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Resumo

SANTOS, Luana Amaral dos. Modelagem de distribuicdo potencial e de nicho
ecologico da espécie invasora Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae).
2017.98f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Entomologia.
Universidade Federal de Pelotas, RS. Brasil.

Drosophila suzukii (Matsumura,1931) usa frutos intactos como local de oviposicao e
substrato para desenvolvimento larval. Originaria no Sudoeste da Asia, desde 2008
ela tem sido registrada em diferentes localidades da Europa e América do Norte e, a
partir de 2013, na América do Sul. E uma espécie de expansdo rapida e sua
dispersdo pode ser reflexo de alteracbes na sua capacidade de invasédo e de
adaptacdo, podendo envolver mudancas evolutivas do nicho ecolégico. O objetivo
deste estudo foi determinar a distribuicdo potencial mundial de D. suzukii e avaliar se
sua expansao distribucional ocorreu por mudancas do nicho ecoldgico. Registros de
ocorréncia desta espécie foram obtidos através de levantamento bibliogréafico, onde
407 localidades foram registradas em todo o mundo, as quais foram utilizadas para
avaliar a distribuicdo potencial de D. suzukii através do uso dos algoritmos Maximum
Entropy Modeling (MaxEnt) e Genetic Algorithm for Ruleset Production (GARP).
Foram utilizadas variaveis bioclimaticas na modelagem, obtidas do banco de dados
WorldClim Global Climate Database, sendo selecionadas dez delas. O desempenho
preditivo dos modelos gerados foi avaliado por meio da reconstrugdo de 1000
réplicas com 50% dos pontos reservados para teste. A acuracia do modelo foi
verificada com o calculo da éarea sob a curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic). A distribuicdo geogréfica potencial observada foi similar para ambos
algoritmos e bons desempenhos foram obtidos. A projecao da distribuicdo potencial
da espécie corrobora seus registros na Asia, Europa, América do Norte e do Sul e
mostram possibilidade de expansdo para os continentes Africano e Oceania. As
regides temperadas e subtropicais mostram-se mais propicias ao estabelecimento
da espécie. Quatro variaveis apresentaram maior importancia para a geracao do
modelo MaxEnt: as temperaturas médias anual, da maxima do més mais quente, do
trimestre mais frio e a precipitacdo anual média, sendo esta Ultima de grande
relevancia no modelo. Para testar a hipotese de conservadorismo do nicho ecoldgico
durante o processo de invasao, utilizamos 184 ocorréncia no sudeste asiatico para
realizar a modelagem do nicho com os algoritmos MaxEnt e GARP com 28 variaveis
biocliméaticas do WorldClim e extrapolamos o resultado para o globo. A avaliacdo da
extrapolacdo foi realizada por um teste de sensibilidade com os registros de
ocorréncia mundial. Também comparamos os valores das variaveis biocliméticas
nos pontos de ocorréncia da espécie através de uma andlise de componentes
principais. Ambos modelos apresentaram bons desempenhos, e indicam que D.
suzukii expandiu sua distribuicdo em areas similares a nativa, com clima temperado
guente e frio, com verdes e invernos bem definidos, sendo os verfes umidos. Ela
expandiu sua distribuicdo também para areas com clima Tropical com chuvas no
verdo ou fortes precipitagbes ao longo do ano e com clima Temperado com
precipitacdo concentrada nos meses mais frios, ao invés de nos meses mais
guentes ou ao longo de todo o ano. Observamos que 0s ambientes nas areas
nativas (Sudeste asiatico) sdo diferentes dos das éareas introduzidas, sugerindo
mudanca de nicho. A espécie, tem ampliado seu nicho abiotico mundialmente e esta
colonizando e sobrevivendo em areas com diferentes regimes hidricos.
Palavras-chave: Drosdfila da asa manchada, fruticultura, mudanca de nicho, praga
agricola.



Abstract

SANTOS, Luana Amaral dos. Potential distribution and ecological niche
modeling of the invasive species Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae).
2017.98f. Dissertation (Master Degree) - Programa de Pé6s - Graduacdo em
Entomologia. Universidade Federal de Pelotas, RS.Brasil.

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) uses intact fruits as an oviposition site and
substrate for larval development. Originating in Southwest Asia, since 2008 it has
been registered in different locations in Europe and North America and, as of 2013,
in South America. It is a kind of rapid expansion and its dispersion may be a
reflection of changes in its capacity of invasion and adaptation, and may involve
evolutionary changes in the ecological niche. The objective of this study was to
determine the global potential distribution of D. suzukii and to evaluate if its
distributional expansion occurred due to changes in the ecological niche. The
occurrence records of this species were obtained through a bibliographical survey,
where 407 localities were registered all over the world, which were used to evaluate
the potential distribution of D. suzukii through the use of Maximum Entropy Modeling
(MaxEnt) and Genetic Algorithm for Ruleset Production (GARP). Bioclimatic variables
were used in the modeling, obtained from the WorldClim Global Climate Database,
and ten of them were selected. The predictive performance of the generated models
was evaluated through the reconstruction of 1000 replicates with 50% of the points
reserved for testing. The accuracy of the model was verified with the calculation of
the area under the ROC curves (Receiver Operating Characteristic). The potential
geographical distribution observed was similar for both algorithms and good
performances were obtained. The projection of the potential distribution of the
species corroborates its records in Asia, Europe, North and South America and show
possibility of expansion to the continents of Africa and Oceania. The temperate and
subtropical regions are more propitious to establish the species. Four variables were
more important for the generation of the MaxEnt model: mean annual temperatures,
the maximum of the hottest month, the coldest quarter and the average annual
rainfall, the latter being of great relevance in the model. In order to test the hypothesis
of ecological niche conservatism during the invasion process, we used 184
occurrence in Southeast Asia to perform the niche modeling with the MaxEnt and
GARP algorithms with 28 WorldClim bioclimatic variables and extrapolated the result
to the globe. The extrapolation evaluation was performed by a sensitivity test with the
records of worldwide occurrence. We also compared the values of the bioclimatic
variables at the points of occurrence of the species through an analysis of main
components. Both models showed good performances, and indicate that D. suzukii
expanded its distribution in areas similar to native, with hot and cold temperate
climates, with well defined summers and winters, with summers being wet. It
expanded its distribution also to areas with a tropical climate with summer rains or
heavy rainfall throughout the year and temperate climate with precipitation
concentrated in the colder months, rather than in the warmer months or throughout
the year. We observed that the environments in the native areas (Southeast Asia) are
different from those of the introduced areas, suggesting a niche change. The species
has expanded its abiotic niche worldwide and is colonizing and surviving in areas
with different water regimes.

Key words: Drosophila of the spotted wing, fruticultura, change of niche, agricultural
pest.
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1. Introducéo Geral

Muitas definicbes do termo nicho ecolégico foram propostas, sendo uma das
primeiras a de Grinnel em 1917, o qual relaciona o nicho com o habitat e as
condicdbes ambientais necessérias para que os individuos ocorram em um
determinado local. Posteriormente, Elton (1927) define nicho como sendo a funcao
ou a posicdo ecoldgica de um organismo ou populacdo na comunidade. O conceito
moderno e mais conhecido de nicho foi elaborado por Hutchinson em 1957, onde é
descrito como um hipervolume n-dimensional de condi¢cdes ambientais necessérias
para a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo das espécies.

O nicho ecolégico das espécies ndo tem apenas importancia nos processos
ecoldgicos, mas também nos processos evolutivos (WIENS et al., 2010). As
espécies originadas a partir de um ancestral comum tendem a ter informacdes
genéticas compartilhadas. Portanto, é esperado que espécies filogeneticamente
préximas sejam similares em termos de seus atributos, sejam eles morfoldgicos,
fisiolégicos ou comportamentais (HARVEY; PAGEL, 1991). Uma vez que as
espécies em questdo estao evoluindo a partir de uma mesma espécie ancestral, é
esperado a tendéncia em manter as caracteristicas do seu nicho ao longo do tempo
evolutivo, ou seja, o conservadorismo filogenético do nicho (CFN) (WIENS;
GRAHAM, 2005). Segundo Wiens e Graham (2005), isto pode ser causado pelos
fatores de selecdo estabilizadora, fluxo génico, falta de variacdo genética e
restricdes genéticas que impedem as populacbes de se adaptarem a nichos
diferentes. Esses fatores estdo envolvidos no processo que leva ao padrao de CFN,
onde espécies aparentadas tendem a ter nichos similares, porém, somente o sinal
filogenético nao é suficiente para testarmos a hipotese de conservadorismo de nicho
(WIENS; GRAHAM, 2005; PYRON et al.,, 2015). Atualmente, existem diferentes
formas de testar hipéteses sobre conservacgéo filogenética de nicho. Mukenmuller et

7

al. (2015) sugere que, para testar hipoteses acerca da existéncia de CFN, é
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necessario usar uma abordagem baseada em modelos de macroevolu¢cao. Um dos
modelos de evolu¢do neutra mais simples é o movimento Browniano (Felsenstein,
1985), que tem sido utilizado para modelar a evolucdo por um processo aleatorio de
deriva genética. Nesse modelo a variancia em uma dada caracteristica se acumula a
uma taxa constante ao longo do tempo e néo é direcional. No modelo Ornstein-
Uhlenbeck (Felsenstein,1988), mudancas evolutivas produzidas pela deriva séo
contrabalanceadas por uma forca de restricdo da selecdo estabilizadora, uma das
propriedades importantes do processo) € que existe uma tendéncia a reduzir a
importancia dos eventos passados de variacdo do carater, reduzindo assim o nivel
de “ inércia filogenética” (FELSENSTEIN, 1988; DINIZ-FiLHO; VIEIRA,1998).

De modo geral, o conceito de nicho tem implicacdes praticas para o
entendimento da distribuicdo geografica das espécies, que é influenciada por
diversos fatores, como a capacidade de dispersédo, interacfes biologicas e
condigbes ambientais (GRINNELL, 1917; HOLT, 1996; WIENS; DONOGHUE, 2004,
FUTUYMA, 2009; GOUVEIA et al., 2014). Dentre os fatores, o clima é considerado
determinante, sendo capaz de explicar grande parte dos padrdes espaciais de
distribuicdo das espécies (ELTON, 2007; DINIZ-FILHO et al., 2009).

Uma abordagem que pode ser aplicada ao estudo da evolugdo ou
conservacao do nicho em uma dada espécie é a utilizacdo de modelos de estimativa
do nicho ecoldgico e sua projecdo no espaco, que vem sendo utilizada para obter
mapas de adequabilidade ambiental a partir de um modelo que descreve o nicho das
espécies. Essas técnicas e métodos estatisticos permitem, através de associacdes
entre varidveis ambientais e distribuicdes conhecidas das espécies (como pontos de
registro de ocorréncia), definir as condi¢cbes abibticas dentro das quais as
populacdes teriam maior probabilidade de serem mantidas (MARTINEZ-MEYER,
2002; PEARSON, et al., 2006). Como resultado, esses modelos sugerem as
probabilidades de ocorréncia das espécies em localidades sem registros e estimam
areas favoraveis para a sobrevivéncia das mesmas (SEGURADO; ARAUJO, 2004).
No entanto, é importante enfatizar que os mapas de distribuicdo geografica obtidos
pelos modelos ndo refletem os efeitos da dispersdo e interacdes bidticas
(SOBERON, 2010), ou seja, ndo lidam com a distribuicdo real da espécie e, sim,
predizem sua distribuicdo potencial (LIMA-RIBEIRO; DINIZ-FILHO, 2012).

Alguns estudos envolveram a aplicabilidade de modelos de nicho ecoldgico

em diferentes areas, como na saude, em estudos epidemiolégicos (REED et al.,
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2008; PETERSON; BAUER; MILLS, 2004; PETERSON et al., 2006; MOFFETT,;
SHACKELFORD; SAHOTRA, 2007); em areas de conservacao, para avaliar a
eficacia das atuais areas protegidas de protecdo da biodiversidade em cenarios de
futuras condicbes climaticas (HANNAH et al., 2007); predicdes de invasbes de
espécies (PANETTA; DOBB,1987; HOFFMANN, 2001; SOBERON ; GOLUBOV;
SARUKHAN, 2001; PETERSON; PAPES; KLUZA, 2003; MATA et al., 2010); e nicho
climatico das espécies (PEARMAN et al., 2008). Em Drosophilidae, algumas
espécies apresentam potencial invasivo como D. melanogaster (DAVID; CAPY,
1988), D. subobscura (AYALA et al.,1989; HUEY et al.,, 2000), D. simulans
(HAMBLIN; VEUILLE, 1999), D. malerkotliana (VOGL et al., 2003) e D. ananassae
(VAL; SENE, 1980).

Mais recentemente, D. suzukii tem se mostrado com alto potencial invasivo.
Seus primeiros relatos haviam sidos descritos por Matsumura (1931) e por Kansava
(1916) em algumas variedades de frutos, tais como cerejas. Acredita-se que tenha
sua origem no Sudeste da Asia e que tenha sido introduzida no Jap&o na virada do
século passado. Fora da area endémica, temos seu primeiro registro em 1980, em
Oahu, Hawaii, e posteriormente em outras ilhas havaianas (KANESHIRO, 1983,
HAUSER, 2011; CINlI et al., 2012).

