 4
b) Porto x Zooldgico 3,490 0,30 < P< 0,50 4
c) 2ooldgico x Taim Local 1 3,870 0,30< P< 0,50 4
d) Porto x Taim Local 1 4,058 0,30< P< 0,50 4
e) Salto x Taim Local 2 4,474 0,30< pP< 0,50 4
f) Porto x Taim Local 2 6,242 0,10< P < 0,20 4
g) Salto x Taim Local 1 6,324 0,10< P< 0,20 4
h) Salto x Zooldgico 7,028 0,10< P< 0,20 4
i) Zocldgico x Taim Local 1 8,111 0,05< P< 0,10 4
j) Taim Local 1 x Taim Local 2 15,494 P < 0,01 4

8¢
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do Zoologico, verao de 1981, foi o Lapl'OO oscilando entre
0,0600 (Zooldgico,inverno de 1981) até 0,1313 (Porto - verao de

1981).

O alelo Lapl’OO apresentou um inversdao nas freqliéncias
entre os 2 sublocais do Turvo: na amostra de verao do Salto a
sua freqtiéncia foi de 0,0636 enquanto no Porto foi de 0,13137
ja no inverno, a freqtiéncia no Salto subiu para 0,1017 e no Por
to baixou para 0,0817.

Quanto a heterozigosidade com excecao da amostra do Sal
to - verao de 1981, que apresentou uma diferenga significante ao
nivel de 1%, todas as demais foram nao significantes (Tabela 1
e 3). Apesar da nao significancia em todos os casos houve um

excesso de homozigotos, menos no Taim-local 1, inverno de 1981.
3.1.1 Amostras de verao de 1981

A freqiiéncia do alelo mais comum (Lapo'95) variou nes-
tas amostras de 0,7826 (Zooldgico) até 0,8462 (Taim - local 1)
(Tabela 1).

O segundo alelo mais freqgilente (Lapl’oo), com excegao
da amostra do Zooldgico em ele foi o terceiro em freqtiéncia, os
cilou entre 0,0636 (Salto) e 0,1313 (Porto).

O terceiro alelo mais freqgillente foi o Lapo’93 tendo a-
presentado uma oscila¢ao bastante grande variando de 0,0192
Taim - local 1 - até 0,0614 no Salto. Nao foram consideradas as
amostras do Zooldgico 1977 por nao se tratar da mesma época e
do Zooldgico 1981 porgue nesta amostra este alelo foi o segundo
mais freqllente.

1,03 0,91

Quanto aos alelos Lap e Lap mostraram muita va



30

riagao e apresentaram freqliéncias geralmente muito baixas.
A Tabela 2 mostra as comparagoes estatisticas entre as

amostras dos diferentes locais nesta estacgao.

3.1.2. Amostras de inverno de 1981

0,95 ,00

Os alelos Lap e Lapl foram, respectivamente, o
primeiro e o segundo mais comuns com suas freqliéncias variando
entre 0,8421 (Taim -Local 2) e 0,8867 (Taim-Local 1) e entre
0,0600 (Zooldgico) e 0,1017 (Salto) (Tabela 3).

0,91; 0,93 4 Lapl'o3 mostraram gran-

Os alelos Lap Lap
des oscilagoes nas diferentes amostras neste periodo, em geral
com freqfiéncias bastante pequenas.

Comparagoes estatisticas entre as amostras duas a duas,

nesta época sao mostradas na Tabela 4.
3.1.3. Comparagao entre os locais nas diferentes épocas

Com o objetivo de comparar as amostras de um mesmo lo-

cal no tempo, foram realizados testes de X2 e obtidos os seguin

tes resultados:
a) Taim - Local 1l(verao) x Taim - Local l(inverno)-—X2 =
2,082; 0,70 < P < 0,80

b) Porto(verao) x Porto(inverno)-—X2= 4,115; 10,30 <

P < 0,50

c) Zooldogico(verao) x Zoolégico(inverno)-X2==12,459;
P < 0,02

d) Zooldgico(verao) x Zooldgico(1977) - x% = 14,229;

P <« 0,01
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e) Salto(verao) x Salto(inverno)-X2==l6,360; P < 0,01

f) Zooldgico (inverno) x Zooldgico(1977) -X2 = 17,527;
P < 0,01
gl -4 para todos os testes
3.2. Esterase 1 (Est-1)
. 0,91

Este loco apresentou 6 alelos denominados de Est-1 H
Est-lo’gs; Est—lo’97; Est—ll’oo; Est—ll’Ol e Est—ll'03, a
partir de suas mobilidades relativas (Figura 8).

Enquanto nas amostras de verao o alelo Est—ll’Ol nao foire

presentado em coletas do Zooldgico e o alelo Est—ll’o3 nao apareceu

no Taim - Local 1l(Tabela 5), todos os alelos se fizeram representar
nas amostras de inverno nos 5 diferentes locais (Tabela 7).

O alelo mais freqfiente nas amostras do Zooldgico nas
1,00

trés épocas analisadas foi o Est-1 , variando em suas fre-

gliéncias de 0,3430 em 1977 até 0,4500 no verao de 1981 (Tabelas

5 e 7). Ja para as demais amostras o alelo Est-lo’97

foi o}
mais freqliente oscilando entre 0,3355 (Taim - Local 1, inverno)

até 0,5395 (Salto, verao) - (Tabelas 5 e 7).

Quanto ao menos freqfiente, as trés amostras do Zoolo-

0,91

gico mostraram o alelo Est-1 , oscilando entre 0,0125 (Zoold

gico, verao) e 0,0300 (Zooldgico, 1977), enquanto as outras a-
mostras mostraram o alelo Est—ll’03 oscilando entre 0,0079 (Sal
to, verao) até 0,0395 (Taim - Local 1, inverno), embora tenha
sido o segundo mais fregllente nas amostras do Zooldgico. Os de
mais alelos apresentaram uma distribuigao muito variavel como

mostram as Tabelas 5 e 7.

