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RESUMO

Na presente tese foram analisadas a especializagdo alimentar e variagdes
morfolégicas de agromizideos endofagos de capitulos de asteraceas em
remanescentes de cerrado no estado de Sdo Paulo. Foram encontradas 15
espécies de trés géneros, das quais nove ja haviam sido descritas. Dentre estas, o
género Ophiomyia foi registrado pela primeira vez se alimentando de capitulos de
asteraceas. A especializagéo alimentar desses endo6fagos foi analisada de acordo
com o numero de plantas hospedeiras locais e regionais. Foi observado que existe
variagdo na especializacdo alimentar das espécies de herbivoro do ambito
regional para o local, ou seja, generalistas regionais podem ser especialistas
locais, e que a presenca da planta hospedeira nas localidades ndo prediz a
presenca do herbivoro. Através de andlise da variagcado na forma corporal e da asa
de agromizideos, foram confrontadas metodologias alternativas de classificagédo
de individuos de nove espécies de agromizideos, estreitamente aparentados, a fim
de verificar qual € o grau de coincidéncia na similaridade aferida entre individuos
pelos diferentes métodos empregados. Foi comparada também a capacidade de
discriminacdo e identificacdo de espécies muito préximas destes diferentes
métodos. A metodologia de classificagdo com resultados mais semelhantes a

tradicional (morfologia do edeago) € a de medidas corporeas externas.

ABSTRACT

Feeding specialization and morphological variations of agromizid flies feeding
inside asteracean flowerheads were analyzed in this thesis. All Asteraceae host-
plants were sampled in cerrado remnants in the State of Sdo Paulo. | recorded
fifteen species from three genera, from which six are undescribed. For the first
time, a species from Ophiomyia was recorded feeding flowerheads. | used the
number of host-plants as surrogate for feeding specialization. | found that
generalist species in the regional scale can be locally specialized on their host-
plants. Moreover, host-plant presence at the local scale did not predict the
occurrence of their endophagous agromyzids. To evaluate whether distinct
methodologies for species separation are consistent, | examined the coincidence in
the morphological similarity of 116 adult individuals. | also examined whether these

distinct methods can discriminate those species with higher morphological
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similarity. The methodology based on measures of the external morphology was
the most similar to the conventional classification system based on male genitalia

morphology.

INTRODUCAO GERAL

Insetos endofagos sdo aqueles que passam algum estagio da vida dentro
de uma estrutura da planta hospedeira, apresentando intima associacdo com a
mesma. Entre os grupos de enddéfagos, aqueles que se desenvolvem no interior
de capitulos de plantas da familia Asteraceae, sdo especialmente interessantes
por apresentarem associagdes praticamente restritas a esta familia; a qual é
representada por cerca de 23.000 espécies distribuidas por quase todos os
ambientes e continentes (Barroso 1986, Bremer 1994). A inflorescéncia tipica
desta familia € o capitulo, que é composto por um conjunto de pequenas flores
fixadas em um receptaculo plano e envoltas por uma série de bracteas. Este
arranjo das flores oferece aos insetos alimento concentrado em um sitio protegido,
e por esse motivo abrigam uma fauna rica e diversificada de insetos endofagos
(Zwofer 1988, Lewinsohn 1988, Abrahamson & Weis 1997). As fémeas destas
espécies de enddéfagos ovipoem nos capitulos, no interior dos quais as larvas se
desenvolvem, consumindo seiva, flores, évulos e frutos (Zwoéfer 1979, 1988, Straw
1989, Almeida 1997).

Dentre os grupos de enddéfagos comumente encontrados em capitulos de
asteraceas, destacam-se algumas familias das ordens Diptera, Lepidoptera e
Coleéptera, somando pelo menos 138 espécies (M. Almeida-Neto, dados nao
publicados). No Brasil, a ordem Diptera é representada pelas familias
Agromyzidae, Cecidomyiidae e Tephritidae (Redfern 1983, Lewinsohn 1991,
Bremer 1994). As asteraceas (Asteraceae) sao plantas hospedeiras de cerca de
30% das espécies de agromizideos (Agromyzidae), que compreende um grupo de
espécies exclusivamente fitofagas e muito semelhantes quanto a morfologia
externa, sugerindo tratar-se de um ou dois conjuntos monofiléticos. (T.M.