Em 2008, tivemos sua primeira invasdo na Europa e América do Norte
(CALABRIA et al.,, 2012; HAUSER, 2011; WALSH et al., 2011) e em 2013 na
América do Sul (DEPRA et al., 2014). Atualmente, D. suzukii tem sido encontrada
em diferentes continentes, em uma série de culturas de frutas, o que a torna uma
potencial ameaca econdémica.

Alguns trabalhos propdem que o processo de dispersdo de espécies de
Drosophilidae esta diretamente relacionado com acfes antropicas (GALEGO;
CARARETO, 2007, 2010; TIDON; LEITE; LEAO, 2002; YASSIN et al., 2008). Nos
altimos cem anos, as atividades humanas e o processo crescente da globalizacéo
proporcionaram um aumento no comércio mundial, fatores estes que contribuiram
para a insercdo de insetos e disseminacdo de espécies invasoras para outras
localidades ou regibes geograficas (TIDON; LEITE; LEAO, 2002). O ndmero de
espécies transportadas pela acdo humana, mesmo involuntariamente, € enorme,
porém apenas uma fracdo delas é capaz de explorar um novo territorio (SILVA et al.,
2005 a,b). As espécies de Drosophilidae usam uma grande variedade de recursos

troficos, sendo que Drosophila normalmente tem preferéncia por frutos e outros
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materiais vegetais em decomposi¢cdo. Embora a maioria das espécies nao seja
praga fruticola, D. suzukii apresenta duas caracteristicas Unicas que a diferenciam
das outras espécies da familia e que a tornam uma praga. Primeiramente,
destacamos sua preferéncia por frutos sadios e os danos causados em dois estagios
de seu desenvolvimento: adulto e larval. As fémeas adultas apresentam um
proeminente ovipositor serrilhado que perfura a pele fina de alguns frutos, permitindo
a oviposicao no interior de frutos intactos. Apds o término de incubacdo dos ovos
ocorre 0 segundo dano, com a eclosdo das larvas, que se desenvolvem e se
alimentam da polpa (HAUSER, 2011; KANZAWA, 1939; MITSUI et al., 2006).

Ao contrério de outros drosofilideos, D. suzukii ocasiona danos econdmicos
expressivos em diversas espécies frutiferas cultivadas, especialmente em pequenos
frutos (GOODHUE et al., 2011). No que diz respeito as plantas hospedeiras, se trata
de uma praga polifaga, e ataca grande diversidade de frutos (LEE et al., 2015),
caracteristica que pode auxiliar a justificar sua facilidade em expandir sua
distribuicdo geogréfica e se estabelecer em diferentes locais. Existem registros de
danos significativos em ameixeira (Prunus sp.), amoreira (Rubus sp.), cerejeira
(Prunus sp.), framboeseira (Rubus idaeus), mirtileiro (Vaccinium myrtillus),
morangueiro (Fragaria sp.) e videira (Vitis sp.) (LORIATTI; STACCONI; ANFORA,
2015; LEE et al., 2015; YU; ZALOM; HAMBY, 2013). Em 2008, na Califérnia, Oregon
e Washington, foram registrados danos significativos em frutos de framboeseiras,
amoreiras e cerejeiras, com prejuizos estimados em 500 milhdes de dolares,
causando preocupacfes econdmicas devido a exportacdo (BOLDA; GOODHUE;
ZALOM, 2010; WALSH et al., 2011). Drosophila suzukii tem preferéncia por frutos
pequenos, quando comparados a péssego e ameixa, sendo seus niveis de
infestacdo de 73, 20 e 7%, respectivamente (LEE et al., 2011, POYET et al., 2014).

Nos dultimos anos, D. suzukii vem apresentando uma ampla dispersao
geografica em regides com condicbes climaticas variadas. Este potencial de
dispersdo ocorre devido a grande capacidade de adaptacdo térmica (PAULA;
LOPES; TIDON, 2014). Os drosofilideos, de uma forma geral, ttm uma ampla
distribuicdo geografica mundial e podem viver em condi¢des climéticas bastante
variadas (DAVID; TSACAS,1981). Esta capacidade das espécies em sobreviver a
condicdes climaticas variadas pode ser justificada pela existéncia da plasticidade
fenotipica, um fenbmeno comum nestes organismos e que pode ser definido como a

capacidade dos genotipos individuais produzirem diferentes fendtipos quando
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expostos a diferentes condigbes ambientais (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING,
2006). Isso inclui modificar as trajetérias de desenvolvimento em resposta a
estimulos ambientais especificos, a capacidade de alterar o fendtipo, atividade ou
mesmo seu metabolismo em resposta a variagcbes nas condicbes ambientais
(GARLAND:; KELLY, 20086).

A maneira particular como o geno6tipo de um individuo varia de um ambiente
para outro pode ser descrito como uma norma de reacdo (WOLTERECK,1909).
Nesse sentido, a plasticidade adaptativa satisfaz um passo crucial ha adaptacao a
novos ambientes. Entre os processos de adaptacdo temos a assimilagdo genética
um processo pelo qual a variagdo fenotipica induzida pelo ambiente se torna
constitutivamente produzida, ou seja, ndo requer mais o sinal ambiental para sua
expressao (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006). Estudos realizados por
Shearer et al. (2016), envolvendo o processo gradual de aclimatizagdo em
condi¢cdes experimentais, mostrou que a espécie apresenta plasticidade fenotipica,
apresentando uma pigmentacéo escura e aumento do tamanho corporal (morfologia
de inverno) quando submetidas a temperatura abaixo de 10°C, ou seja, O
desenvolvimento de D. suzukii esta intimamente ligado as condicfes ambientais,
principalmente temperatura. Essas variacfes fenotipicas observadas na espécie
podem estar ocorrendo devido a uma selecdo direcional de modo a se tornar
frequente na populacao, independente da presenca de um estimulo ambiental.

Além disso, D. suzukii encontra-se atualmente distribuida em uma ampla faixa
de temperaturas e exibe um processo gradual de aclimatagdo, mostra-se tolerante a
alteracdes climaticas. De acordo com Jakobs et al. (2015), temperaturas abaixo de
0°C diminuem atividade reprodutiva e sobrevivéncia da espécie. Conforme relatado
por Kimura (2004), ha sobrevivéncia da espécie em uma temperatura entre -5°C e
5°C, porém os individuos recém-emergidos nao amadurecem sexualmente e entram
em diapausa reprodutiva do desenvolvimento ovariano, desencadeada por
fotoperiodo ou temperatura. Essa resposta de plasticidade adaptativa permite ao
organismo temporariamente cessar a reproducao a fim de conservar 0s recursos e
voltam novamente a reproducdo quando surgem condi¢des favoraveis (KANSAWA,
1939; KIMURA, 2004; ZHAI et al.,, 2016), podendo prolongar sua sobrevivéncia
guando submetidos a temperaturas extremas (DALTON et al., 2011). Por exemplo,
suportando verdes intensos, como os da Espanha, e invernos extremos, como 0s

nas regides montanhosas no Japéo e regides dos Alpes (ANFORA et al., 2012).


http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/365/1540/547#ref-54
http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/365/1540/547#ref-54
http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/365/1540/547#ref-19
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De acordo com Tonina et al. (2016), a espécie sobrevive em regibes com
temperaturas meédias diarias inferiores a 11° C, isso demonstra a sua capacidade de
adaptacdo as condicOes de frio e sua tolerdncia a ampla gama de temperaturas
tipicas das montanhas.

No entanto, apesar da plasticidade fenotipica poder aumentar a sobrevivéncia
do organismo sob condi¢Bes especificas, ndo existe um consenso geral sobre se a
plasticidade pode conduzir a evolucdo de novas caracteristicas e promover a
diversidade taxondémica ou se tem mais frequentemente o efeito de acelerar ou
retardar mudancas evolutivas (PRICE et al., 2003). Diante desse contexto, o objetivo
deste estudo foi modelar a distribuicdo potencial da espécie invasora D. suzukii
mundialmente. Além disso, testar se ocorreu evolugdo de nicho em D. suzukii, onde
a espécie expandiu para regides climaticamente semelhantes a sua area nativa ou
se os limites espaciais foram expandidos para além das &reas preditas como
similares ao do seu nicho original, durante seu processo invasivo. Os resultados
estdo organizados em dois artigos: 1. Global potential distribuition of Drosophila
suzukii (Diptera, Drosophilidae); 2. Mudanca de nicho ecolégico de Drosophila
suzukii (Diptera: Drosophilidae) e possivel associagcdo com sua expansdo mundial
de distribuicao.

Espera-se que o conhecimento da distribuicdo atual de D. suzukii, e suas
necessidades climaticas, analisadas pelas proje¢cdes dos modelos da distribuicédo
potencial e de nicho ecoldgico de D. suzukii, possam ser utlizadas para o
monitoramento da distribuicdo e dindmica populacional desta espécie, essas
analises podem constituir um importante instrumento para a gestao de estratégias e
elaboracdo de futuros planos de manejo, onde os pesquisadores possam utilizar
dessa ferramenta para identificar areas de potencial estabelecimento da espécie e
auxiliar nas medidas que visam a reducao dos riscos, por exemplo, regulamentacdes
fitossanitarias adequadas e estabelecimento de redes de vigilancia de pragas, sendo
uma forma de precaver produtores de fruticolas, principalmente devido aos prejuizos

econdmicos ja gerados por D. suzukii em alguns paises.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2817147/#RSTB20090267C55

ARTIGO 1- Global potential distribuition of Drosophila suzukii (Diptera,
Drosophilidae)

Artigo aceito na Revista Plos One
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Abstract

Drosophila suzukii (Matsumura) is a species native to Western Asia that is able to
pierce intact fruit during egglaying, causing it to be considered a fruit crop pest in
many countries. Drosophila suzukii have a rapid expansion worldwide; occurrences
were recorded in North America and Europe in 2008, and South America in 2013.
Due to this rapid expansion, we modeled the potential distribution of this species
using the Maximum Entropy Modeling (MaxEnt) algorithm and the Genetic Algorithm
for Ruleset Production (GARP) using 407 sites with known occurrences worldwide
and 11 predictor variables. After 1000 replicates, the value of the average area under
the curve (AUC) of the model predictions with 1000 replicates was 0.97 for MaxEnt
and 0.87 for GARP, indicating that both models had optimal performances. The
environmental variables that most influenced the prediction of the MaxEnt model
were the annual mean temperature, the maximum temperature of the warmest
month, the mean temperature of the coldest quarter and the annual precipitation. The
models indicated high environmental suitability, mainly in temperate and subtropical
areas in the continents of Asia, Europe and North and South America, where the
species has already been recorded. The potential for further invasions of the African
and Australian continents is predicted due to the environmental suitability of these

areas for this species.

Key words: Invasive species; quarantine pest; fruit farming; niche modeling.
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Introduction

Drosophilidae (Diptera) consists of approximately 4,200 species, but few are
considered pests because they preferentially breed in decaying plant material.
Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae), the spotted wing drosophila
(SWD), is a species characterized as a fruit pest due to its unique ability to pierce
soft-skinned fruits during egglaying, a polyphagous habit and a preference for fresh
fruits [1]. The first recorded occurrence outside Asia was in 1980, in Oahu, Hawaii
(USA). Drosophila suzukii was subsequently found on other Hawaiian Islands [2].

Since then, the geographical distribution of D. suzukii has expanded rapidly.

In 2008, D. suzukii reached the North American continent, where it was
reported in California, USA [3]. Its distribution in USA has since grown considerably,
reaching the Pacific Division and the states of Idaho, Montana and Utah in the
Mountain Division of West Region, and the states of Northeast and the South
Regions, except Oklahoma and Texas [4]. In Canada, D. suzukii has been recorded
in the provinces of British Columbia, Alberta, Manitoba, Ontario, Quebec, New
Brunswick, Nova Scotia, Prince Edward Island and Newfoundland [5]. In 2011, the
North American Plant Protection Organization (NAPPO) recorded this species in

Mexico [6].

In Europe, D. suzukii was also detected in Spain and Italy in 2008; and soon
thereafter, it was reported in France, Austria, Germany, Belgium, Croatia, Slovenia,
Ireland, the United Kingdom and Switzerland. In 2012, the species was recorded in
the westernmost part of the Iberian Peninsula and in Portugal. The European Plant
Protection Organization (EPPO) has estimated that this species is now present in all

European countries [7].
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The first record of this species in South America occurred in 2013, in the
South of Brazil [8]. In 2014, D. suzukii was recorded in the southeastern and central
regions of the country [9,10], approximately 1700 km from its first recorded location in

the country.

In view of the broad and rapidly expanding distribution of D. suzukii on most
continents, this study aimed to determine its potential world wide geographic
distribution using distribution models derived from the existing occurrence data of the
species. The generated models will allow us to predict areas at potential risk for the

establishment of this species, based on abiotic conditions [11].

Material and Methods

Obtaining records of the occurrence of D. suzukii

Sites with known occurrence were first obtained from the TaxoDros database
v.1.04 (dated 2015/03) [12] up to September 2015. An additional literature review
was performed to find studies not available in TaxoDros, such as, the records from
the Neotropical Region. The reported occurrence sites and geographic coordinates
were checked and validated by consulting the original literature sources and entering

the geographic coordinates in Google Maps (www.google.com/maps), thereby

avoiding dubious geographic coordinates and uncertain locations. The references

used to create the database are listed in the Supporting Information (S1).