As heterozigosidades obtidas e esperadas mostraram di-
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FIGURA 8. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fend-
tipos do loco da EST-1. Da esquerda para direita te-

mos:
Controle; Esto’97/1’01; nao computado; Est—10’97/0’97; Est_11,00/1,00;
Est-10’97/1’01; Est-10’97/0’97; Est_10,95/1,00; Est-11’01/1’01;
Est-10’97/1’00; Est-11’01/1’01; nao computado; Controle; Est-lo’97/0’97;
nao computado; Est-11’00/1’01; Est-10’97/1’01; Est-10’97/1’01;
Est—11’01/1’01; Est_11,00/1,00; Est-11’01/1’03; nao computado;
Est—10’95/0’97; nao computado; Est-10’97/1’00; Controle.

Obs.: Os controles sao individuos machos de Drosophifa wiflistoni da loca-
lidade de Sao Pedro.



TABELA 5. Fregfiéncias alélicas do loco Esterase 1 (EST~l) em Drosophila incompta (Verdao, 1981).

significante ao nivel de 0,1%.

Alelos Genes Heterozigosidade
Local Sublocal amostrados d
0,91 0,95 0,97 1,00 1,01 1,03 Obtida Esperada
TURVO Salto 0,0737 0,1342 0,5395 0,1868 0,0579 0,0079 380 0,4529 0,6472 e
Porto 0,1250 0,1944 0,4213 0,1620 0,0880 0,0093 216 0,5370 0,7350 ool
Z00OLOGICO 77§ - 0,0300 0,1610 0,2080 0,3430 - 0,2580 236 0,3333 0,745l§§ LA
ZOOLOGICO - 0,0125 0,0625 0,2250 0,4500 - 0,2500 80 0,3000 0,6990 A
TAIM Local 1 0,0213 0,159 10,4362 0,2872 0,0957 - 94 0,4043 0,6922 bl
Local 2 - 0,1500 0,5000 0,3500 - - 20 0,6000 0,6350 !
§ - dados de NAPP & BRNCIC (1978).
§§ - este dado foi recalculado segundo os critérios do presente trabalho.
k&
[}

nao foi calculade n< 30.

TABELA 6. Comparagao entre as freqtiéncias do loco da Esterase 1 (EST-1) em Drosophila <{ncompta
(Verdo de 1981) - Teste do x?.

Locais comparados x? calculado Probabilidade GL
a) Salto x Taim Local 1 11,234 P< 0,05 )
b) Salto x Porto 13,322 P< 0,05 5
c) Porto x Taim Local 1 14,047 P< 0,02 5
d) Zoolbgico x Taim Local 1 43,742 P< 0,001 5
e) Porto x Zooldgico 93,061 P< 0,001 5
f) salto x Zoocldgico 121,978 pP< 0,001 5

£e



TABELA 7. Freqliéncias alélicas do loco da Esterase 1 (EST-1) em Drosophila incompita (Inverno de

1981).
Alelos Heterozigosidade
Local Sublocal angZi:dos d
0,91 0,95 0,97 1,00 1,01 1,03 Obtida Esperada
TURVO Salto 0,0485 0,0879 0,4394 0,3030 0,0897 0,0333 330 0,4788 0,6962 ool
Porto 0,0657 0,1970 0,4141 0,2273 0,0707 0,0252 198 0,5506 0,7281 Ak
ZO0LOGICO - 0,0280 0,104¢ 0,3182 0,3566 0,1608 0,0315 286 0,4196 0,7329 bl
TAIM Local 1 0,0658 0,0987 0,3355 0,1283 0,3322 0,0395 304 0,4210 0,7450 Ll
Local 2 0,0769 0,0962 0,4615 0,2500 0,1058 0,0096 104 0,6154 0,6981 n.s.
n.s. - nao significante ao nivel de 5%.
*** _ gjgnificante ao nivel de 0,1%.

TABELA §. Comparagdo entre as fregfiéncias alélicas do loco da Esterase 1 (EST-1) em Drosophila

incompta (Inverno de 1981) - Teste de x2.

Locais comparados x? calculado Probabilidade GL

a) Salto x Taim Local 2 3,953 0,50<P<0,70 5
b) Porto x Taim Local 2 6,753 0,20< P< 0,30 5
c) Zooldgico x Taim Local 2 14,555 P< 0,02 5
d) Salto x Porto 15,584 P< 0,01 5
e) Salto x Zooldgico 18,172 P< 0,01 5
£} Taim Local 1 x Taim Local 2 27,343 P< 0,001 5
g) Porto x 2ooldgico 28,172 P< 0,001 5
h) Porto x Taim Local 1 51,216 P< 0,001 5
i) Zooldgico x Taim Local 1 54,427 P< 0,001 5
5

j) Salto x Taim Local 1 73,695 P< 0,001

4%
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ferencas altamente significativas com exceg¢ao do Taim - Local 2,
inverno - mostrando sempre um excesso de homozigotos (Tabela 5

e 7).

3.2.1. Amostras de verao de 1981

A fregfiéncia do alelo mais comum para o Zoologico nes-

1,00

ta época (Est-1 ) foi 0,4500. J3 nas demais amostras o ale-

lo mais freqgtlente foi o Est—lo'97 que oscilou entre 0,4213 (Por

to) e 00,5395 (Salto) (Tabela 5).

Na amostra do 2Z00ldgico o segundo alelo mais freqiente

1,03 4,2500), no Porto foi o alelo Est-1°725 (0,1944)

1,00

foi o Est-1
e nas amostras do Salto e Taim - local 1 - foi o alelo Est-1
- oscilando entre 0,1868 (Salto) e 0,2872 (Taim - local 1).
Para o terceiro alelo as posigoes entre as amostras do
Turvo (Salto e Porto) e Taim - local 1 - se inverteram. O ale-

0,95

lo Est-1 oscilou entre 0,1342 (Salto) e 0,1596 (Taim - local

1) enguanto Est—ll'00

apresentou uma freqtiéncia de 0,0880 (Por-~
to). No Zooldgico, o terceiro alelo mais comum (Est—lo’97) apa
receu com uma freq#iéncia de 0,2250.

As freqtiéncias dos demais alelos foram bastantes varia
veis nas diferentes amostras.

ComparagBes entre as quatro amostras, duas a duas, fo-

ram feitas através do teste do X2 (Tabela 6).

3.2.2. Amostras de inverno de 1981

1,00

0 alelo mais comum para o Zooldgico foi o Est-1 com

- 7
uma freqtiéncia de 0,3566. Para as demais amostras foi c>Est-fL9
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oscilando entre 0,3355 (Taim - local 1) e 0,4615 (Taim-local 2)

~ (Tabela 7).