Lewinsohn, observacao pessoal).



A familia Agromizydae é composta por aproximadamente 2.740 espécies,
distribuidas em 32 géneros nas sub-familias Agromyzinae e Phytomyzinae,
distribuidas pelo mundo todo e os habitats variam desde as tundras do Artico aos
tropicos. A distribuicdo dos géneros varia significantemente entre as zonas
temperadas e tropicais, cerca de 70% das espécies conhecidas é proveniente das
zonas temperadas, embora a familia seja bem representada na América do Sul
(Spencer 1966, 1973, 1990, Spencer et al. 1992, Scheffer & Wiegmann 2000).
Dentro da sub-familia Agromyzinae, o género Phytomyza é o maior, com mais de
400 espécies descritas nas regidbes temperadas, nessas regides género
Melanagromyza é o segundo maior. Ja nas regides tropicais esse género € o
maior representante da familia, com mais de 300 espécies descritas. Em um
levantamento realizado na Flérida (EUA), 50% das espécies encontradas do
género eram enddéfagas de capitulos de asteraceas (Spencer & Stegmaier 1973,
Spencer & Steyskal 1986).

Muitas espécies de agromizideos s&o consideradas pragas, pois ja foram
relatados danos causados por essas espécies em mais de 150 espécies de
plantas cultivaveis de importancia econémica, inclusive em cultivos de asteraceas
ornamentais, como em Chrysanthemum spp. (Spencer 1973, 1987; Zoebisch &
Schuster 1987; Shepard et al. 1998). Devido a sua importadncia econémica, ja
foram realizados varios levantamentos e revisées de espécies de agromizideos da
América do Norte. Na regido Neotropical tais estudos ainda s&o raros, mas entre
os poucos estudos realizados ja foram descritas 13 espécies associadas a
capitulos de compostas, todas pertencentes ao género Melanagromyza (Spencer
& Stegmaier 1973, Spencer & Steyskal 1986). Lewinsohn (1988, 1991) encontrou
em localidades serranas e litordneas da regido sudeste do Brasil, 14 espécies de
agromizideos, das quais 11 pertencem a Melanagromyza e trés a Liriomyza,
sendo este registrado pela primeira vez atacando flores de asteraceas no Novo
Mundo.

Almeida et al. (2005), em um levantamento sobre a diversidade e
composicao de asteraceas em alguns remanescentes de cerrados de Sao Paulo,
identificaram 89 morfoespécies de asteraceas. Dentre estas espécies grande parte
€ conhecidamente hospedeira de agromizideos endofagos de capitulos ja
identificados (Spencer 1966, 197, Spencer & Steyskal 1986, Lewinsohn 1988).



No primeiro capitulo desta dissertacdo foram identificados os agromizideos
endoéfagos de capitulos de asteraceas em remanescentes de cerrado do estado de
Sao Paulo, além de fornecidas caracteristicas morfolégicas importantes das
espécies, assim como sua distribuicdo geografica conhecida.

No segundo capitulo foi avaliada a especializagédo alimentar, no ambito local
e regional, das espécies identificadas no primeiro capitulo. Por fim, no capitulo
trés, foram testadas e comparadas diferentes metodologias alternativas de
analises de caracteres possiveis de auxiliar na identificacdo de algumas dessas

espécies de agromizideos.
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Capitulo 1. AGROMIZIDEOS ENDOFAGOS DE CAPITULOS DE ASTERACEAS EM
REMANESCENTES DE CERRADOS DO ESTADO DE SAO PAULO

INTRODUCAO

A familia Agromyzidae (Diptera: Cyclorrhapha) é composta exclusivamente
por insetos fitbfagos (Spencer 1990) e se destaca entre os dipteros pela ampla
diversificacdo de habitos alimentares apresentando espécies minadoras,
brocadoras e comedoras de sementes. Na maioria das espécies a larva é
minadora de folhas ou brocadora de caules. A endofagia de capitulos de
Asteraceae por agromizideos também ocorre, embora seja pouco documentada
na literatura sobre o grupo (Spencer 1963, 1965, 1966, 1973; Spencer et al. 1992).