All coordinates were double-checked to ensure their accuracy in the raster of
environmental variables used in the analysis using the QGIS 2.10.1 application

(http://www.qgis.org/pt_BR/site).
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Obtaining and selecting environmental variables used in

the geographical distribution models

The environmental variables used for computer modeling were the Bioclim
variables and altitude measurements obtained from the WorldClim Global Climate

Database 1.3 (http://www.worldclim.org/) [13].

To avoid using autocorrelated climatic variables, the variables were
standardized, and then, a Principal Component Analysis (PCA) was performed with
the 19 variables [14] using the Past 2.17c application [15]. Variables associated with
the main components that had eigenvalues greater than 1 were selected. Their
associationswere checked using a Spearman correlation analyses and those where
rs>|0.75| were selected (Supporting Information — Tables S1 and S2). Finally, ten
bioclimate environmental variables were selected: annual mean temperature (Bio-1),
mean diurnal range (Bio-2), temperature seasonality (Bio-4), maximum temperature
of the warmest month (Bio-5), minimum temperature of the coldest month (Bio-6),
annual range of temperature (Bio-7), mean temperature of the coldest quarter (Bio-
11), annual precipitation (Bio-12), precipitation of the driest quarter (Bio-17) and
precipitation of the warmest quarter (Bio-18). In addition, the variable altitude (Alt)
was also included (note that Alt was not analyzed for multicollinearity but was

included because it is not a climatic variable).

To assess whether the values of the environmental variables in the sites
where D. suzukii already occurs were spatially autocorrelated, we calculated the
value of Moran’s | [16] for each of the eleven environmental variables previously

described using the package Ade4 v.1.7-4 [17] from the R 3.1.3 release

(https://cran.r-project.org/). The test significance was obtained by a Monte Carlo test
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with 1000 randomizations. No spatial autocorrelation was found for any of the

selected variables (Supporting Information — Table S3).
Algorithms used and the performance evaluation of the

models obtained

We used two algorithms: Maximum Entropy Modeling (MaxEnt) and the
Genetic Algorithm for Ruleset Production (GARP), both of which require only
occurrence data [18]. To conduct the computer modeling, we used a resolution of 5
arc minutes.The predictive performance of the generated models was evaluated by
reconstructing 1000 bootstrap replicas. In each replica, 50% of the records randomly
selected by the two algorithms were retained as test data. To evaluate each
generated model, the Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were
constructed and the Area Under the Curve (AUC) was calculated. The AUC value
ranges from O to 1, where 1 indicates a perfect ability to discriminate between the

omission of areas with records and the overlap of occupied areas.

Furthermore, the AUC also serves as a measure for evaluating the
independent models at a chosen cut-off threshold [19, 20, 21]. To development the
models, we used the software Maximum Entropy Modeling v.3.3.3k (MaxEnt)

(available at http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent/) and openModeller 1.5.0

(available at http://openmodeller.sourceforge.net/).
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Thresholds for defining areas with predicted presence of D.

suzukii

For the MaxEnt algorithm, the threshold for defining areas with the presence
or absence of D. suzukii was the average of the values of the Minimum Training
Presence (MTP) of the 1000 generated models. For the GARP algorithm, the
threshold adopted was a 70% probability of presence of the species, as suggested in

openModeller.

Results

The database included a total of 407 occurrence sites of D. suzukii (Fig. 1A).
This species is currently distributed in the Asian, European, and North and South
American continents. The models showed optimal performance; the mean AUC value
for the GARP algorithm was 0.89, while for MaxEnt it was 0.97.

The projections of the potential distribution of D. suzukii in both models under
their respective thresholds were quite similar (Figs. 1B and C), indicating high
reliability in the generated predictions. However, the GARP model was somewhat
more restrictive in predicting the potential area for establishment of D.suzukii except
in South Africa, where its prediction of the potential distribution area was larger.

In Asia, the endemic area of the species, the countries that have a predicted
wider potential distribution of D. suzukii are Japan, North and South Korea, eastern
China, Vietham, Cambodia, Laos, a narrow stretch of northern India, Pakistan,
Nepal, part of Thailand, Myanmar, Bhutan, Bangladesh, Nepal, parts of Yemen and
Oman, Tajikistan, eastern Uzbekistan, and countries near the Mediterranean such as
Turkey, Georgia, northwest Iran, Azerbaijan and the Mediterranean coasts of

Lebanon and Syria. Of these, the regions with the highest suitability in the model
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developed with the MaxEnt algorithm are the countries in East Asia, including Japan,
North and South Korea and the entire coast of China, in addition to Georgia, which
lies on the border between Europe and Asia.

Almost all of Europe was identified as an area of potential suitability of this
species, except for northern Sweden, Finland, and northwest Russia. The countries
with higher suitability in the models developed using MaxEnt and GARP were
Portugal, France, Italy, Austria, Budapest, Greece, Albania, Switzerland, southern

Germany and extreme northern Spain. Between Asia and Europe there is a north-

south range where the models did not predict the presence of the species, delimiting
a discontinuity in the potential distribution of D. suzukii.

In North America, the areas for the potential suitability of D. suzukii lie in a
wide range along most of the Atlantic coastline and in a narrow range on the Pacific
coast, widening toward the northwestern USA and southwestern Canada.

In South America, the potential areas for the distribution of D. suzukii as
predicted by the MaxEnt algorithm extend the entire length of the Atlantic coast,
which differed from the GARP algorithm. Nevertheless, the models generated by
both algorithms indicate the central region of southern Brazil, the southern half of
Paraguay, all of Uruguay and the regions to the east and south of Argentina as
potential distribution areas. On the Pacific coast, the entire coastline of Chile is
indicated as a potential distribution area of the species. The areas of greatest
environmental suitability for D. suzukii are in southern Chile, Uruguay, on the south
coast and in southern Brazil, and along small range on the northern coast of
Argentina.

To date, there are no records of D. suzukii in Africa or Oceania. However, our

models indicate that high environmental suitability for this species exists in some
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regions of Africa such as eastern and northwestern Madagascar, the southern region
and the Lakes region in eastern South Africa, southwest Namibia, a central range of
Angola, the coastal region of the Democratic Republic of the Congo, northern and
southern Gabon, the coastal and central regions of Cameroon and Nigeria, western
Ethiopia, southern South Sudan, Uganda, southern and northern Tanzania, northern
Mozambique, Zambia, central Zimbabwe, the Mediterranean coastal region and the
Atlantic Western Sahara, Morocco, northern Algeria, coastal Tunisia, Libya and
Egypt.The area of greatest environmental suitability indicated by the model
developed with the MaxEnt algorithm was the coast of Morocco.

A narrow band of Oceania was identified as suitable for the establishment of
D. suzukii in southern, northern and eastern Australia. New Zealand was also
indicated as environmentally suitable for the establishment of this species. The
regions of greater environmental suitability, indicated by the model developed with
the MaxEnt algorithm, were the North Island of New Zealand, Tasmania, and a
narrow range in the southeast and southwest of Australia. These areas may be more

susceptible to future invasions by D. suzukii.

Environmental variables determining the distribution of D.

suzukii

The environmental variables that contributed most to the construction of the
potential distribution model of D. suzukii with the MaxEnt algorithm were annual
precipitation (Bio-12) (27.1%), annual mean temperature (Bio-1) (contribution of
20.9%), maximum temperature of the warmest month (Bio-5) (9.7%) and mean
temperature of the coldest quarter (Bio-11) (9.2%). The standard curves of the
distribution model of D. suzukii (Fig. 2) indicate that the probability of occurrence of

this species decreases considerably in regions in which the mean temperature of the
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coldest quarter is below 10°C and the maximum temperature of the warmest month
above 33°C. The probability of occurrence of D. suzukii increases in areas with an
annual mean temperature between 5°C and 20°C. Regarding rainfall, the standard
curves of the model indicate that the annual precipitation also strongly influences the
distribution of the species, and it is more likely to occur in areas that experience

annual rainfall of between 500 and 2,500 mm.

Discussion

The aim of our study was to detect suitable areas of establishment of D.
suzukii using inductive distribution modeling and the abiotic variables of the sites
where the species was already recorded, assisting the studies with non-inductive
approach, carried out with modeling based on physiological information of the
species, using an inductive approach. As well discussed by Venette et al. [22], the
inductive methods require little knowledge of the biology of the species and the result
may suggest complex interactions between species and its environment. The authors
also consider that the inductive approach use a statistical methodology to generate a
forecast of niche distribution which not always have a biological support since
population processes are not considered. We consider the inductive and non-
inductive approaches as complementary and below we make some considerations
that explain why we adopted the inductive modelling methodology.

An advantage of this approach was that the environmental conditions
considered suitable for the species were estimated from the environmental
parameters of the locations where the species has already been recorded rather than
from the responses in simulated conditions in a laboratory, where the environmental
variables tend to be constant throughout the assays. In addition, laboratory assays

are usually conducted with one or only a few different fly strains, which can reduce
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the range of responses from the different populations. However, this advantage may
not hold when recorded occurrences are ephemeral, such as the response to a very
specific temporal condition, or stochastic, or when no population is established at a
recorded site. An example for Drosophila was of the invasive species D.
malerkotliana Parshad and Paika, which was once recorded in Porto Alegre, South
Brazil [23]; however, since then, no other record of the species has been made in this
location. Because the geo-referencing of some records may not be reliable, the
MaxEnt and GARP algorithms excluded 5% of the sites with outlying environmental
conditions from the train dataset to increase the mode Iconfidence [24].

The use of abiotic variables to generate the distribution modeling was
supported by the influence of these factors on the population sizes of some
Drosophilidae species [25, 26]. Biological variables such as host plants and
competing or predator species, despite their importance for species establishment,
need further study for D. suzukii world wide. Furthermore, regarding the use of the
plant hosts, D. suzukii has been shown to be polyphagous and is not restricted to
thin-skinned fruit [27, 28], which hinders the use of host plants as a variable for
modeling.

Recently, based on life-cycle stages of D. suzukii [29], Benito et al. [30] used
temperatures responses established from physiological assays to create a model of
distribution with Climex. Their results showed a potential distribution pattern in Brazil
that was quite similar to our predictions but became more restricted when cold and
heat stress temperatures where used as thresholds (stress temperatures were
obtained in laboratory assays suggesting the upper and lower limits to the
populations survival [29]). For example, their model excluded the northeast Atlantic

coast, where the species has not yet been recorded. When we compared our
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MaxEnt/GARP global modeling with the global modeling of Benito et al. [30], we
observed that their predictions were more restrictive and did not include some areas
where the species is already established, such as India and the Pacific coast of the
USA. Therefore, the distribution models generated with temperature thresholds
based on developmental stages did not agree with the actual distribution of the
species. In turn, Gutierrez et al. [31] has generated models of suitability for D. suzukii
in USA, Mexico, Europe and northern Africa, using physiological data obtained from
different studies and the Physiologically-Based Demographic Model (PBDM) method.
The authors has suggested the establishment of the species, where the most
suitable areas in the eastern EUA were the southeast of the country and the coast of
the Gulf of Mexico; in Mexico, the south, the coast of the Gulf of Mexico and of the
Pacific coast of the country; In Europa and north Africa were the Mediterranean coast
of Europe and the Atlantic coast of Portugal, Spain, France and the Mediterranean
coast of Africa. Our models, especially MaxEnt, have suggested that the distribution
of the species covers the eastern EUA, as suggested by Gutierrez et al. [31].
However, the most suitable area, according our models, has been the northeast
(Michigan, Indiana, Ohio, Pensilvania, Delaware, New York, Rhode Island, Maine,
West Virginia and Virginia) and the northwest of the country (California, Oregon and
Washington). As well, our models have not indicated high suitable area at Mexico,
but Gutierrez et al. [31] did. At Europe and northern of Africa, our models had greater
similarities to that generated by Gutierrez et al. [31], however we have suggested
higher suitability in Portugal, southern France, center and northern lItaly, besides the
coast of Adriatic Sea. The western and eastern coast of the Black Sea have had
suitable area in both of our models and from Gutierrez et al. [31]. Although our

models have shown that temperate and subtropical regions have potential areas of
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distribution of the species, the temperate region was more suitable, differing from
what proposed by Gutierrez et al. [31] which highlighted the subtropical region as the
most suitable for the species.

Some physiological parameters of the D. suzukii have been used to predict
their distribution by considering not only high environmental suitability but also to
establish conditions for managing the species [32]. In this sense, the MaxEnt
algorithm can be used to suggest important environmental variables to D. suzukii. In
our analysis, the annual precipitation variable had the most influence on the model.
Variables associated with hydric stress were not considered in studies of Benites et
al. [30], Wiman et al. [32] and Asplen et al. [33], but Tochen et al. [34] verified that in
occasions with low relative humidity the sampling of D. suzukii decrease and
Gutierrez et al. [31] observed that low relative humidity may be limiting in arid
regions. The studies that included physiological traits properly approach the effects of
temperature, corroborating the variables that the MaxEnt algorithm indicated as
having a high influence in the distribution of D. suzukii: the annual mean temperature,
maximum temperature of the warmest month and mean temperature of the coldest
quarter. The maximum temperature of the warmest month (values above
approximately 33°C) in the areas with higher environmental suitability estimated by
the MaxEnt model is similar to the temperature observed as the heat stress threshold
for D. suzukii as reported by Asplen et al. [33] (which varied from 29 to 33°C,
depending on the biological parameters considered). However, our estimates of the
mean temperature of the coldest quarter (lower values of approximately -10°C) are
inferior to the temperatures reported by the same authors (which varied from 10 to -

2°C). This wide difference can be justified by the ability of the species to enter
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diapause [35] in regions with temperatures below the reported cold stress
temperatures.