O segundo mais freqgllente para o Zooldgico foi o alelo

, 97 \ 1,01
Est-1° , (0,3182), para o Taim - local 2 - foi o Est-1 '

(0,3322) e para as demais amostras foi o Est—ll'oo, oscilando
entre 0,2273 (Porto) e 0,3030 (Salto).

Enquanto as amostras do Turvo (Salto e Porto) apresen-—
caram a mesma ordem decrescente de distribuigido de fregtiéncias
alélicas, as amostras do Taim (Local 1 e 2) mostraram uma inver-

1,01 1,00,

sao na freqgliéncia dos alelos Est-1 a amostra

e Est-1
do Zooldgico mostrou-se muito diferente das demais (Tabela 7).
Quando as amostras foram testadas, duas a duas, através do

teste do X2,foranctmhixsos resultados mostrados na Tabela 8..
3.2.3. Comparagao dos locais em diferentes épocas

~ . - 2
Comparagoes estatisticas atraves do X apresentaram os
seguintes resultados quando testados os mesmos locais em dife-

rentes periodos.

a) Porto (inverno) x Porto (verao) - X2 = 8,005; 0,10<
P< 0,20; gl = 5

b) Zooldgico (verao)x Zooldgico (1977) - x% = 6,894;
0,10< P<0,20; gl =4

c) Salto (inverno) x Salto (verao) - X2 = 26,670; P<

0,001; gl =5

d) Taim - Local 1 (inverno) X Taim - Local 1 (verao) -

x% = 36,130; P< 0,001; gl = 5

- . . - ~ 2
e) Zoologico (inverno) x Zoologico (verao) - X" =

55,596; P< 0,001; gl =5
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f) Zooldgico (inverno) x Zooldgico (1977) - X° =

96,745; P<0,001; gl =5
3.3. Esterase 2 (Est-2)

Este loco foi o mais polimdrfico, dentre os analisados
no presente trabalho, apresentando 10 alelos denominados de

ESt—20'84; Est—20'89; Est—20’94; Est-20'96; ESt-21'OO;

1,04
Est=-2""'""; Est—21’07; Est-21’09; Est—21’13, Est-—21’l6 a par
tir de suas mobilidades relativas (Figura 9).

1,00

O alelo Est-2 foi o mais freqgllente em todas as a-

mostras tendo oscilado entre 0,2500 (Taim - Local 2 - inverno)
e 0,3899 (Salto - verao) (Tabela 9 e 11).

Os demais alelos apresentaram uma variagao muito gran-
de no tempo e no espacgo (Tabela 9 e 11).

As heterozigosidades obtidas foram todas muito abaixo
das esperadas caracterizando um excesso de homozigotos nas amos
tras. Calculos comparativos entre elas foram realizados tendo
sido as diferengas estatisticamente significantes ao nivel de

0,1% (Tabela 9 e 11).

3.3.1. Amostras de verao de 1981

O alelo mais freqllente foi o alelo Est—Zl’00 oscilanco

entre 00,2708 (Taim - Local 1) e 0,3899 (Salto) (Tabela 9).

0 alelo Est—2l'l6 nao se fez representar nas amostras
do Porto e do Zooldgico, enquanto os alelos Est-Zl’07 e
Est—zl'l3 nao apareceram na amostra do Taim - Local 1.

O segundo alelo mais freqilente foi o Est—20'96, com ex
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FIGURA 9. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fend-
tipos do loco da EST-2. Da esquerda para direita te-

mos :
Controle; Est-20’84/0’89; Est-21’00/1’04; Est-P1’00/1'13; EB:_ZI,OO/I,OQ
Est_21,04/1,07; Est-21’00/1’00; Est_20,84/0,96; Est_20,94/0,94;
Est—21’00/1’13; Est-21’00/1’00; Est-21’07/1’07; Centrole; Est420’89/0’96;
Est_20,84/0,84; Est-21’00/1’00; Est_20,94/0,94; Est_20,94/0,94; aii el
putado; Est-20’94/0’94; Est-21’00/1’04; Est-20’96/0’96; nao computado;
Est-21’07/1’07; Est—20’84/0’89; Controle.

Obs.: Os controles sao individuos machos de Drosophila willistoni da loca-
lidade de Sao Pedro.



TABELA 9. Freqidéncias alélicas do loco Esterase 2 (EST-2) em Drosophila incompta (Verao de 198l).

Alelos Heterozigosidade
Local Sublocal amszzjzdos

0,84 0,89 0,94 0,96 1,00 1,04 1,07 1,09 1,16 Obtida Esperada

TURVO Salto 0,0229 0,0688 0,0642 0,1422 0,3899 0,1009 0,05%6 0,0963 0,0276 0,0276 218 0,1560 0,7920
Porto 0,0513 0,0769 0,0256 0,1538 0,3718 0,1283 0,0513 0,1154 - 78 0,1538 0,7248

zoorderco 77 ¥ ¢,0100 06,0890 0,133¢ 0,1830 0,2090 0,1430 0,0870 0,0750 0,0210 518 0,3100%% 0,8606
ZoOLOGICO 0,0395 0,0921 0,2105 0,1447 0,3552 0,0395 0,0921 0,0132 - 76 0,1842 0,7880
TAIM Local 1 00,0417 0,1667 0,0833 0,1667 0,2708 0,1250 - 0,1041 0,0417 48 0,3333 0,8342
Local 2 - - - ~ 0,8000 10,2000 - - - 20 - 0,3200

Rk k

kkk

kkk

*kk

k&

§§

*kk

- dados de NAPP & BRNCIC (1978).

- este dado foi recalculado segundo os critérios do presente trabalho.

~ significante ao nivel de 0,12
- nac foi calculado n< 30.

TABELA 10. Comparagdo entre as freqfiéncias alélicas do loco de Esterase 2 (EST-2) em Drosophila incompta (Verao
de 1981) - Teste de x?3.

Locais comparados

a)
b)
c)
d)
e)
£)

Salto x Porto

Salto x Taim Local 1
Porto x Taim Local 1
Zoologico x Taim Local 1
Porto x Z2ooldgico

Salto x Zooldgico

X

2

calculado

6,081
12,011
12,206
21,340
22,522
24,142

Probabilidade

0,70< P< 0,80
¢,20< P< 0,30
0,20< P< 0,30
P< 0,02
P< 0,01
P< 0,01

u>m\ou>w\o| o7

6€



TABELA 11. Freqfiéncias alélicas do loco Esterase 2 (EST-2) em Drosophifa incompta (Inverno de 1981).