A associagado desses herbivoros com as suas plantas hospedeiras € bem
conhecida dentre as espécies minadoras de folhas devido a sua importancia
econdmica, mas em levantamentos de agromizideos enddéfagos de capitulos
existem poucas informacdes sobre as plantas hospedeiras (Spencer 1965, 1966,
1990). Além disso, existe também pouca informacéo sobre a distribuicao espacial

e especializag&o alimentar destas espécies (Lewinsohn 1988).

Parte da deficiéncia do conhecimento sobre as interagdes dos agromizideos
endofagos de capitulos e suas plantas hospedeiras deve-se a metodologia
utilizada para coletar a maioria dos espécimes. Grande parte das descrigdes foi
realizada com base em adultos capturados sobre a vegetacéo e, em alguns casos,
coletados sobre os capitulos de asteraceas (Spencer 1965). A criagdo de imaturos
a partir dos capitulos das plantas hospedeiras é citada raramente nos artigos onde
as espécies sdo encontradas (Valladares et al. 1982, Lewinsohn 1988) e, sendo
assim, € comum que varias espécies nao apresentem qualquer registro de planta
hospedeira. Apesar desta deficiéncia, novos estudos onde os capitulos das
asteraceas foram coletados, garantem que uma das maiores vantagens de se
trabalhar com insetos enddéfagos reside no fato de que ndo sdo necessarios

experimentos ou observagdes de alimentacdo para estabelecer sua associagao



com as plantas hospedeiras, uma vez que as larvas destas espécies empupam na
planta hospedeira e dela emergem os individuos adultos (Lewinsohn 1988,
Lewinsohn et al. 2001, Prado et al. 2002).

Ja foram realizados varios levantamentos e revisdes de espécies de
agromizideos da América do Norte, nos quais foram descritas 13 espécies
associadas a capitulos de compostas, todas pertencentes ao género
Melanagromyza Hendel (Spencer 1969, Spencer & Stegmaier 1973, Spencer &
Steyskal 1986). Lewinsohn (1988, 1991) encontrou em localidades serranas e
litordneas da regidao Sudeste do Brasil 14 espécies de agromizideos em capitulos
de asteraceas, das quais 11 pertenciam a Melanagromyza e trés a Liriomyza Mik.,
tendo este sido registrado, por ele, pela primeira vez atacando flores de

asteraceas no Novo Mundo.

Em um levantamento sobre a diversidade e composi¢ao de asteraceas em
alguns remanescentes de cerrados de Sao Paulo, realizado de 2000 a 2002,
Almeida et al. (2005) identificaram 89 morfoespécies de asteraceas, sendo que 74
foram identificadas até espécie. Eles observaram que a maioria (87%) dessas
espécies pertencem as tribos Vernonieae (35%), Eupatorieae (28%), Heliantheae
(10%), Senecioneae (7%) e Mutisieae (7%). Essas tribos de asteraceas séao
reconhecidamente representadas por espécies hospedeiras de espécies ja
identificadas de agromizideos endoéfagos de capitulos (Spencer 1966, 1973;
Spencer & Steyskal 1986, Lewinsohn 1988).

Almeida et al. (2006) observaram que dentre as espécies endofagas de
capitulos de asteraceas apenas Xantacyura chrysura (Thomson) e
Melanagromyza spp. foram encontradas em todas as localidades de coleta.
Entretanto, apesar de ser uma familia importante dentro desse grupo de
endofagos, ainda ndo se conhece realmente quais e quantas s&o as espécies de
agromizideos associadas a estas plantas hospedeiras. A falta de informacéo sobre
a composicado de espécies das comunidades destes endéfagos deve-se a
dificuldade de identificacdo dos individuos até espécie. Como sua morfologia

externa € muito semelhante (Fig. 1), a melhor forma de identificagdo dos



individuos é através da anélise da morfologia do aparelho reprodutor dos machos
(edeago, Fig. 2) (Spencer & Steyskal 1986).