Under these circumstances, the potential distribution of D. suzukii predicted by
both generated models mainly comprises regions of subtropical or warm temperate
climates with high rainfall throughout the whole year or during part of the year. These
regions are identified as having a Cf (temperate mesothermal climates without dry
seasons) or Df (cold continental climates without dry seasons) climates in the
Kdppen-Geiger classification - particularly Dfa (hot-summer humid continental
climate) and/or Dfb (warm-summer humid continental climate). On the Asian
continent, the models indicate that regions with humid subtropical climates have a
greater probability of D. suzukii occurrence. These areas are characterized by dry
and cold winters alternating with wet summers, where the mean monthly maximum
temperature is 20°C and the mean monthly minimum temperature is 0°C [36]. On the
Indian subcontinent, the models indicate areas of environmental suitability in regions
with a humid subtropical climate in northern India: mountainous areas with extremely
humid conditions due to heavy rains [37]. There are also areas predicted for the
species in northeast Pakistan, despite the fact that seasons there alternate between

periods of drought and heavy rains [38].

Currently, D. suzukii is widely distributed on the European continent [7], which
has a temperated prevailing climate with well-defined seasons. The areas of greatest
environmental suitability are in the west and south, which are dominated by a
temperate Mediterranean climate, with hot, dry summers and wet, unstable winters.

Our models support the hypothesis that D. suzukii is distributed across the continent

[71
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Drosophila suzukii has a high thermal tolerance and a high potential for
colonizing different habitats; it is able to withstand both hot summers in Spain and
cold areas, such as mountainous regions in Japan and the Alps [7]. Its occurrence
was confirmed in mountainous regions by Tonina et al. [39], and its survival in
regions with mean daily temperatures below 11°C shows both its adaptive capacity to
cold conditions and its tolerance of wide temperature range typical of mountains.

In North America, again, the areas with greater potential D. suzukii distribution
are classified as having Cf and Df climates. These areas extend across down the
entire Atlantic coast and along a narrow range in western Canada. Areas that are
inadequate or only marginally suitable for the species are those with a semi-arid
climate (BSh and BSk, respectively hot semi-arid climate and cold semi-arid climate),
where humidity and rainfall are low.

The developed distribution models indicate areas with high environmental
suitability in western Mexico, where the presence of D. suzukii was recently
confirmed by Lasa and Tadeo [40]. These areas have a humid climate, with average
annual temperatures of 20°C, warm winters and rainfall evenly distributed throughout
the year.

In recent years, the presence of D. suzukii in South America has become
more constant, primarily due to the climatic conditions of Brazil, where a humid
subtropical climate predominates, with humid summers, cold winters and abundant
rainfall distributed throughout the year [41].The equatorial and tropical areas of South
America do not seem to sustain populations of D. suzukii. Nonetheless, the models
indicate potential distribution areas across the eastern extension of the Atlantic coast,
including in some northeastern regions of Brazil, despite the semi-arid climate. Some

states, such as Rio Grande do Norte, have average annual temperatures above
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26.5°C and receive less than 600 mm rainfall annually.In other words, hot, dry
regions with scarce rainfall are less suitable for the establishment of the species [41].
As noted by the models, potential distribution areas for D.suzukii extend from central
to southern Brazil, confirming the results found by Paula et al. [10] in the Cerrado
region of Brazil, and by Bitner-Mathé et al. [9] and Geisler et al. [27] in southern
Brazil, where the average temperature varies between 14.8°C and 23.0°C. We also
found greater environmental suitability in the models in regions with areas of
subtropical Atlantic forest, as was recorded by Depra et al. [8] for the states of Santa
Catarina and Rio Grande do Sul in southern Brazil.

Moreover, there were areas of potential distribution and higher environmental
suitability for D. suzukii in eastern and southern Argentina, in accordance with the
record of the species in Argentina by Sandatino et al. [42]. We also found areas
suitable for the species throughout Uruguay, which is dominated by a subtropical
climate with well-defined seasons and an extremely wide annual temperature range:
from negative values in the winter to 40°C in the summer. Drosophila suzukii was
already been record in southern Uruguay, in the region of Montevideo by Gonzalez et
al. [43]. In addition, our models predict potential distribution areas in the southern half
of Paraguay and on the Pacific coast, along the coastline of Chile. The most suitable
areas for the species are in southern Chile, where Vilela and Mori [44] suggested its
presence, which was confirmed by Medina-Mufioz et al. [45].

The models also show some areas of environmental suitability for D. suzukii in
Costa Rica and Ecuador, supporting Hauser [3], who reports the record of the
species before 2000 through some personal communications to him. However, to

date, there are no voucher specimens of the species collected in these countries.
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In general, D. suzukii occupies areas with a wide temperature range and
exhibits a gradual process of acclimation, which is an important adaptive
characteristic [46]. According to Calabria et al. [47], the optimum temperature for D.
suzukii development is between 20°C and 25°C, and temperatures above 30°C
cause a reduction in longevity. Kimura [48] reported that temperatures between
32.2°C and 32.7°C have a negative effect on adults of D. suzukii and were lethal to
50% of the individuals studied. However, Tochen et al. [29] found that the optimal
developmental temperature for the species was 28.1°C.

The adults of D. suzukii tolerate low temperatures. Our MaxEnt algorithm
model suggests that it do not establish in areas with average annual temperatures is
below 0°C and with mean temperature of coldest quarter below -10°C, in agreement
to some physiological studies. According to Jakobs et al. [49], temperatures below
0°C decrease their reproductive activity and their survivability diminishes. Kimura [48]
report that D. suzukii could survive at temperature above -5°C. In contrast, Dalton et
al. [46] verified that D. suzukii is unlikely to survive at temperatures below 10°C. The
different responses in experimental procedures may be related with thes train of D.
suzukii studied, how the strain are reared in laboratory or even when or from where
the strain were caught. For D. suzukii, two morphologies associated with summer
and winter seasonshave been studied, which responds differently to temperature.
Shearer et al. [50] found differential expression of genes related with cellular
metabolism, synthesis of protein and translation, cell cycle and DNA replication, and
chitin and cuticular synthesis when comparing both morphologies. Such differential
expression may even be responsible to trigger diapause in the winter morphology.

Despite the genetic effect in the response to low temperatures, particularly about the
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overwinter, it was also suggested the importance of species behavior, suitable refuge

sites and suitable food sources for population survival [51].

Potential areas for invasion by D. suzukii

Both distribution models indicate areas with high environmental suitability for
the occurrence of D. suzukii in the continents of Oceania and Africa, even though no
records of the occurrence of the species exist. Models indicate that the
environmental conditions in these areas are conducive to the establishment of the
species in the event of a future invasion.

Our models suggest that the central region of Australia, due to the hot desert
climate and the high rate of evaporation, is not suitable for the establishment of D.
suzukii. However, areas with a subtropical climate with mild, wet summers are
favorable for its establishment [36]. In addition, the North Island of New Zealand and
Tasmania show high environmental suitability. Given their temperate maritime
climates with cool, wet summers and rainfall distributed throughout the year, their
provide favorable conditions for the establishment of D. suzukii in these locations.
These regions may suffer economic damage from an invasion because they produce
grapes, blueberries, blackberries, strawberries, gooseberries (Ribes sp.), figs and
other soft-skinned fruits, which have been found to host D. suzukii in other countries
[7, 52, 53, 54].

In Africa, our models indicate the areas with potential distribution are in
western and eastern regions of South Africa and along a narrow range in the
northern region of Africa. The area of highest environmental suitability occurs near
the coast of Morocco, which has a temperate Mediterranean climate, with hot dry

summers and wet and unstable winters [36]. In the southeastern region of Africa, our
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models indicate small areas of suitability in Mozambique and Madagascar, which

have a tropical climate with high temperatures and rainfall [36].

Conclusions

The models obtained in this study indicate potential areas that could be at risk
of invasion by D. suzukii but that could also support national and international plans
for pest management, thus avoiding the significant economic damage to fruit
production for these continents, countries or states if establishment of this pest were
to occur. There was a strong association between the areas of greatest
environmental suitability as determined by the projections of the generated
distribution models and areas with subtropical climates, because areas with mild
temperatures and rainfall throughout the year are favorable to the establishment of D.

suzukii.
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Figures legends

Fig. 1. Potential distribution of D. suzukii. (A) Known existing sites of occurrence
of D. suzukii used to generate the predictive models. (B) Predictive model of the
geographic distribution of D. suzukii generated by the GARP algorithm. (C) Predictive
model of the geographic distribution of D. suzukii generated by the MaxEnt algorithm.

The legend indicates low (0) and high (1) environmental suitability for D. suzukii.

Fig. 2. Average response curves of the main predictor variables of the
distribution model of D. suzukii generated by the MaxEnt algorithm. (A) Annual
precipitation (Bio-12), (B) annual mean temperature (Bio-1), (C) maximum
temperature of the warmest month (Bio-5), and (D) mean temperature of the coldest
quarter (Bio-11) used to estimate the probability of occurrence of D. suzukii. The red
lines show the average of probability values from 1000 iterations using randomized

input, and the blue lines show the standard deviations.
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Fig. 1. Potential distribution of D. suzukii. (A) known existing sites of occurrence
of D. suzukii used to generate the predictive models. (B) Predictive model of the
geographic distribuition of D. suzukii generated by the MaxEnt algorithm. The legend

indicates low (0) and high (1) envirtonmental suitability for D. suzukii
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Fig 2. Average response curves of the main predictor variables of the
distribution model of D. suzukii generated by the MaxEnt algorithm. (A) Annual
Precipitation (Bio-12), (B) Annual Mean Temperature (Bio-1), (C) Maximum
Temperature of the Warmest Month (Bio-5) and (D) Mean Temperature of the
Coldest Quarter (Bio-11) to estimate the probability of the occurrence of D. suzukii.
The red lines show the average of probability values in the 1000 randomizations, and

the blue lines show the standard deviations.
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Table S1. Results of the Principal Components Analysis conducted to

variables selection to inserction in the modeling.

@m\lmmhwmn—\g

e
N R O

=
AW

O R S N
O © 00 ~N O O

Eigenvalue
7.39347
4.23647
2.78189
2.47103
1.29756

0.671027
0.441571
0.236838
0.187169
0.102315
0.085682
0.0426848

0.021152
0.0139117

0.00821199
0.00448122
0.00346494
0.000903073
0.000166071
9.06E-20

% variance
36.967
21.182
13.909
12.355
6.4878
3.3551
2.2079
1.1842

0.93585
0.51158
0.42841
0.21342

0.10576
0.069559

0.04106
0.022406
0.017325

0.0045154
0.00083036
4.53E-19
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Table S2.Correlation between the Principal Components obtained and the environmental variables values used to select the

layers to modeling.

Variaveis Axis 1 AXis 2 AXis 3 AXis 4 AXis 5 AXis 6 AXis 7 AXis 8 Axis 9 Axis 10
Bio2 2.02E-05 -0.3323 -0.2662 0.1263 0.8529 0.2022 -0.157 -0.00963 0.05398 -0.04496
Bio6 0.911 -0.231 0.2884 0.06054 -0.1344 0.04922 0.01127 0.007279 -0.066 -0.01063
Bio4 -0.8049 0.4342 -0.2225 0.2889 0.07336 -0.1104 0.07283 0.04555 0.03288 0.02958
Biol 0.9231 0.001622 0.1944 0.3072 -0.0026 0.07484 0.02296 -0.0081 -0.0524 0.05232
Bio3 0.7101 -0.5046 0.1377  -0.2363 0.2349 0.1628  -0.2488 -0.00696 0.06713 0.03422

Altitude 0.2431 0.1191 -0.2174  -0.7327 0.1686 0.3398 0.3901 0.2083 -0.03877 0.03563
Bio5 0.4696 0.2185 0.04465 0.7695 0.3112 0.01084 0.1345 0.07113 -0.1013 -0.03548
Biol0 0.5439 0.3733 0.1053 0.7258 0.04313 -0.01634 0.08966 0.02939 -0.04499 0.08666
Bioll 0.9405 -0.1998 0.2381 0.07761 -0.04719 0.08042 -0.01761 -0.01727 -0.04473 0.01411
Biol2 0.1888 0.7685 0.5059 -0.26 0.1341 -0.03909 -0.0076 -0.05854 -0.02814 -0.059
Biol3 0.5517 0.7029 -0.05666  -0.3179 0.186 -0.1546 -0.00261 -0.08432 -0.06772 -0.08019
Biol4 -0.5765 0.2128 0.7448 0.07917 0.0585 0.187 -0.02475 -0.01339 0.04774 0.06349
Biol5 0.7293 0.1828 -0.5179  -0.1488 0.08729 -0.2623  -0.1097 0.1084 0.03742 0.168
Biol6 0.5455 0.7168 0.02076 -0.342 0.1864 -0.1499 -0.0156 -0.06723 -0.04746 -0.06227
Biol7 -0.5181 0.2439 0.7785 0.01714 0.09759 0.1859 0.0226 -0.00648 0.01191 0.04123
Biol8 0.1991 0.9206 -0.0058 -0.1423 0.01139 0.1009 -0.05032 -0.1067 0.1637 0.1315
Biol9 -0.262 -0.186 0.7325  -0.2387 0.221 -0.4001 -0.1035 0.2757 -0.02349 0.01759
Bio8 0.4963 0.6264 -0.09245 0.2694  -0.3176 0.1859 -0.1632 0.2517 0.1893 -0.1343
Bio9 0.6077 -0.5011 0.2893 0.07459 0.1368 -0.2602 0.3385 -0.08056 0.2837 -0.04197
Bio7 -0.7781 0.3552 -0.295 0.2938 0.2929 -0.04885 0.05058 0.02531 0.02489 -0.00496
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Table S2. (continuation).Correlation between the Principal Components obtained and the environmental variables values