Alelos Gene Heterozigosidade
Local Sublocal amostr:dos d
0,84 0,89 0,94 0,96 1,00 1,04 1,07 1,09 1,13 1,16 Obtida Esperada
TURVO Salto 0,0461 0,0626 0,1020 0,0954 0,3618 00,1414 0,0724 0,0526 0,0493 0,0164 304 0,2105 0,8128 kkk
Porto 0,0407 0,0930 0,1570 0,1512 0,3605 0,1453 - 0,0232 10,0291 - 172 0,2442 0,7898 *kk
Z00LOGICO - 0,0440 0,1400 0,2000 0,0720 ©,3360 0,0680 0,0280 0,0840 0,0280 - 250 0,1680 0,8071 kK
TAIM Local 1 0,0073 0,0474 0,0876 0,0949 0,2956 0,1423 0,1168 0,0876 0,0986 0,0219 274 06,1825 00,8419 kkk
Local 2 - 0,0833 0,1250 0,0729 0,2500 0,1250 0,0833 0,1458 0,0209 0,0938 96 0,1875 0,8566 *kk

*x% - sipnificante ao nivel de 0,1%Z.

TABELA 12, Comparagdo entre as fregliéncias alélicas do loco da Esterase 2 (EST-2) em Droscphifa incompta (Inver-
no de 1981) - Teste do x?.

Locais comparados x? calculado Probabilidade GL
a) Salto x Taim Local 1 21,369 P< 0,02 9
b) Taim Local 1 x Taim Local 2 22,012 P< 0,01 9
c) Salto x Porto 25,766 P< 0,01 9
d) Porto x Zooldgico 26,513 P< 0,001 8
e) Salto x Taim Local 2 30,947 P< 0,001 9
f) Salto x Zooldgico 38,327 P< 0,001 9
g) 2o00l1dgico x Taim Local 2 43,622 P< 0,001 9
h) Perto x Taim Local 2 54,471 P< 0,001 9
i) Porto x Taim Local 1 55,856 P< 0,001 9
j) Zooldgico x Taim Local 1 68,636 P< 0,001 9

ov
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cecao da amostra do Zooldgico que apresentou o alelo Est-20774

como O segundo mais comum.
- 2
Quando as 4 amostras foram testadas através de X“, duas

a duas, foram obtidos os resultados mostrados na Tabela 10.
3.3.2. Amostras de Inverno de 1981

O alelo Est—zl’Oo permaneceu o mais freqllente oscilan-
do entre 0,2500 (Taim - Local 2) e 0,3618 (Salto) (Tabela 11).
Os demais alelos apresentaram uma distribuicao bastan-

te heterogénea entre as amostras.

1,16

0 alelo Est-2 tornou a nao aparecer nas amostras

do Zooldgico e Porto, enquanto o alelo Est—Zl’07

0,84

foi ausente tam

bém no Porto e o alelo Est-2 na amostra do Taim - Local 2.
2 -

Os X~ calculados entre as amostras nesta época foram

todos altamente significantes como apresenta a Tabela 12.
3.3.3. Comparagao dos locais em diferentes épocas

Comparando cada um dos locais em diferentes épocas, ob

teve-se o0s seguintes valores de X2.
a) Salto (inverno) x Salto (verao) - X2 = 14,372;
0,10<P< 0,20; gl =9
b) Zooldgico (inverno) x Zooldgico (verao) - X2 =
15,900; P< 0,05; gl = 8
c) Porto (inverno) x Porto (verao) - X2 = 26,011

P« 0,01; gl = 8
d) Taim Local 1 (inverno) x Taim Local 1l(verao) —X2

= 26,063; P< 0,01; gl =9



Zooldgico (verao) x Zooldgico (77) - X2
P<0,01l; gl =9
Zooldgico (inverno) x Zooldgico (77) - X

P<0,001; gl =9

2
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26,889;

=67,793;



DISCUSSAO



4, pIScussAo

Um dos modelos propostos pelos selecionistas para ex-
plicar a manutencdo da variagdo genética nas populagoes naturais
foi baseado na hipdtese de variagao de nicho de VAN VALEN (1965),
a qual sugere que organismos que exploram uma variedade de ni-
chos devem ser geneticamente mais variaveis do que organismos
ecologicamente mais restritos.

Com base neste pressuposto, varios autores tém relacio
nado o baixo nivel de polimorfismo alozimico encontrado em algu
mas espécies de Drosophila com o estreito nicho nutricional e
de cruzamento apresentado pelas mesmas (PRAKASH, 1973; ZOUROS,
1973; BARKER e MULLEY, 1976).

Desta forma, espécies de ecologia restrita tém se cons
tituido num excelente objeto de estudo porque, devido a sua es-
pecificidade a nichos de oviposigao, desenvolvimento larval e/
ou recurso trdfico para o adulto, reduz o nimero de variaveis
que possam estar atuando nas alteragdes das fregtiéncias génicas
das populagoes.

O amplo conhecimento ja existente acerca da ecologia,
sitio de cruzamento e requerimentos nutricionais das espécies
do grupo gfLavopilosa de Drosophila (BRNCIC, 1966 €1970) permite
uma melhor avaliagao da importancia relativa de diferentes fato

res que estejam atuando na manutengao da variabilidade genética
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em populagoes de D. {incompfa, pertencente a este mesmo grupo. Co-
mo ja foi dito anteriormente, as larvas de D. {ncompta desenvol-
vem—-se em ambientes aparentemente uniformes - flores do género
Cestrum. Ao contrario do observado por BRNCIC (1966) no Chile,es
te género no Rio Grande do Sul floresce em periodos mais ou me-
nos regulares ao longo do ano, independente das variagdes clima
ticas - a menos que estas sejam muito rigorosas. Assim, em nos
so estado, populagoes de espécies do grupo flavopifosa podem ser
encontradas durante todo o ano, associadas com o florescimento
da planta. Por outro lado, foram confirmadas as observagoes da
quele autor, no que se refere aos possiveis fatores limitantes
do tamanho populacional: clima e outros animais (competidores,
parasitas e predadores). BRNCIC observou que a mortalidade em
estagios pré-adultos era maior nos meses de verdo, sendo possi
vel que este dado explique o tamanho mais reduzido de nossas a-
mostras nesta estacgao.