Por existir uma alta diversidade de tribos de asteraceas nos remanescentes
de cerrado do estado de S&o Paulo (Almeida et al. 2005) que potencialmente
podem ser plantas hospedeiras de agromizideos endéfagos de capitulos (Spencer
1966, Lewinsohn 1988), neste capitulo s&o apresentadas as espécies de
agromizideos que se alimentam dos capitulos de asteraceas nesse ambiente e
serdo apresentadas suas plantas hospedeiras. Para todas as espécies de
agromizideos, sao fornecidas ainda caracteristicas morfolégicas importantes

assim como sua distribuicdo geografica conhecida.

MATERIAL E METODOS

Coleta e obtencdo do material analisado

Os insetos analisados sao oriundos de coletas efetuadas de marco a maio
de 2002, e de marcgo a abril e de julho a agosto de 2004 nos projetos “Diversidade
de espécies e de interagdes em plantas e insetos fitéfagos” (Lewinsohn et al.
2001) e “Efeito da degradacédo de habitat sobre a estrutura de interagbes entre
plantas e insetos fitéfagos”(Projeto de Doutorado de Mario Almeida Neto) (ambos

estudados no ambito do Programa BIOTA/Fapesp).

As coletas foram realizadas em areas de remanescentes de cerrado em
doze municipios do estado de S&o Paulo, a saber: Aguas de Santa Barbara,
Agudos, Assis, Bauru, Martinépolis, Mogi-Guacgu, Pedregulho, Rifania, Santa Rita
do Passa-Quatro (em 2002), Ibaté, Itirapina (em 2002 e 2004) e S&o Carlos (em
2004). Esses remanescentes estdo inseridos em formacdes de cerrado com
diferentes fitofisionomias que apresentam composicéo floristica distintas, séo elas:

cerradao, cerrado sensu stricto e campo cerrado (Eiten 1971).

Criagao dos insetos

A cada coleta, capitulos de asteraceas foram coletados e mantidos em

laboratorio para a obtencdo de individuos adultos. Apenas capitulos maduros



foram coletados e armazenados em recipientes de PVC transparentes com 0,5 ou
1 litro de capacidade, com boca larga e tampa de tela para permitir a ventilagéo e

evitar umedecimento excessivo dos mesmos.

A criacdo de adultos foi mantida em laboratério por no minimo dois meses
(ou periodo equivalente a emergéncia dos adultos). O material dos frascos foi
triado diariamente inicialmente, sendo este intervalo gradativamente ampliado a
medida que as emergéncias de insetos tornaram-se mais esparsas. Os insetos
que emergiram das amostras foram retirados dos potes de criacdo apds serem
anestesiados com CO,. Depois de mortos esses foram montados com alfinete
entomoldgico, em montagem dupla. O material de referéncia sera depositado no

Museu de Histéria Natural da Universidade Estadual de Campinas.

Preparacao do material

Como a maior parte das descrigbes das espécies desta familia foi baseada
apenas no aparelho genital masculino (Spencer & Stegmaier 1973, Spencer et al.
1992) (Fig. 2), inicialmente foram separados os machos das fémeas, com base na
morfologia externa do ultimo segmento do abdome (aparelho reprodutor). Apos
esta separagdo foi realizada a dissec¢do da genitalia de todos os individuos
machos, usando procedimento usual para este grupo (A. P. Prado, comunicagéo

pessoal).

Segundo este procedimento o abdome é retirado e mantido por até 16
horas em solu¢cao de KOH (10%) a frio, e em seguida lavado em alcool 70%. A
regidao do epandrio é retirada do pés-abdome e os edeagos (Fig. 2) sao dispostos
em laminas e examinados em microscopia otica. A identificagcdo das espécies ja
descritas foi feita com base na literatura (e.g., Spencer & Stegmaier 1973, Spencer
& Steyskal 1986, Spencer et al. 1992) e por meio da comparagao com espécimes
das espécies Melanagromyza minima Spencer, M. minimoides Spencer e M.
chaptaliae Spencer identificados por Kenneth A. Spencer, obtidos por
empréstimo, dos acervos do Museu de Zoologia da Universidade de S&ao Paulo
(MZSP) e do Museu Britanico de Historia Natural (BMNH).
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Exemplares de referéncia de edeagos foram montados em l|aminas
permanentes com Euparal, fotografados e/ou desenhados. Nos demais espécimes
a genitalia e abdome, ap0s exame e comparagéao, foram preservados em glicerina

em tubo de genitalia montado no mesmo alfinete do adulto.