Variaveis

Bio 2
Bio6
Bio4
Biol
Bio3
Altitude
Bio5
Biol10
Bioll
Biol2
Biol3
Biol4
Biol5
Bio 16
Biol7
Bio1l8
Biol9
Bio8
Bio9
Bio7

Axis 11
-0.02741
-0.02303

0.007401

-0.00101
0.02506
-0.00728
-0.02082
-0.0026
-0.01056
-0.09394
0.1283
0.1007
0.1005
0.02102
0.1078
-0.1363
-0.07246
0.02971
0.02392
0.01548

Axis 12
-0.04613
-0.04983

0.04017
0.007361

0.1074

0.01666

-0.0337

0.06343
-0.00672

0.09058
-0.02355

0.02099

-0.0105
-0.00372
-0.06077

-0.0654
-0.02335
-0.00434
0.006175

0.03881

Axis 13
-0.02666
-0.00062

0.0328

0.00875

0.06068
0.007099
0.001571

0.02301
-0.02007
-0.07297

0.04789
-0.02929
-0.06339

0.01035
0.004274

0.03407

0.0281
-0.00553
-0.00432

0.00141

Axis 14
-0.01827
0.03542
0.007674
-0.05417
0.02379
0.000811
0.05698
-0.0259
-0.01493
-0.00081
0.008749
0.04794
0.009256
-0.0111
-0.03999
0.01385
-0.00661
-0.00755
-0.00071
-0.01213

Axis 15
-0.02405
-0.00304
-0.00581
-0.00881

0.02734
-0.00441

0.03244
-0.02567
-0.00516

0.01446
-0.01792
-0.04241

0.01361
-0.00102

0.0452
0.000974
-0.01002
-0.00209
0.001354
0.01851

AXis 16
-0.01021
-0.013
-0.01252
0.01917
0.001325
-0.00027
0.009041
-0.01758
0.004936
-0.01811
-0.02327
0.01814
-0.00377
0.03941
-0.01247
0.000829
0.001816
0.000221
-0.00011
0.01847

Axis 17
0.007892

0.01773

0.02196
-0.01132
0.001676
-0.00022

-0.0058

0.01107
-0.01407
-0.00239
-0.02184
-0.00409
0.002435

0.03043
0.009888
-0.00794
-0.00619
0.000128
0.000547
-0.02214

Axis 18
0.000867
0.004376
0.009165

0.01987
0.000273
-0.00049
0.001426
-0.01164
-0.01392
0.004267
0.001808

0.00141
0.001412
-0.00499
-0.00197
-0.00089
-0.00078
-2.33E-05
0.000304
-0.00413

Axis 19
0.000147
2.01E-05
0.008089

0.00023
2.24E-05
-6.11E-05
-0.00023
-0.00407
0.009153
2.14E-05
0.000222

-8.33E-05
-0.00012
-0.00014

0.000107

-6.67E-05

-9.56E-05

-7.48E-05

-6.78E-05
-0.00013

Axis 20
-6.24E-20
2.12E-10
2.41E-19
1.59E-19
7.46E-20
-1.70E-21
-9.06E-11
-2.40E-19
1.34E-19
2.37E-20
-2.51E-20
6.65E-21
-4.13E-20
3.70E-20
-3.74E-20
-3.92E-21
-1.75E-20
-1.08E-20
-5.75E-21
1.94E-10
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Table S3. Moran’s | value for the selected environmental variables and

respective standard deviation and p-values

spatial autocorrelation.

of the Monte Carlo tests to check for

Environmental

variables
Bio-1
Bio-2
Bio-4
Bio-5
Bio-6
Bio-7
Bio-11
Bio-12
Bio-17
Bio-18
Altitude

Moran’s |

-0.113
-0.022
-0.209
-0.057
-0.244
-0.090
-0.110
-0.034
-0.029
-0.083
-0.041

Standard
Deviation
-52.013
-8.668
-88.130
-25.446
-110.101
-42.649
-52.018
-15.621
-12.186
-39.765
-18.007

p value

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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Resumo

Quando estudado a evolucdo de nicho de Drosophilidae, as espécies tendem ao
conservadorismo de nicho (NC), porém ha evidéncias de mudancas de nicho em
Zaprionus indianus, uma espécie invasora. Assim como Z. indianus, recentemente
introduzida no Brasil, Drosophila suzukii, originaria do sudoeste asiatico estd em rapida
expansdo mundial. Assim, o objetivo deste estudo é verificar se ha evidéncias de
evolucdo de nicho durante o processo invasivo de D. suzukii comparando os dados de
registro da espécie em sua area nativa, por meio da Modelagem de Distribuicdo (DM). As
coordenadas geogréficas dos registros foram obtidas na base de dados Taxodros, artigos
originais, Google Maps, e revisdo bibliografica. Obtiveram-se 184 pontos na area nativa e
deles foram extraidos os valores de 28 variaveis bioclimaticas do Worldclim. Foram
utilizados os algoritmos MaxEnt e GARP para a realizacdo da DM onde observamos as
taxas de sensibilidade do nicho projetado quando comparado aos registros de ocorréncia
de D. suzukii fora de sua area de origem, verificando quais as regides de expansao
refletem mudanca das caracteristicas do nicho abidtico. Realizou-se ainda uma Analise de
Componentes Principais (PCA) das variaveis climaticas dos pontos de registro de cada
continente visando comparar seus valores nos diferentes continentes colonizados. Os
valores médios da AUC dos modelos foi de 0,96 para o MaxEnt e 0,91 no GARP, ambos
com oOtimo desempenho. Drosophila suzukii expandiu sua distribuicdo em ambientes
similares ao da Asia (temperado quente e temperado frio), com climas Cfa e Dfa, e
também em regifes tropicais, com clima Af e Aw. A PCA indica que os ambientes de
ocorréncia de D. suzukii nas areas invadidas, particularmente na Asia ndo-nativa, Hawaii
e América do Sul, diferem-se grandemente daquele observado na Asia nativa, com

evidéncias de mudanca de nicho.

Palavras- chave: Conservadorismo de nicho, evolucdo de nicho, espécie invasora,

invasao bioldgica, nicho ecoldgico.
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Abstract
When studied the niche evolution of Drosophilidae, most of the taxa tend to niche
conservatism (NC), but there is evidence of niche changes in Zaprionus indianus, an
invasive species. As recently as Z. indianus, recently introduced Drosophila suzukii, a
South-East Asian species that is rapidly expanding worldwide.Thus the objective of this
study is to verify if there is evidence of NC during the invasive process of D. suzukii
comparing the data of the species registration in its native area, through the Modeling of
Distribution (DM) and projected worldwide. We obtained the geographic coordinates of the
registers on the TaxoDros database, in the original articles, Google Maps, and literature
review. Were obtained 184 points in the native area and extracted the values of 28
environmental variables available in Worldclim. There were 184 points in the native area
and extracted the values of 28 environmental variables from Worldclim. The MaxEnt and
GARP algorithms were used to perform the DM where we observed the correctness rates
of the projected niche when compared to the records of D. suzukii occurrence outside its
area of origin, verifying which regions of expansion with a change of characteristics of the
niche abiotic. We used this data on the DM algorithms of MaxEnt and GARP, and
analyzed the success rate and expansion of the projected niche. We made a Principal
Component Analysis (PCA) of the climatic variables from the register point of each
continent. The average values of the AUC of the models were 0,96 to MaxEnt and 0,91 to
GARP, indicating a great performance. Drosophila suzukii expanded its distribution in
Asia-like environments (temperate hot and temperate cold), with Cfa and Dfa climates, and
also in tropical regions with Af and Aw climates. PCA indicates that environments of D.
suzukii occurrence in the invaded areas, particularly in non-native Asia, Hawaii and South

America, differ greatly from that observed in native Asia, with evidence of niche change.

Key Words: Niche conservatism, niche evolution, invasive species, biological invasion,

ecological niche.
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Introducao

Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) € originaria do Sudeste
Asiatico e foi descrita em 1931, pela primeira vez, no Japao !. Na década de 1980, D.
suzukii invadiu com sucesso o0 Hawaii 2, mas sua expansdo em nivel mundial, com
registros de sua ocorréncia na América do Norte e Europa, ocorreu a partir de 2008 >, e
na América do Sul a partir de 2013 5. A espécie é considerada uma praga na maior parte
do mundo porque as fémeas sdo capazes de perfurar a pele fina de frutos e utiliza-los
como substrato para oviposicdo e desenvolvimento das larvas, sendo responsaveis por

danos econdmicos a fruticultura ©.

Estudos tém sugerido que as espécies tendem a ser conservadoras quanto ao seu
nicho ecoldgico, ou seja, retém tracos ecoldgicos do seu nicho fundamental ao longo do
tempo "®. Segundo Harvey e Pagel °, espécies aparentadas tendem a ser similares entre
si, e essas semelhancas podem ser encontradas em caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas ou de nicho ecolégico 1%, esses padrdes podem surgir por meio de restricdes
evolutivas dessas espécies devido a acao de uma selecéo estabilizadora, altas taxas de
fluxo de genes ou restricbes genéticas associadas a pleiotropia ou auséncia de variacdo

genética, levando ao conservadorismo do seu nicho %7,

O conservadorismo de nicho pode ser avaliado através da medicdo do sinal
filogenético presente em tracos de nicho de espécies **. No entanto, Losos '° alega que a
simples deteccdo de sinal filogenético em dados ecologicos por meio de métodos
comparativos nao significa necessariamente que ocorre o conservadorismo de nicho. De
acordo com Munkemuller et al. ** o modo de evolucdo dos nichos pode ser avaliado
utilizando modelos macroevolutivos e métodos comparativos filogenéticos para testar
corretamente a hipotese relativa ao conservadorismo de nicho. Um dos modelos mais
simples € o de evolucdo neutra, 0 movimento browniano (BM) Felsenstein (1985), a
evolugcdo ocorre por um processo aleatério de deriva genética, no qual a variancia em
uma dada caracteristica ocorre com uma taxa constante e ndo é direcional *,**. No
entanto o modelo Ornstein-Uhlenbeck- (O-U) (Felsenstein,1988), considera a pressao

seletiva sofrida por uma espécie, ou seja, as mudancas evolutivas produzidas pela deriva
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sdo contrabalanceadas por uma forca de restricdo, reduzindo assim o nivel de inércia

filogenética 2.

O conservadorismo do nicho permite prever a distribuicdo potenciais de espécies

15
l.

invasoras, estudos, realizados por Broennimann et a em Centaurea maculosa e

Fitzpatrick et al. *°

, com Solenopsis invicta sugerem uma rapida mudanca de
caracteristicas de nicho climético associadas ao processo de invasao.

Andlises filogenéticas em Drosophila sugerem que este grupo de organismos
apresenta uma resposta conservadora a mudancas do clima . No entanto estudos
realizado por Mata et al. *® sugerem mudanca de nicho em Zaprionus indianus em &reas
invadidas dos continentes americanos e asiatico, quando comparados com a Africa

(regido de origem da espécie).

De acordo com Wiens et al.?, a modelagem de nicho com inferéncias sobre a
histéria demogréfica e a filogeografia das espécies fornecem uma forma de estudar a
distribuicio e a evolucdo do nicho das espécies. Este método utiliza registros
georreferenciados de presenca ou presenca/auséncia de individuos e variaveis
ambientais, como as bioclimaticas, em uma abordagem correlativa, para a constru¢ao de
um mapa de adequabilidade ambiental, indicando areas onde as espécies podem
sobreviver 2% E que, quando comparado a distribuicdo real da espécie, obtém-se

indicios de conservadorismo ou evolugéo de nicho.

Nesse contexto, o principal objetivo do estudo foi testar se ocorreu a evolucao de
nicho em D.suzukii, onde a espécie expandiu para regides climaticamente semelhantes a
de sua area nativa ou os limites espaciais foram expandidos para além das areas preditas

como similares ao do seu nicho original, durante o seu processo invasivo.

Resultados

Os modelos de nicho ecologico de D. suzukii gerados pelos algoritmos GARP e
MaxEnt obtiveram bons desempenhos, com valores médios de AUC para as 1000 réplicas
de 0,91 e 0,96, respectivamente. As extrapolacdes para todo o globo foram similares para
os dois algoritmos. Entretanto, o algoritmo GARP foi mais restritivo do que o do algoritmo
MaxEnt (Fig. 1).