Quando flores individuais foram analisadas para se ter
idéia do quanto do nicho disponivel & utilizado, foi possivel
constar que:

- em muitas flores (cerca de 70%) nao foi registrado ne-
nhum individuo, seja em que estagio for;

- na grande majoria das flores ochpadas, apenas um in-
dividuo foi encontrado;

- raramente, dois individuos foram encontrados ocupan-
do a mesma flor, sendo, neste caso, ambos da mesma espécie.

Estes dados concordam com os de BRNCIC (1966) para popula-
¢oes chilenas de D. {Lavopilosa, indicando que alimento e espa-
¢o para viver nao sao fatores limitantes para o aumento populacio-

nal durante os periodos de florescimento do género Cestrum.
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Em D. {ncompta o loco de Lap apresenta cinco alelos, ©
da Est-1 apresenta seis alelos e o da Est-2, dez alelos. Estes
resultados sao muito semelhantes aos obtidos por NAPP e BRNCIC
(1978) nesta mesma espécie e em D. cestri (com excegao do loco
Est-2 que nao mostra atividade nesta espécie) e por BRNCIC e
NAPP (1980) para populagoes chilenas de D. §Lavopilosa.

A proporgao de locos polimdrficos e heterozigosidade mé
dia por individuo ou de cada loco separadamente, sdao duas medi-
das comumente adotadas para avaliar a variagdo genética das popu
lagcoes. No entanto, a heterozigosidade tem sido geralmente pre
ferida pela maioria dos autores, porque reflete mais fielmente
o nivel de variabilidade das populagoes estudadas, enquanto o
grau de polimorfismo nao & uma medida muito boa porque depende
de quantos individuos sao analisados e também porque locos com
2 alelos, sao considerados igualmente polimdrficos a locos com
cinco, dez ou mais alelos (AYALA e VALENTINE, 1979).

Os niveis de heterozigosidade encontrados no presente
trabalho oscilaram, para cada loco, entre os seguintes valores:

Leucaina Aminopeptidase: 0,1923 (Porto, inverno de
1981) a 0,2754 (Zooldgico, verao de 1981).

Esterase 1: 0,3000 (Zooldbgico, verao de 1981) a 0,5506

(Porto, inverno de 1981).

Esterase 2: 0,1538 (Porto, verao de 1981) a 0,3333
(Taim Local 1, verao de 1981).

Nao foi calculada a heterozigosidade média devidoao pe
queno numero de locos analisados; além disto, trata-se de uma
amostra viciada, pois estes locos foram escolhidos justamente pe-
lo fato de serem polimdrficos. No entanto, nossos dados refor-

¢cam os obtidos por NAPP e BRNCIC (1978) gquando analisaram o grau
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de variabilidade existente em D. Lncompta e D. cestri baseados
na proporgao de locos polimorficos. Estes autores analisaram 19
locos génicos e obtiveram niveis de variabilidade muito eleva-
dos, tendo 0. {ncompta apresentado maior nivel de variabilidade
ainda do que D. cestni, coletada na mesma época € nos mesmos ar
bustos. Assim, tanto nossos resultados como os de NAPP e BRNCIC
(1978) diferem dos encontrados para outras espécies restritas co
mo D. buschii{ (PRAKASH, 1973), D. mojavensis (ZOUROS, 1973) e
D. buzzatti (BARKER e MULLEY, 1976), assemelhando-se mais aos
valores encontrados para espécies versiteis como por exemplo
as do grupo wilflfistoni de Drosophilfa (AYALA e POWELL, 1972;
RICHMOND, 1972).

SOULE (1976) propoe um modelo segundo o qual trés con-
digcoes devem ser satisfeitas para que uma populagao possa atin-
gir altos niveis de heterozigosidade: deve ter um tamanho efe-
tivo grande, deve ser antiga, e, por fim, deve evoluir a taxas
lentas porque a selegao direcional provavelmente causa uma dimi
nuicdo na heterozigosidade. A nao satisfagdo de alguma destas
condigdes levaria a uma diminuigao da heterozigosidade e conse-
gllente diminuigao do polimorfismo.

Assim quando a populagaoc & pequena, fendmenos como de-
riva genética podem alterar as freqliencias génicas no tempo e
até mesmo eliminar parte do polimorfismo genético, levando a u-
ma homogeneidade da populagao estudada como foi sugerido por
VARVIO-AHO (1981) em Genrds Lacustrnis.

Tanto no presente trabalho, como nos de NAPP e BRNCIC
(1978) e BRNCIC e NAPP (1980) em espécies do grupo flavopilfosa,
as heterozigosidades, em geral, apresentaram-se abaixo das espera

das, evidenciando uma fregliéncia de homozigotos na naturezamaior
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do que aquela que se esperaria encontrar se a populagao estives
se em equilibrio.

Excesso de homozigotos na natureza tem sido observado
por diversos autores e tentativas de explicar este fendmeno tém
sido feitas em iniGmeros trabalhos. NARANG e KITZMILLER (1971)
sugerem que o excesso de homozigotos encontrados em populagoes
naturais do mosquito Anopheles punctipennis se deva a um possi-
vel fator etoldgico ou ecoldgico desconhecido. GUEDES (1975)
discute este mesmo fendmeno em espécies do grupo guarani de
Drosophila, sugerindo algumas hipdteses como a alta fregliéncia
de alelos nulos, maior taxa de mutagao para este tipo de alelo
do que para alelos detectaveis eletroforeticamente, ou ainda pe
lo principio de Wahlund, explicagao esta também sugerida por
NAPP e CORDEIRO (1978) para 4 espécies do grupo caadind de
Drnosophifa. Estes Gltimos autores sugerem, também, que uma pos-
sivel vantagem de heterozigotos no estadgio larval e um posterior
melhor ajuste dos homozigotos adultos para diferentes nichos es-
pecializados devido a selegao diversificadora explicaria  este
fendmeno.