RESULTADOS

Dos 1405 individuos de Agromyzidae coletados, machos e fémeas, foram
identificados 698 individuos machos pertencentes principalmente a
Melanagromyza (691 individuos). Apenas seis individuos foram identificados como
sendo Liriomyza; estes individuos provinham de apenas uma unica amostra de
Mikania cordifolia (Eupatorieae). Apenas um individuo, que emergiu de capitulos
de Lepidaploa psilostachya (Eupatorieae), foi identificado como sendo Ophiomyia
Braschnikov. Dos individuos identificados, 468 (66%) pertencem a apenas trés
espécies. Dentre estas espécies Melanagromyza bidentis Spencer foi a mais
abundante com 199 individuos (28,5%), seguida por M. neotropica Spencer com
164 individuos (23,5%) e M. floris Spencer com 105 individuos (15%). Em
comparacao algumas espécies foram representadas por apenas um unico
individuo, séo elas M. chaptaliae Spencer, Melanagromyza sp5 e Ophiomyia sp
(Tabela 1).

As espécies de agromizideos enddfagos de capitulos que foram estudadas
emergiram de 28 espécies de asteraceas distribuidas em 16 géneros e seis tribos
(Eupatorieae, Heliantheae, Mutisieae, Senecioneae e Vernonieae) (Tabela 1). A
tribo com o0 maior numero de espécies de agromizideos associados foi
Eupatorieae, com seis das 15 espécies identificadas. Outras oito espécies de
plantas hospedeiras apresentaram interagdo com no maximo duas espécies de
agromizideos e nove espécies apresentaram interacdo com apenas uma unica
espécie de agromizideo endofago de capitulo.

Foram também registradas 35 novas ocorréncias de associacdo de

agromizideos dos trés géneros Liriomyza, Melanagromyza e Ophiomyia em
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plantas hospedeiras, i.e., pela primeira vez estas interagcbes sao relatadas (Tabela

2).

Caracterizagdao bionémica das espécies

Séao apresentadas a seguir, em ordem alfabética, as espécies pertencentes

a Liriomyza, Melanagromyza e Ophiomyia, identificadas neste trabalho, que

emergiram dos capitulos de asteraceas coletados.

Género Liriomyza Mik

Liriomyza Mik, 1894: 284.

Espécie tipo: Liriomyza urophorina Mik.

Foram identificados apenas seis individuos pertencentes a esse género, todos
muito semelhantes, tanto na morfologia interna quanto externa, a um grupo de
individuos que emergiu de duas espécies de Chromolaena (Eupatorieae)
coletadas por Lewinsohn (1988). Todos os individuos coletados no atual

trabalho emergiram de uma unica amostra de Mikania cordifolia (Eupatorieae).

Género Melanagromyza Hendel

Melanagromyza Hendel, 1920: 120. Ref.- Spencer, 1966: 3-60,1969: 64.
Espécie tipo: Agromyza aeneoventris Fallén, 1823:4.

Melanagromyza bidentis Spencer

Melanagromyza bidentis Spencer, 1966: 7.

Adulto: espécie pequena, com asa medindo de 1,6 — 1,9 mm de comprimento,
mesonoto preto com reflexo verde metalico e esquama cinza. Esta espécie ja
foi registrada nos Estados Unidos (Flérida), Venezuela, Costa Rica e Brasil em
Bidens pilosa e Verbesina laciniata (Heliantheae). No presente trabalho os
individuos coletados desta espécie apresentaram interagdo com um total de
nove espécies, pertencentes a dois géneros, um da tribo Eupatorieae e outro

da tribo Vernonieae.
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Melanagromyza chaptaliae Spencer

Melanagromyza chaptaliae Spencer, 1966: 8.

Adulto: espécie de tamanho médio, com asa medindo 1,8 mm de comprimento,
esquama e franja da esquama brancas com reflexos prateados. Esta espécie
foi encontrada por Spencer nos Estados Unidos (Flérida) em Chaptalia dentata
(Mutisieae) e por Lewinsohn (1988) no Brasil em C. nutans e em Porophyllum
ruderales (Tageteae). O Unico individuo encontrado no presente trabalho

emergiu de C. interrigima.