136
137
138
139
140
141
142
143

144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

158
159
160
161
162
163
164
165
166

65

Em relac&o a projecdo do nicho de D.suzukii nos diferentes continentes, verificou-
se, uma alta taxa de sensibilidade na area nativa da Asia (Tabela 1) — regido utilizada
para gerar o modelo de nicho. No Hawaii, areas nio-nativas da Asia e Europa foram
obtidas baixas taxas de sensibilidade (abaixo de 25%). Na América do Norte e América do
Sul, as taxas de sensibilidade foram similares, com valores intermediarios
(aproximadamente 60%). Os pontos de ocorréncia nas areas invadidas por D.suzukii se
localizaram, em grande parte, fora das projecées dos modelos de nicho de ambos

algoritmos (Fig.1).

A PCA indica que os ambientes colonizados por D. suzukii nas areas invadidas
diferem daqueles colonizados dentro de sua area nativa no Sudeste Asiatico (Fig. 2). O
primeiro eixo (PC1) esta associado principalmente a temperatura média do trimestre mais
frio (BIO11), temperatura média anual (BIO1), pressdo de vapor média e minima, radiacdo
solar média e minima, temperatura minima do més mais frio (BIO6), sazonalidade da
temperatura (BIO4), e explica 38,73% da variabilidade dos dados. Ja, o segundo eixo
(PC2) esta associado principalmente a precipitacdo do trimestre mais quente (BIO18),
pressao de vapor maxima e radiacao solar maxima, e explicou 19,00% da variacdo dos
dados. A PC2 auxilia na discriminacdo entre 0os pontos nativos e ndo-nativos de forma
mais efetiva e observamos uma grande sobreposicdo entre os pontos das areas
invadidas. Alguns pontos da América do Norte se sobrepuseram com os pontos da Asia
nativa, evidenciando grande similaridade entre estes ambientes quanto as variaveis
analisadas. No entanto, os pontos de ocorréncia no Hawaii, Asia ndo-nativa e América do

Sul foram mais distintos que os da Asia nativa.

Discusséo

Esses resultados podem sugerir que ocorreram mudancas no nicho ecolégico de
D.suzukii durante o seu processo de expansao de sua distribuicdo geografica invasao nas
areas introduzidas. Estimando os parametros do nicho abidtico de D. suzukii, constata-se
gue ela se encontra distribuida em sua area nativa no Sudeste asiatico principalmente em
areas com climas Cfa, mas também em algumas areas com clima Cwa, Dfa, Dfb, Dwa e
Dwb, segundo a classificacdo de Koppen-Geiger 2. Assim, a espécie esta associada ao
clima temperado quente e, em menor escala, ao clima temperado frio com verdes e

invernos bem definidos, além de &reas com precipitacdo uniforme ao longo do ano ou
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com verdo umido!t. A projecdo do nicho de D. suzukii em areas nao-nativas engloba
climas similares e, em menor escala, areas com o clima tropical (principalmente Af e Aw,
segundo a classificacdo de Koppen-Geiger), com chuvas no verdo ou fortes precipitacdes
ao longo do ano #'. A capacidade de D. suzukii sobreviver e reproduzir em uma ampla
gama de condi¢fes climéticas €, obviamente, um fator relevante para a espécie. Alguns
estudos sobre o0s parametros bioldgicos da espécie indicam que as temperaturas
limitantes para a reproducéo de D. suzukii s&o compativeis com as regides de distribuicdo
e parametros do nicho nativo estimado. Tochen et al. ?* observou que as temperaturas
6timas para o desenvolvimento da espécie estdo entre 20 e 25°C. Ainda, Sakai et al. %
observou que a oviposi¢cao ocorre entre temperaturas de 10 a 12°C e o macho é viavel
reprodutivamente até 30°C. Ainda, em temperaturas superiores a 33°C ocorre grande
mortalidade dos individuos 2.

As é&reas invadidas que apresentam climas compativeis com o nicho nativo estimado
para ambos modelos foram na América do Norte, a extensdo ao Leste dos Estados
Unidos, e na América do Sul, a regido ao Sul do Brasil. Nos demais registros de
ocorréncia foram constatadas taxas elevadas de omissdes dos modelos de nicho e,
provavelmente, representam areas de expanséao do nicho de D. suzukii.

No continente Europeu, os modelos ndao preveem areas de adequabilidade proximas
ao Mediterraneo, prevendo sua distribuicdo somente ao Centro ou Norte do continente.
Segundo Hauser et al. %, as areas préximas ao Mar Mediterraneo possuem clima seco,
ndo favoravel para o estabelecimento de D. suzukii. Segundo Calabria et al. °, a sua
distribuicdo nestas regibes ocorre devido as elevadas altitudes, o que proporciona
temperaturas amenas e grande umidade ao longo do ano. Entretanto, ela vem ocorrendo
na costa mediterrania da Espanha, Franca e Italia ?°, onde os climas predominantes sdo
Csa e Csb!t, gue possuem temperatura similar ao encontrado na area nativa da espécie,
mas com precipitagdo concentrada nos meses mais frios ao invés dos meses mais
quentes ou ao longo de todo o ano. Apesar de Tochen et al. >’ e Walsh et al. ® apontarem
gue a dessecacao € um fator determinante na distribuicdo de D. suzukii, na Europa ela
vem conseguindo se estabelecer em ambientes com diferentes regimes hidricos. De
acordo com Cini et al.3, a espécie deve se estabelecer em todo o continente, uma vez que
ela parece apresentar capacidade de colonizar todos os tipos climaticos do continente em

funcdo de uma expansdo no seu nicho climatico.
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Na América do Norte, os modelos indicam a expansdo do nicho da espécie em
areas de clima Csa e Csb ?* na Costa do Pacifico dos Estados Unidos. Segundo Calabria
et al.,® D.suzukii expandiu sua distribuicdo nesta regido em altitudes elevadas,
temperaturas amenas e areas umidas, sendo estas condi¢cdes apontadas como favoraveis

para a espécie. Dalton et al.

previram que esta espécie provavelmente ndo sobreviveria
aos regimes climaticos nessas regides, que variam desde temperaturas amenas durante
todo o0 ano, em areas maritimas, até periodos mais severos de frio prolongado no inverno,

em areas interiores. Entretanto, a espécie tem sido coletada frequentemente nestas areas
4.

Na América do Sul, os registros principalmente demonstram areas de expansao de
nicho nem condig8es climaticas diferenciadas da area nativa de D.suzukii, onde constata-
se ocorréncias em &reas com clima semi-arido seco e frio (BSk) na Argentina
temperado quente e com chuvas de inverno (Csb) no Chile *? e tropical com periodos
secos e chuvosos bem definidos (Aw) na regido central do Brasil 2. Segundo Benito et al.
¥ 0s estados da regigo sul e sudeste do Brasil, incluindo S&o Paulo ** e Minas Gerais *°,
apresentam condi¢des favoraveis para o estabelecimento da espécie. Entretanto, todas
as outras regides mencionadas anteriormente ndo se encontram englobadas na projecao
do modelo de distribuicdo de Benito et al *3, que utilizou dados fisiolégicos de D. suzukii
para realizar suas estimativas de distribuicdo. Isto novamente evidencia a capacidade de
D. suzukii colonizar zonas climéticas diferenciadas a de sua &rea nativa, tanto ao Norte
como ao Sul da América do Sul. E interessante constatar que Bubliy et al. * evidenciam
em D. melanogaster uma forte interacao na resisténcia ao calor e condicfes de estresse
hidrico — em condicbes de dessecacdo a resisténcia ao calor € mais facilmente
desenvolvida. Tal mecanismos pode também existir em D. suzukii e proporcionar a

colonizacdo de areas mais quentes e secas, como € o caso das regides centrais do Brasil.

Numa perspectiva geografica mais ampla, a expansdo global de D. suzukii em
regides com condi¢cbes climaticas que vao de temperado quente a frio € provavel de

ocorrer %8

, sendo previstos pelos modelos a projecdo do seu nicho nos continentes da
Africa e Oceania, continentes onde o registro da espécie ainda ndo ocorreu. Porém, em
nossos modelos, as regides previstas nao foram congruentes. A despeito deste fato,

(Santos et al. no prelo) destacam amplas regides do sudeste da Africa e toda regiéo leste



230
231

232
233
234
235
236
237
238
239

240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

253
254
255
256
257
258
259
260

68

da Australia e a Nova Zelandia como susceptiveis a invasfes de D. suzukii, quando

modelada sua distribuicdo mundialmente.

Outro fator importante € que as condi¢des climaticas das areas invadidas nos
diferentes continentes se assemelham mais entre si do que com as condi¢cdes na area
nativa. A importancia do regime hidrico para D. suzukii foi constatada também nos
estudos de (Santos et al. no prelo), onde foi aferido que a precipitacdo anual nas areas de
ocorréncia € importante para a predicdo da presenca da espécie em nivel mundial.
Entretanto, ndo foi constatado pelos autores a influéncia dos diferentes regimes hidricos
onde, aparentemente, um dos principais limitantes seria a auséncia de chuva por periodos

muito prolongados, independentemente da época onde as chuvas se concentram.

A tolerancia térmica € outro fator limitante para espécies de Drosophila, onde a
temperatura, variando em gradientes longitudinais, por exemplo, € determinante para
invasdo de espécies em novos ambientes 2°. Estes Ultimos autores apontam que o0s
drosofilideos de diferentes espécies que compartilham limites de distribuicdo ao norte do
Japéo apresentam maior tolerancia ao frio em comparacdo com as espécies dos limites
mais ao sul. Neste sentido, € possivel que D. suzukii entre em diapausa para superar
suas deficiéncias de tolerancia ao frio 2°3" %8, Porém, acredita-se que este processo tende
a se desenvolver através de migracdo para areas elevadas e por meio gradual de
aclimatizacao, o qual pode prolongar a sobrevivéncia dos individuos, e tem sido proposto
para explicar sua capacidade de suportar condi¢des climaticas extremas #°%°. Um caso de
tolerancia ao frio foi constatado por Bubliy et al. *® em D. melanogaster onde os adultos
aclimatados a longo prazo a 11°C sao resistentes ao frio e sobrevivem a uma temperatura

de 0°C, mantendo suas popula¢des em diferentes regides geograficas.

A plasticidade fenotipica permite que populacdes de espécies respondam a
mudancas dos ambientes em escalas de tempo muito curtas. Frequentemente os insetos
apresentam tragos morfologicos sazonais adequados as condicfes ambientais, o que lhes

possibilita se estabelecer em diferentes locais °3.

Por exemplo, segundo Austin e
Moehring *°, D. simulans exibe plasticidade fenotipica para responder de forma otimizada
em uma ampla gama de condi¢bes ambientes diferentes. Jakobs et al. %0 sugerem que D.
suzukii tem niveis relativamente baixos de tolerancia ao frio. Stephens et al. ** verificou

qgue D. suzukii, quando mantida em condi¢des de simulacdo de inverno, aumenta sua
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longevidade quando brevemente exposto a temperaturas abaixo de zero. Entretanto, os
autores nao investigaram as taxas de sobrevivéncia em periodo prolongado de baixa
temperatura. No entanto, Shearer et al. *> mencionam que a plasticidade fenotipica de D.
suzukii, bem como o desenvolvimento de tolerancia ao frio, podem explicar a sua
presenca em locais de baixa temperaturas. Além disso, os autores observaram que, sob
condicbes de dias curtos e temperatura de 10°C, a espécie tende a apresentar
“‘morfologia de inverno” caracterizada por pigmento mais escuro e maior comprimento das
asas do que a "morfologia de verdo" (quando exposta a dias mais longos e temperatura
de 25°C), sendo relatada sua sobrevivéncia durante varios meses a 1°C. Além disso, o
processo de diapausa na fase adulta possibilita a sobrevivéncia da espécie com sucesso
em longos periodos de frios. Dalton et al. ?° constataram a capacidade de diapausa da
espécie D. suzukii e sua sobrevivéncia a 10°C por longos periodos e mortalidade em
temperaturas inferiores.

O nicho das espécies pode evoluir como resposta a mudancas adaptativas. Gilchrist
et al. *® observou a réapida adaptacéo de D. suboscura e resposta morfolégica & latitude
apos sua introducéo na América do Norte e Europa .

Assim como o relatado para Zaprionus indianus *®

, mudancas de nicho podem
ocorrer por meio de respostas adaptativas as novas condicbes ambientais nas areas
invadidas e essas mudancas podem ser conduzidas pela selecao natural para a tolerancia
climatica e capacidade de sobreviver em diferentes condicdes climaticas 8. Nao apenas
espécies invasoras, como D. suzukii e Z. indianus, a mudanca de nicho foi sugerido para
outras espécies de Drosophila, indicando que elas tém capacidade de adaptacdo a

diferentes ambientes. Sillero et al.

estudando D. americana observam que o modelo de
distribuicdo prediz uma dréastica reducéo na area adequada para a distribuicdo da espécie
durante o ultimo maximo glacial (LGM), podendo indicar que preferéncia de nicho evolui
com a mudanca ambiental e, portanto, ndo h& evidéncia para apoiar o conservadorismo
nicho nesta espécie.