As condigSes dos ambientes estudados neste trabalho po
deriam levar & suposigao de que as populagoes dos dois sub-1o
cais do Taim, teriam um aumento de homozigotos, possivelmente,
devido a dois fatores: uma grande extensao de banhados entre eles
funcionaria como barreira geografica, reduzindo o fluxo génico
entre as duas populagdes; além disto, o pequeno numero de ar-
bustos em cada local (4 no Local 1 e apenas 1 no Local 2) pode-
ria restringir o tamanho das populagoes levando-as a um aumento
de endocruzamento. Esta explicagao, porém,uﬁos parece plausi-

vel para as demais populacgoes.
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No Turvo, os dois sub-locais sao ligados por mata den-
sa, portanto, teoricamente as condigoes para um fluxo génico en
tre elas estariam asseguradas. Neste caso, uma possivel expli-
cagéo para O excesso de homozigotos poderia ser & ocorréncia do
endocruzamento por qualquer causa etoldgica ou ecologica. Na
populagao do Zooldgic¢o,a distribuigdo continua de um grande na-
mero de arbustos, também nos leva a pensar gque nao deva haver
problemas de fluxo génico, sugerindo-se entao a mesma hipdtese
referida para o Turvo.

No presente trabalho, guando foram realizadas compara-
¢Oes entre locais e sub-locais para cada loco estudado, algumas
vezes foram obtidas diferencgas significativas entre sub-locais
de um mesmo local enquanto estas nao ocorriam entre locais dife
rentes.

Importante observar que das trés comparagoes que foram
significativas com relagao ao loco da Lap (verao e inverno jun-
tos), duas delas foram microgeograficas, uma vez que ocorreram
entre dois sub-locais de um mesmo local (Porto x Salto; Taim
Local 1 x Taim Local 2). Ja no loco da Est-1l, nas amostras de
inverno, Taim Local 2 nao apresentou diferengas em relagao aos
dois sub-locais do Turvo (Salto e Porto), no entanto, em rela-
cao ao Local 1 as diferengas foram acentuadas, o mesmo ocorren-
do entre o Salto e o Porto. Para Est-2, Salto e Porto nao apre
sentaram diferencgas estatisticas entre si e em relagao ao Local
1, que por sua vez foi diferente do Local 2.

Os dois sub-locais do Turvo apresentam diferengas eco-
logicas bastante visiveis. A estrada do Porto se caracteriza
por ser sombria e Umida ao contrario do gue ocorre com a do

Salto, ensolarada e mais seca. A intensidade de calor ao longo
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de ambas também é diferente, se fazendo sentir muito mais na es
trada do Porto do que na do Salto devido a maior umidade da pri
meira. Ainda & importante salientar que o inverno no Turvo se
apresenta quente e Gmido, ao contrarioc do que ocorre nos outros
dois locais.

Enquanto isto, Taim-Local 1 e Local 2 (sub-locais do
Taim) , apesar de apresentarem caracteristicas ecoldgicas seme-
lhantes, ou seja, regiao de banhados, altamente expostas a ven-
tos (principalmente no inverno), igualmente iluminadas, sugerem
apresentar, como ja foi referido anteriormente, populagOes bas-
tante isoladas. Mesmo que nao se conhega a capacidade de dis-
persao desta espécie, o fato de os dois locais distarem cerca
de 25 km gquase que totalmente separados por banhados, leva-nos
a acreditar que dificilmente o fluxo génico entre os dois lo-
cais possa ocorrer.

Ja o Zooldgico apresenta um ambiente mais doméstico, com
luminosidade média, mais seco do que os demais 4 sub-locais.

Desta forma, nao € de se estranhar que, em alguns ca-
sos, diferengas entre os sub-locais (do Turvo e Taim) sejam maio
res do que as encontradas algumas vezes entre os diferentes lo-
cais, bem mais distantes.

Tentativas de demonstrar a vantagem seletiva do poli-
morfismo enzimidtico tém sido feitas por inUmeros autores, 0s
quais tém investigado os padroes de variagao alozimica, asso-
ciando as diferencgas encontradas com variaveis geograficas e/ou
ambientais, tanto em espécies ecologicamente restritas
(ROCKWOOD - SLUSS e col, 1973) como em espécies com maior ver-
satilidade ecoldgica (Koehn, 1969 e 1978; JOHNSON e col, 1969;

KOJIMA e col, 1972; JOHNSON e SCEAFFER, 1973; VIGUE e JOHNSON,
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1973; PIPKIN e col, 1973; TOMASZEWSKI e col, 1973;SCHAFFER

e JOHNSON, 1974).

Alguns autores tém sugerido que a selecao de habitat
(RICHMOND, 1978) pode levar a uma variagéo microgeografica con-
duzindo a diferengas nas freqléncias génicas, mesmo quando sao
comparadas populagoes muito prdximas geograficamente. TAYLOR e
POWELL (1977) referem que populagdes de D. persimilis separadas
por apenas algumas centenas de metros exibem diferencas signifi
cantes nas freqliéncias al@licas; RICHMOND (1978) mostrou que co
letas em uma pequena area (40 x 75m) podem mostrar diferengas nas
freqiiéncias génicas em populacgdes de 7. affinis; ALBUQUERQUE e
NAPP (1981), estudando a variagao alozimica do loco da Est-6
em populagoes naturais de D. simufans, cujas amostras foram co-
letadas em diferentes recursos troficos, sugeriram que a esco-
lha do habitat Jjuntamente com outros fatores ambientais, seriam
responsaveis pelas diferengas encontradas.

Voltando aos nossos dados, parece importante regis-
trar também que o loco da Lap mostrou-se mais homogéneo do que
o das Esterases 1 e 2,quando comparagdes entre locais foram rea
lizadas.

Com excegao do loco Est-1, que nas amostras do Zooldogi
co apresentou o alelo Est-11700 como o mais freqtlente, em todos
O0s outros locais sempre os alelos mais freqlientes foram os mes-
mos para cada loco. O ambiente do Zooldgico destaca-se dos de-
mais por ser o dque sofre maior interferéncia do homem, e pode-
-se supor que as diferengas para este loco estejam, pelo menos
em parte, relacionadas com este fato.

Com relagao aos outros alelos menos freqtlentes, o com-

portamento foi muito irregular para os trés locos, nos diferen-
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tes locais.

Isto tudo leva a supor que,se algum fator ambiental es
td atuando seletivamente sobre estes trés locos,a forma de pres
sao & diferente em cada um deles.

Em geral, quando varios locos sao analisados, o tipo
de resposta encontrada varia de loco para loco. Por exemplo,
PINSKER e SPERLICH (1979), SPERLICH e col (1980), analisando
17 locos enzimaticos em D. subobscura observaram que, dos 13 lo
cos que eram polimdrficos, 4 ndo mostraram diferengas entre as
populagbes analisadas,6 apresentaram diferencgas nas freqliéncias
génicas sem mostrar nenhuma associagdo clara com variaveis geo-
graficas e/ou ambientais € 0s 3 restantes (dentre eles o da
Lap4) exibiram um padrao clinal de variag@o no sentido Norte-
-Sul.

Nao existe uma forma de determinar se as diferencas en-
contradas em D. {incompta sao devidas aos locos em estudo ou se
os mesmos estao ligados a outros locos sobre os quais estejam a
tuando forgas seletivas. No entanto, como salientou MULLEY e
col (1978) diversos trabalhos tém evidenciado associagdes gend-
tipo-ambientais significantes envolvendo varios sistemas enzimé
ticos, especialmente o de esterases (KOJIMA e col, 1972, em D.
pavani; ROCKWOOD-SLUSS e col, 1973, em D. pachea:; SCHAFFER e
JOHNSON, 1974, em D. melanogasten; ALBUQUERQUE e NAPP, 1981, em
D. s4imufans). Estes resultados tornam pouco provavel que estas
associagoes sejam casuais.

Enquanto inumeros trabalhos tém concentrado seus enfo-
ques na contribuicdo de diferengas ambientais e/ou geograficas
sobre as variagdes genéticas, como foi possivel evidenciar até

o momento, relativamente poucos estudos tém sido feitos sobre o
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comportamento dos sistemas alozimicos ao longo do tempo (STEI-
NER, 1979). Segundo este autor, estudos sobre as mudangas géni
cas dependentes de sazonalidades dentro de uma populagac podem
oferecer vantagens uma vez que os efeitos da migragéo podem ser
minimizados e parametros ambientais e ecoldgicos especificos,
que potencialmente podem dirigir mudangas genéticas de uma for-
ma ciclica, permitem boas observagées. STEINER ainda caracte-
riza que estes tipos de estudos podem proporcionar evidencias
da natureza da microevolugao dentro das populagoes.

Os locos analisados neste trabalho,quando observados
nas diferentes estagoes, mostraram diferentes comportamentos.

No caso dos dois locos de Esterases, os alelos mais co
muns tiveram maior fregtiéncia no verao do que no inverno,com ex
cegao do loco Est-2 na amostra do Taim, Local 1. J3i para Leuci
na Aminopeptidase, ocorreu exatamente o contrario, o alelo mais
comum apresentou maior freqléncia nas amostras de inverno.

De um modo geral, as populagoes mostraram diferengas
significativas para os trés locos quando analisados em diferen-
tes épocaé. Nao foi possivel, no entanto, estabelecer qualquer
tipo de flutuagao ciclica nas fregtiéncias alélicas, porque ape-
nas duas estagoes de um mesmo ano foram observadas. Mesmo as-
sim, para o Zooldgico, trés diferentes momentos de coletas ocor
reram, verao e inverno de 1981 (no presente trabalho) e primave
ra de 1977 (NAPP e BRNCIC, 1978). De qualquer forma, foi possi
vel constatar que as diferengas entre as populagoes da primave
ra de 1977 e verao de 1981, foram sempre menores do que aquelas
entre a primavera de 1977 e inverno de 1981. Uma possivel ex-
plicagao para este fato pode ser encontrada quando se consta-

ta que o inverno de 1981, neste regiao, foi muito frio e os 2
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meses que antecederam as coletas, bem como o proprio més da co-
leta tiveram muito menor precipitacao do que os meses que ante-
cederam as coletas das outras épocas. Apesar de a primavera de
1977 ter apresentado valores intermediarios no que se refere a
temperaturas médias e Indices pluviométricos, quando comparada
com as outras duas amostras, nos parece dque temperaturas mais
baixas aliadas a perIodos mais prolongados de seca que excepcio
nalmente caracterizaram o inverno de 1981 foram fatores determi
nantes nas diferencgas observadas entre esta amostra e as demais
(dados climatoldgicos obtidos no 89 Distrito de Meteorologia de
Porto Alegre).

De todos os locais analisados, o Porto foi o que mos-
trou maior homogeneidade gquando comparagGes temporais foram rea
lizadas. As diferengas entre as amostras deste local nao foram
significativas para dois dos 3 locos estudados. Enquanto isto,
comparacoes temporais do Salto, Taim Local 1 e Zooldgico (verao
de 1981 x inverno de 1977) nao deram significancia estatistica
para apenas um dos 3 locos analisados.

Uma possivel explicagao para estes resultados pode ser
encontrada se levarmos em consideragao que o Porto parece sofrer
pouca variagao climatica ao longo do ano uma vez que, apesar da
temperatura ser bastante alta no verao, o inverno no Turvo (Por
to e Salto) &, também, quente e umido.

Maiores oscilagoes climaticas ocorrem nos outros locais
(Taim e Zoo0ldgico) ,bem como no Salto (neste caso principalmente
no que se refere a umidade) sendo, portanto, esperada a hetero-
geneidade temporal que foi constatada em relagao as freqlléncias
alélicas dos trés locos analisados.

DOBZHANSKY e AYALA (1973) observaram variagao temporal
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nas freqliéncias de dois locos enzimaticos em D. pseudoobscura e
D. persimilis, caracterizando, pelo menos para estes dois locos,
uma forte evidéncia de que pressoes seletivas levam a estas al-
teragSes, mesmo que nao se possa precisar exatamente, qual ou
quais fatores ambientais sao responsaveis diretos por este tipo
de variagao. STEINER (1979) realizou trabalho semelhante em D.
mimica observando diferencas significativas ao longo do tempo
nas freqtiéncias alélicas para varios locos. Seus resultados le
vam a conclusodes semelhantes as do trabalho anteriormente cita-
do.