Além disso, Robe et al. *® evidenciam que a evolugéo do nicho contribuiu para a
diversificacao na radiacdo de D. tripunctata durante o processo de especiacao, fato este
gue pode ter permitido sua dispersdo na Regido Neotropical. No entanto, Machado et al.
*® mostraram varios casos de sobreposicdo de nichos entre membros neotropicais do

subgénero Drosophila, tanto em fatores bidticos quanto abiéticos.
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Apesar de ndo determinarmos as raz0es que aumentaram a capacidade dispersiva
de D. suzukii, sugerimos que a espécie estd ocupando nichos diferentes do nicho que
ocupava em seus habitats originais, sendo capaz de sobreviver e reproduzir em
ambientes com condicdes climaticas diferentes ao seu nicho nativo, principalmente sendo

capaz de colonizar regides com regimes hidricos bastante diferenciados.

Material e Métodos
Obtencéao de registros de ocorréncia de D. suzukii

O conjunto de dados da distribuicdo da espécie foi obtido através da base de
dados online TaxoDros v.1.04,database 2016/7 %’ e, posteriormente, complementada por
extensa revisdo bibliografica. Suas localidades de ocorréncia e coordenadas geograficas
passaram por uma verificacdo e validacdo, com a consulta das fontes bibliograficas
originais e das coordenadas geograficas no aplicativo online Google Maps

(www.google.com/maps), evitando insercdo de coordenadas geograficas duvidosas e/ou

com localidades incertas. Todas as coordenadas geograficas foram verificadas quanto ao
seu posicionamento nos arquivos raster das variaveis ambientais utilizadas nas anélises

com o auxilio do programa QGIS 2.10.1 (http://www.qgis.org/pt BR/site).

Escolha das variaveis ambientais utilizadas nos modelos de distribuicdo

geogréafica

Para testarmos se ocorreu conservadorismo de nicho durante o processo de
invasdo da espécie optamos por utilizar 28 varidveis ambientais. Dezenove delas s&o
variaveis biocliméticas disponiveis no banco de dados online WorldClim Global

Climate(http://www.worldclim.org/):temperatura média anual (BIO1), média da amplitude

térmica diaria (BIO2), isotermalidade (BIO3), sazonalidade da temperatura (BIO4),
temperatura maxima do més mais quente (BIO5), temperatura minima do més mais frio
(BIO6), amplitude térmica anual (BIO7), temperatura média do trimestre mais Umido
(BIO8), temperatura média do trimestre mais seco (BIO9), temperatura média do trimestre
mais quente (BIO10), temperatura média do trimestre mais frio (BIO11), precipitacao
anual (BIO12), precipitacdo do més umido (BIO13), precipitagdo do més mais
seco(BIO14), sazonalidade da precipitacdo (BIO15), precipitacdo do trimestre mais umido

(BIO16), precipitacao do trimestre mais seco (BIO17), precipitacdo do trimestre mais
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guente (BIO18) e precipitacdo do trimestre mais frio (BIO19). Nove varidveis foram
obtidas através dos dados disponibilizados sobre radiacdo solar, velocidade dos ventos e
pressdo de vapor: média anual da radiacdo solar (kJ.m?.dia), radiacdo solar maxima
(média da radiacdo solar no més de maior valor, emkJ.m?.dia}), radiacdo solar minima
(média da radiacdo solar no més de menor valor, emkJ.m?dia®), média anual da
velocidade dos ventos (m.s™), velocidade dos ventos maxima (média da velocidade dos
ventos no més de maior valor, em m.s™), velocidade dos ventos minima (média da
velocidade dos ventos no més de menor valor, em m.s™), média anual da pressdo de
vapor (kPa), pressdo de vapor maxima (média da pressdo de vapor no més de maior
valor, em kPa) e pressao de vapor minima (média da presséo de vapor no més de menor
valor, em kPa).Os arquivos rastercom as meédias mensais das temperaturas média,
maxima e minima, precipitacdo, radiacdo solar, velocidade dos ventos e pressao de vapor
foram obtidas na paginado banco de dados WorldClim Global ClimateDatabase v.2.0
(http://www.worldclim.org/), que inclui as médias mensais dos anos de 1970 a 2000. Os

arquivos raster com a projecdo das variaveis utilizadas foram calculadas com o pacote

dismo v.1.1-4 *®, do programa R (The R Project for Statistical computing).

Modelagem de nicho ecolégico de D. suzukii e avaliacdo de desempenho dos

modelos

Drosophila suzukii, origindria do sudeste Asiatico, foi registrada em paises como
Japao, a Coréia do Norte e a Coréia do Sul e o Leste da China *?°. Atualmente apresenta-
se distribuida em varios paises, dos quais obtivemos 377 pontos sendo que 184 pontos
se localizam na area nativa da Asia. Para eliminarmos pontos de ocorréncias redundantes
do banco de dados, consideramos apenas um ponto de ocorréncia por pixel de raster
eliminando os restantes. Apds, iniciamos o processo da modelagem de nicho ecoldgico da
espécie, para o qual foram utilizados o algoritmo de maxima entropia (Maximum entropy
modeling-MaxEnt), utilizando o aplicativo MaxEnt v.3.3.3k disponivel no site:

(http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent/), e o algoritmo genético para a producdo

de conjunto de regras (Genetic Algorithm for Rule-set Production—-GARP), utilizando o

aplicativo Open Modeller v.1.5.0 (disponivel no site http://openmodeller.sourceforge.net/).

49

De acordo com Phillips et al. *, ambos algoritmos utilizam somente dados de

presenca, realizando previsdes ou inferéncias e produzem mapas da probabilidade de
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ocorréncia das espécies, sendo que ambos tém um bom desempenho e acuracia com

poucos dados.

Para a geracdo dos modelos, todas as camadas foram recortadas para latitude +17
a +48 e longitude +100 a +150 (Sistema UTM). O desempenho preditivo dos mesmos foi
avaliado por meio da reconstrucéo de 1000 réplicas de inicializacédo e, em cada uma, 50%
dos registros foram retidos aleatoriamente como teste. A resolucao da projecéo foi de 10

minutos de arco.

A avaliacdo dos modelos se baseou na Curva caracteristica do operador receptor
(receiver operating characteristic-ROC) e area sob a curva (area under the curve- AUC)
gue varia de 0 a 1, medindo a capacidade de um modelo discriminar entre a omissao de
areas com registros e a sobrepreviséo de areas ausentes *°. Apés a geracdo dos modelos
na area nativa, foi realizada a projecdo dos mesmos em todo o globo com as mesmas
variaveis utilizadas nas modelagens. Como limiar para definicdo de areas de possivel
ocorréncia de D. suzukii foi utilizado os valores minimos de presenca de treino (Minimum

Training Presence — MTP).

Comparacédo da projecdo mundial do nicho de D. suzukii e seus registros
atuais de ocorréncia

Para a comparacao entre os modelos preditivos do nicho nativo de D. suzukii e as
localidades de ocorréncia ao longo de todo o globo, foi feita a contagem dos pontos de
ocorréncia localizados dentro da area prevista, para cada modelo gerado apds aplicacéo
dos limiares. Apos, foi calculada a razdo entre a taxa de sensibilidade dos pontos de
ocorréncia da espécie para cada continente com registros de invasdo (Europa, América
do Norte, América doSul, llhas do Hawaii e regido ndo-nativa da Asia).

Comparacdo dos ambientes nativos e nado-nativos de distribuicdo de D.

suzukii

Para comparar se 0os ambientes que D. suzukii colonizou na Europa, América do
Norte, América do Sul, llhas do Hawaii e regido ndo-nativa da Asia sdo semelhantes aos

da area nativa, ou seja, se houve conservadorismo de nicho, extraimos os dados
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ambientais das 28 varidveis climéticas descritas anteriormente dos pontos de registro da
espécie. Apds apadronizacdo das variaveis >*, realizamos uma Anélise de Componentes
Principais (Principal Component Analysis — PCA) utilizando software Past 2.17¢ *.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Projecdo mundial do nicho ecoldgico estimado a partir dos registros de
ocorréncia de Drosophila suzukii na sua area nativa no leste asiatico. (A) Modelo de
preditivo do nicho ecoldgico gerado pelo algoritmo GARP. (B) Modelo de preditivo do

nicho ecoldgico gerado pelo algoritmo MaxEnt.

Figura 2. Andlise de componentes principais das variaveis ambientais abidticas
obtidasnos pontos de ocorréncia mundiais de D. suzukii. O primeiro eixo (PC1)
explica 38,73% e o segundo (PC2) 19% da variacao dos dados. As elipses englobam 95%

dos pontos de ocorréncia de cada regido que a espécie invadiu.
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Figura 1. Projecdo mundial do nicho ecolégico estimado a partir dos registros
de ocorréncia de Drosophila suzukii na sua area nativa no leste asiatico. (A)
Modelo do nicho ecolégico gerado pelo algoritmo GARP. (B) Modelo do nicho

ecolégico gerado pelo algoritmo MaxEnt.
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Figura 2. Analise de componentes principais das variaveis ambientais abidticas
obtidas nos pontos de ocorréncia mundiais de D. suzukii. O primeiro eixo (PC1)
explica 38,73% e o segundo (PC2) 19% da variacdo dos dados. As elipses
englobam 95% dos pontos de ocorréncia de cada regido que a espécie invadiu.
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Tabela 1. Numero de ocorréncias e taxas de sensibilidade das projecdes dos

modelos de nicho de D.suzukii produzidos pelos algoritmos GARP e MaxEnt nos

continentes colonizados.

Taxa de sensibilidade

Ndmero
Continentes de (%)
ocorréncia GARP MaxEnt
Asia nativa 184 98 96
Asia ndo-nativa 28 25 0
Américado Norte 92 64 62
Ameérica do Sul 16 63 50
Hawaii 5 0 20
Europa 51 20 14
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4. Consideragdes Finais

Drosophila suzukii ampliou sua distribuicdo mundial e nicho ecolégico na
ultima década e, atualmente, essa espécie invasora tem estabelecido populagfes
estaveis em areas que abrangem clima Cfa e Dfa, similares a observadas em seu
nicho nativo na Asia e distintos nas novas areas invadidas durante seu processo de
expansao territorial. Nas novas areas invadidas, D. suzukii expandiu seu nicho
ecolégico em diferentes ambientes e ocupando areas com clima Af e Aw,
evidentemente o0 sucesso e estabelecimento da espécie nessas novas areas
ocorrem devido a sua grande capacidade de colonizar regides com regimes hidricos

diferenciados.

Drosophila suzukii se encontra distribuida em todos os continentes com
excecdo do continente da Africa e Oceania, e os modelos projetam regiées, com
areas de clima Cfa, principalmente, como sendo suscetiveis e adequadas para o
estabelecimento da espécie caso, ocorra futuras invasdes. Fato este que podera
ocorrer pela disponibilidade de plantas hospedeiras, através de migracdo natural ou
atividades humanas, que certamente é a principal ameaga de propagac¢do humana
pelo transporte de frutos infestados.

Portanto, com base no conhecimento da distribuicdo atual de D. suzukii, e
suas necessidades climaticas, analisadas pelas projecdes dos modelos da
distribuicdo potencial e de nicho ecolégico de D. suzukii. Torna-se importante a
realizacdo de estudos com modelos de distribuicdo potencial em condi¢des futuras
(incluindo também previsdes de mudancas climaticas — como aquecimento global)
que podem projetar mudangas nas areas consideradas adequadas futuramente ou
revelar locais antes ndo previstos pelos modelos de distribuicdo potencial da
espécie. Além disso, as informacdes obtidas pelas projecdes da distribuicdo
potencial de D. suzukii podem ser utilizadas para o monitoramento da distribuicéo e
din&mica populacional desta espécie, contribuindo no desenvolvimento de planos de

manejo da espécie em areas suscetiveis.
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1. Diretrizes de Submisséao

Scientific Reports publica pesquisa original em um formato, artigo. Na maioria
dos casos, ndo impomos limites estritos a contagem de palavras ou ao numero de
pagina. No entanto, incentivamos os autores a escrever de forma concisa e a

aderir as diretrizes abaixo:

Os requisitos de formato dos relatdrios Cientificos sdo descritos a seguir.

1. A Scientific Reports usa a ortografia inglesa do Reino Unido

2. Os artigos devem ser idealmente ndo mais do que 11 paginas de
composicdo em comprimento. Como um guia, o texto principal (ndo incluindo
Resumo, Métodos, Referéncias e legendas de figura) deve ser ndo mais de 4.500

palavras.

3. O comprimento maximo do titulo do artigo é de 20 palavras. O Resumo -
que deve ter no maximo 200 palavras e ndo conter referéncias - deve servir tanto
de introducéo geral ao topico quanto de resumo breve e ndo técnico dos principais

resultados e suas implicagdes.

4. O arquivo de texto manuscrito deve incluir as seguintes partes, por
ordem: uma péagina de titulo com afiliagcdes de autores e informacdes de contato (0
autor correspondente deve ser identificado com um asterisco). O texto principal de
um artigo pode ser organizado de diferentes maneiras e de acordo com as

preferéncias dos autores, pode ser apropriado combinar secoes.

5. Para o corpo principal do texto, ndo ha requisitos explicitos para a
organizacdo da secdo. De acordo com a preferéncia dos autores, o texto pode ser
organizado como melhor se adequa a pesquisa. Como orientagdo e na maioria
dos casos, no entanto, recomendamos que Vocé estruturar seu manuscrito da

seguinte forma:
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e Introducéo
e Resultados (com subposicdes)
e Discusséo (sem subposicdes)

e Meétodos

6. Uma ordem especifica para o corpo principal do texto ndo é obrigatéria e,
em alguns casos, pode ser apropriado combinar sec¢des. Legendas de figura sao
limitadas a 350 palavras. Como referéncia, as referéncias devem ser limitadas a

60 (isto nao é rigorosamente aplicado). Nao devem ser utilizadas notas de rodapé.

7. Sugerimos que os artigos contenham no maximo 8 itens de exibicdo
(figuras e / ou tabelas ). Além disso, um numero limitado de gréaficos de estrutura
molecular ndo criptografados e equacdes matematicas numeradas podem ser
incluidos, se necessario. Para habilitar a composicéo de papéis, o numero de itens
de exibicdo deve ser proporcional ao comprimento da palavra - sugerimos que
para artigos com menos de 2.000 palavras, ndo mais de 4 figuras / tabelas devem
ser incluidas. Observe que o0s esquemas ndo sao usados e devem ser

apresentados como figuras.

8. As abreviaturas, particularmente as que nao sédo padrdo, também devem
ser mantidas ao minimo. Quando for inevitavel, as abreviaturas devem ser
definidas no texto ou legendas na primeira ocorréncia, e as abreviaturas devem
ser usadas posteriormente. O contexto, a justificacdo e as principais conclusdes
do estudo devem ser claramente explicados. Titulos e resumos em particular
devem ser escritos em linguagem que serd prontamente inteligivel para qualquer
cientista. E altamente recomendavel que os autores solicitam a um colega com
especializacdo diferente que revise 0 manuscrito antes da submissado, a fim de
identificar conceitos e terminologia que possam apresentar dificuldades aos

leitores ndo especializados.

9. Como diretriz, recomendamos que as secdes incluam uma introducédo de
texto referenciado que se expande no plano de fundo do trabalho. Algumas
sobreposicdes com o Resumo s&o aceitaveis. Isto pode entdo ser seguido por
secdes intituladas Resultados (com subtitulos), Discussdo (sem subtitulos) e

Métodos.


http://www.nature.com/srep/publish/guidelines#general-figure
http://www.nature.com/srep/publish/guidelines#tables
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10. O corpo principal do texto deve ser seguido por Referéncias,
Agradecimentos (opcional), Contribuicbes de Autor (0os nomes devem ser
indicados como iniciais), Informacfes Adicionais (incluindo uma Declaracdo de
Interesses Financeiros Competentes), Figura Legends (estes sdo limitados a 350
palavras por figura) E Tabelas (tamanho méximo de uma pagina). Notas de
rodapé nao sdo usadas.

11. O arquivo manuscrito deve ser formatado como um texto de coluna
Gnica sem justificativa. As paginas devem ser numeradas usando um algarismo
arabico no rodapé de cada pagina. Fontes padrdo sdo recomendadas e a fonte

'simbolos' deve ser usada para representar caracteres gregos.

Métodos
Quando apropriado, recomendamos que o0s autores limitem sua secéo de
Métodos para 1.500 palavras. Os autores devem assegurar que sua secao de

Métodos inclua dados experimentais e de caracterizacdo adequados necessarios.

Referéncias

As referéncias devem ser numeradas sequencialmente, primeiro em todo o
texto, depois em tabelas, seguidas por figuras; Ou seja, as referéncias que soO
aparecem em tabelas ou figuras devem ser as Ultimas na lista de
referéncias. Apenas uma publicacdo é dada para cada niumero. Apenas os artigos
gue tenham sido publicados ou aceitos por uma publicagdo com nome ou pelo
servidor de pré-impressdo reconhecido devem estar na lista humerada; Preprints
de artigos aceitos na lista de referéncia devem ser apresentados com o

manuscrito.

O Scientific Reports utiliza o estilo padrdo de referéncia da Natureza.Todos
os autores devem ser incluidos nas listas de referéncia, a menos que existam seis
Oou mais, caso em que apenas o primeiro autor deve ser dado, seguido de "et al.".

Os autores devem ser listados sobrenome em primeiro lugar, seguido por
uma virgula e iniciais (seguido de paradas completas) de nomes. Os titulos dos
artigos devem ser em texto romano, apenas a primeira palavra do titulo deve ter
um capital inicial e o titulo deve ser escrito exatamente como aparece na obra

citada, terminando com um ponto final.
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Os titulos de livros devem ser indicados em italico e todas as palavras do
titulo devem ter letras iniciais. Os nomes dos jornais sdo em italico e abreviados
(com paradas completas) de acordo com o0 uso comum.Os numeros de volume e a

virgula subsequiente aparecem em negrito

Artigos publicados:

Revistas impressas

Schott, DH, Collins, RN & Bretscher, A. A velocidade de transporte secretor
da vesicula em células vivas depende do comprimento do braco de alavanca da
miosina V. J. Cell Biol .156 , 35-39 (2002).

Apenason-line
Bellin,DL et al. Chip de cémera eletroquimica para imagens simultdneas de
multiplos  metabodlitos em  biofilmes.Nat. Commun . 7 ,10535; 10.1038 /
ncomms10535 (2016). Para artigos com mais de cinco autores, incluir apenas o

nome do primeiro autor seguido de "et al. .

Livros:
Smith, J. Sintaxe de referéncia em Como referenciar livros (ed. Smith, S.) 180-181
(Macmillan, 2013).

Material on-line: Manaster, J. Sloth squeak. Rede de Blog Scientific

American http://blogs.scientificamerican.com/psi-vid/2014/04/09/sloth-
squeak (2014).

Agradecimentos

Os agradecimentos devem ser breves, e ndo devem incluir agradecimentos
aos on-line arbitros andénimos e editores, ou comentarios efusivos. Os numeros de
concessao ou contribuicdo podem ser reconhecidos. A assisténcia de escritores

meédicos, provadores e editores também deve ser reconhecida aqui.


http://blogs.scientificamerican.com/psi-vid/2014/04/09/sloth-squeak
http://blogs.scientificamerican.com/psi-vid/2014/04/09/sloth-squeak
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Informagé&o suplementar

Qualquer informacao suplementar deve ser submetida com o manuscrito e sera
enviada aos arbitros durante a revisdo por pares. E publicado com manuscritos
aceitos. Solicitamos que os autores evitem as declaracdes "dados ndo mostrados”
e, em vez disso, incluam os dados necessarios para avaliar as reivindica¢gdes do
documento como Informagdes Suplementares.As informacdes suplementares nao
sdo editadas, compostas ou testadas, de modo que os autores devem assegurar
que elas sejam apresentadas de forma clara e sucinta na apresentacao inicial e
que o estilo e a terminologia estejam em conformidade com o restante do
artigo. Os autores devem incluir o titulo do manuscrito ea lista completa de autores
na primeira pagina.As diretrizes abaixo detalham a criacdo, citacdo e
apresentacdo de Informacgdes Suplementares - a publicacdo pode ser adiada se
estas ndo forem seguidas corretamente. Por favor, note que a modificacdo da
Informacdo Complementar apés a publicacdo do artigo requer uma correcao
formal, pelo que os autores sdo encorajados a verificar cuidadosamente as suas

Informagdes complementares antes de enviarem a verséo final.

1. Sempre que possivel, as informacdes complementares (texto, tabelas e
imagens) devem ser combinadas e fornecidas em um Unico arquivo,
preferencialmente em formato PDF. Se necessario, também podemos
aceitar videos, planilhas ou arquivos de dados adicionais como arquivos

separados.

2. Designe cada item como Tabela Suplementar, Figura, Video, Audio,
Nota, Dados, Discussdo, Equacbes ou Métodos, conforme
apropriado. Numero de Tabelas Suplementares e Figuras como, por
exemplo, "Tabela Suplementar S1". Esta numeragdo deve ser separada da
utilizada nas tabelas e figuras que aparecem no artigo principal. Nota ou
Métodos Suplementares ndo devem ser numerados; Titulos para estes sao

opcionais.

3. Consulte cada peca de material suplementar no ponto (s) apropriado (S)
no artigo principal. Certifique-se de incluir a palavra "suplementar" cada vez
gque um é mencionado. Nao se refira a painéis individuais de figuras

suplementares.
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4. Use os exemplos a seguir como um guia (nota: abreviatura "Figura" como
"Fig." Quando no meio de uma frase): "Tabela 1 fornece um subconjunto
selecionado dos compostos mais ativos. A lista completa de 96 compostos
podem ser encontrados Como Tabela Suplementar S1 on-line. " "A via
biossintética do acido L-ascorbico em animais envolve intermediérios da via
do &cido D-glucurénico (veja a Figura Suplementar S2 online) .A Figura 2
mostra ..."

5. Lembre-se de incluir um breve titulo e legenda (incorporado ao arquivo para
aparecer perto da imagem) como parte de cada figura enviada, e um titulo

como parte de cada tabela.

Legenda das figuras

As legendas das figuras comecam com uma breve frase do titulo para toda
a figura e continuam com uma breve descricdo do que é mostrado em cada painel
em seqUéncia e os simbolos usados; Os detalhes metodoldégicos devem ser
minimizados tanto quanto possivel. Cada legenda deve totalizar ndo mais de 350
palavras. O texto das legendas figura deve ser fornecido em ordem numérica apos

as referéncias.

Tabelas

Submeter tabelas no documento do artigo principal em um formato editavel
(Word ou TeX / LaTeX, conforme apropriado) e ndo como imagens. As tabelas
que incluem analise estatistica de dados devem descrever seus padrées de

analise de erros e intervalos em uma legenda de tabela.

Figuras

As figuras devem ser numeradas separadamente com numeros arabicos na
ordem de ocorréncia no texto do manuscrito. Quando apropriado, 0s nameros
devem incluir barras de erro. Uma descrigcdo do tratamento estatistico da analise
de erro deve ser incluida na legenda da figura. Observe que 0s esquemas néo sao
usados; Sequéncias de reacdes quimicas ou procedimentos experimentais devem

ser apresentados como figuras, com legendas apropriadas.
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Um namero limitado de graficos uncaptioned que descrevem estruturas
quimicas - cada um etiguetado com seu nome, por uma abreviatura definida, ou
pelo numeral ardbico bold (realce) - pode ser incluido em um manuscrito. As letras
das figuras devem estar em um tipo de letra claro, sem-serif (por exemplo,
Helvetica); O mesmo tipo de letra no mesmo tamanho de fonte deve ser usado
para todas as figuras em um papel. Use a fonte dos simbolos para letras
gregas. Todos os itens de exibicdo devem estar sobre um fundo branco e devem
evitar o excesso de boxe, cor desnecessaria, efeitos decorativos espurios (como
histogramas tridimensionais de "arranha-céus") e desenhos de computador
altamente pixelados. O eixo vertical dos histogramas ndo deve ser truncado para
exagerar pequenas diferencas. A rotulagem deve ser de tamanho e contraste
suficientes para poder ser lida, mesmo apo6s a reducdo adequada. As linhas mais
finas na figura final ndo devem ser menores do que um ponto de largura. Os

autores verdo uma prova que incluira figuras.

As figuras divididas em partes devem ser rotuladas com uma letra
minUscula negrito a, b, e assim por diante, no mesmo tamanho de tipo usado em
outra parte da figura. As letras em nameros devem ser em letra mindscula, com
apenas a primeira letra de cada marcador em maiuscula. As unidades devem ter
um Unico espaco entre 0 numero e a unidade e seguir a nhomenclatura Sl (por
exemplo, ms em vez de msec) ou a nomenclatura comum a um campo
particular. Milhares devem ser separados por virgulas (1.000). Unidades ou
abreviaturas ndo usuais devem ser explicadas na integra ou definidas na
legenda. As barras de escala devem ser usadas ao invés de fatores de ampliacéo,
com o comprimento da barra definida na propria barra e ndo na legenda.

Em legendas, por favor, use pistas visuais em vez de explicacdes verbais
como "triangulos vermelhos abertos".Figuras desnecesséarias devem ser evitadas:
os dados apresentados em pequenas tabelas ou histogramas, por exemplo,
geralmente podem ser indicados brevemente no texto. As figuras ndo devem
conter mais de um painel a menos que as partes estejam logicamente
conectadas; Cada painel de uma figura de vérias partes deve ser dimensionado de
modo que a figura inteira possa ser reduzida pela mesma quantidade e

reproduzida na menor dimensao na qual os detalhes essenciais sdo visiveis.
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NUmeros para revisao por pares

Na fase de apresentacéo inicial, os autores podem optar por fazer o upload
de ficheiros de figuras separados ou incorporar figuras no ficheiro principal do
artigo, assegurando que os numeros inseridos sdo de qualidade suficiente para

serem claramente legiveis.

Imagens fotograficas e de bitmap

Todas as imagens fotograficas e bitmap devem ser fornecidas em formato
de imagem bitmap, como tiff, jpg ou psd. Se salvar arquivos tiff, verifique se a
opcao de compactacao esta selecionada para evitar tamanhos de arquivos muito

grandes.