Em D. subobscura, LAKOVAARA e SAURA (1971), SAURA e col
(1973) e PINSKER e col (1978) obtiveram diferengas significan-
tes em sucessivos periodos de tempo para alguns dos locos anali
sados. Observagoes semelhantes foram feitas por CABRERA e col
(1980) ,neste mesmo organismo, os quais discutem em seu trabalho
gque em um dos locais estudados,o inverno apresenta condigoes de
tal forma adversas que nao & possivel a captura de individuos du
rante este periodo e, portanto, sugerem o efeito do fundador co-
mo explicagao para o fato de alguns locos, que sao moderadamen-
te polimdrficos em outros locais, apresentarem-se monomorficos
neste local.

Apesar de o inverno no sul do Brasil ser bastante frio
e Umido, especialmente nas regices de Taim e Sapucaia do Sul
(Zooldgico) os resultados por ndos obtidos nao sugerem o mesmo
que os de CABRERA e col (1980), uma vez que o alto polimorfismo
foi constante nas duas estagoes do ano analisadas.

Nossos dados, portanto, reforcam a idéia de que varia-
veis geograficas e ambientais, assim como alteragOes temporais

sao fatores importantes na manutencgao da variabilidade genética
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existente nestes populagoes; além disto, a variagao microespa-
cial do ambiente, considerando fatores como selegao de habitat,
& também capaz de afetar o grau de variabilidade genéticas des

tas populagoes.
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Drosophila incompta & uma espécie do grupo gLavopilosa
que, como as demais espécies deste grupo, explora flores do gé
nero Cestrum como Gnico sitio de oviposicao e  desenvolvimento
larval. Com o objetivo de avaliar a variabilidade existente em
trés locos enzimaticos (Leucina Aminopeptidase, Esterasesl e 2)
desta espécie e tentar verificar possiveis associagoes genético
-ambientais, cinco populagoes - de trés locais do estado do Rio
Grande do Sul - foram analisadas em duas €pocas distintas (ve-
rao e inverno de 1981), pela técnica de eletroforese horizontal
em gel de acrilamida.

O loco da Leucina Aminopeptidase apresentou cinco ale-
los; o da Esterase -1, seis alelos e o da Esterase -2, dez ale
los.

Apesar de ser uma espécie ecologicamente restrita,

D. {incompta apresentou, para os trés locos analisados, altos ni-
veis de heterozigosidade, embora, em todas as amostras com ex-
cessdo de uma, estes niveis tenham sido abaixo dos esperados teo
ricamente.

Calculos das freqitiéncias alélicas para estes trés lo-
cos foram realizados e comparagoes entre as freqliéncias foram
feitas, levando em conta a heterogeneidade do ambiente no espa-

¢O0 e no tempo.
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Nas diferentes amostras, nao importando a época, os a-
lelos mais freqllentes sempre foram os mesmos para cada local.
Para os locos da Leucina Aminopeptidase e Esterase - 2 os alelos

0,95 1,00

Lap e Est-2 foram, respetivamente, os mais freqlientes em

todas as amostras. Ja para o loco Esterase -1, o alelo

0,97

Est-1 foi o mais freqliente em todos os locais e épocas, com

excecao das amostras do Zooldgico onde o alelo Est—ll'OO

foi o
mais freqllente. Quanto aos outros alelos menos freqlientes, sua
distribuicdo foi muito irregular para os trés locos nos diferen
tes locais.

Os ambientes nos locais de coletas mostram diferengas
climaticas e ecoldgicas bastante acentuadas. De todos os lo-
cais estudados, o Porto parece ser o mais homogéneo sendo, tal-
vez, esta a razao pela qual as amostras analisadas neste local
tenham se mostrado, também, mais homogéneas quanto a suas fre-
gliéncias alélicas em diferentes épocas.

Por outro lado, as comparagoes entre as freqliéncias a-
lélicas de amostras de diferentes locais e sub-locais num mesmo
periodo, algumas vezes mostraram diferengas estatisticamente sig
nificantes para 2 sub-locais de um mesmo local, o mesmo nao o-
correndo entre dois locais diferentes, sugerindo que, provavel-
mente, as diferengas microgeograficas atuem de forma bastante
expressiva na diferenciacgao das freqfiéncias génicas.

Desta forma, acreditamos que nossos dados servem ComoO
reforgo para a teoria selecionista, ja que parece claro que va-
riaveis geograficas e ambientais, bem como modificagoes tempo-
rais experimentadas pelas populacgoes analisadas no presente es-
tudo sao, talvez, as maiores responsaveis pelas diferengas gené-

ticas apresentadas.
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Drnosophila incompta, as the other species of the fLavo
pilosa group, explores Cestrum flowers as the only oviposition
and larval development site.

Aiming to evaluate this species variability, regarding
three enzymatic loci (Leucina Aminopeptidase, Esterase -1 and
2), and to verify possible genetic-environmental associations,
five populations, from three different localities of Rio Grande
do Sul, were analyzed using horizontal electrophoresis in
acrylamide gel.

Leucine Aminopeptidase locus presented five alleles,
Esterase~1, six, and Esterase-2 had ten alleles.

Despite being an ecologically restricted species, D. incompta
showed, at the three examined as loci, high heterozigosity
levels, although in all samples except one these levels were
far beyond those expected theoretycally.

Allelic frequencies were calculated and compared at
these three loci, considering the spatial and temporal
environmental heterogeneity.

In different samples, the most frequent alleles were
the same for each locality in the two periods. At the Leucina

0.95 1.00

Aminopeptidase and Esterase-2 loci, Lap and Est-2

alleles were, respectively, the most frequent in all samples.
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At the Esterase-l1 locus, Esto'97 was the most frequent allele in

all localities and periods, except in Zoologico samples where
Est—ll'00 was the most frequent one. Considering the other
alleles, their distribution was very irregular at the three
loci, in the different places.

The environments of the collection localities have
marked climatic and ecological differences. Porto seems to be
the most homogeneous site, perhaps being for this that these
samples were also the most homogeneous, regarding allelic
frequencies in different periods.

Comparing allelic frequencies of different localities
and sub-localities, in the same period, some statistically
significant differences were sometimes detected between two sub
-localities of the same place, but not between two different
localities. So, it is suggested that microgeographycal
differences actuate expressively in gene frequencies
differentiation.

We believe that our data support the selectionist
theory, since it seems clear that geographycal and environmental
variations and temporal modifications undergone by the analyzed
populations are, perhaps, the main cause of the genetic

differences observed.
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