Melanagromyza erechtitidis Spencer

Melanagromyza erechtitidis Spencer, 1966: 10.

Adulto: espécie grande quando comparada a outras espécies do género. O
comprimento da asa varia entre 2,1 — 2,3 mm, mesonoto preto metalico,
esquama cinza com franja preta. Sua distribuicdo é conhecida apenas nos
Estados Unidos (Flérida) e no Brasil em Erecthites hieracifolia (Senecioneae) e
em mais oito espécies de plantas pertencentes a esta mesma tribo, além de
mais seis espécies hospedeiras da tribo Eupatorieae e duas da tribo Astereae.
Neste estudo, os individuos emergiram de duas espécies da tribo

Senecioneae, E. hieracifolia e Hoehnephytum trixoides.

Melanagromyza floris Spencer

Melanagromyza floris Spencer, 1963: 313. Ref.- 1966 : 10

Adulto: espécie pequena com coloracéo preta e verde metalica, asa medindo
1,75 — 2 mm de comprimento, esquama e franja brancas. Apresenta
distribuicdo conhecida nas Américas (Bahamas, Brasil, Costa Rica, Cuba,
Estados Unidos (Flérida), Jamaica, México, Porto Rico, Trinidad e Venezuela)
em Bidens pilosa, Calendula sp., Wedelia paludosa e Wulffia baccata
(Heliantheae) e Conyza maximus (Astereae). Todos os individuos emergiram
de plantas da tribo Heliantheae, sendo 103 individuos da espécie Bidens

gardneri e apenas dois da espécie Aspilia sp.

13



Melanagromyza minima Malloch

Agromyza minima Malloch, 1913 : 328

Melanagromyza minima Shewell, 1953: 468. Ref.- Frick, 1957: 200; 1959: 364;
Spencer, 1963: 317; 1966: 12.

Melanagromyza longicaudalis Spencer,1963 : 316. Ref.- Spencer, 1966 : 12.
Adulto: espécie pequena, com a asa medindo entre 1,9 — 2,0 mm de
comprimento, sua morfologia externa e interna é muito semelhante a de M.
bidentis. Apresenta o mesonoto preto com reflexos de verde a azul metalico,
esquama cinza com franja preta. Com distribuicdo conhecida nas Américas
(Antigua, Brasil, Costa Rica, Estados Unidos (Flérida), Jamaica, México,
Republica Dominicana e Trinidad) nas plantas hospedeiras Chromolaena
odorata (Eupatorieae), Wedelia paludosa e W. trilobata (Heliantheae). Os
individuos dessa espécie emergiram de trés espécies da tribo Heliantheae,

Bidens gardneri, Viguiera robusta e V. arenatria.

Melanagromyza minimoides Spencer

Melanagromyza minimoides Spencer, 1966: 13.

Adulto: espécie pequena, abdome preto e verde metalico, comprimento da asa
entre 1,6 — 2,2 mm, com a esquama cinza. Esta espécie também apresenta
muita semelhanca, seja na morfologia externa quanto na interna, a M. bidentis
e M. minima. Foi registrada na Venezuela e nos Estados Unidos em
levantamentos realizados por Spencer (1966), na Argentina em um trabalho
realizado por Valladares et al. (1982) e no Brasil em um levantamento
realizado por Lewinsohn (1988) nas plantas hospedeiras Aster simmondsii e
Baccharis trinervis (Asteraeae); Helenium nudiflurum (Helenieae); Bidens
pilosa, Borrichia frutescens, Melanthera deltoidea, Rubdeckia laciniata,
Verbesina laciniata, Wedelia paludosa e Wulffia baccata (Heliantheae);
Cyrtocymura scorpioides, Lepidaploa salzmannii, Lessingianthus parvifolius,
Vernonanthura petiolaris e Lychnophora passerina (Vernonieae). Foram
identificados apenas dois individuos desta espécie: um emergiu de Bidens
gardneri e o outro de Wulffia stenoglossa, duas espécies de planta hospedeira

pertencentes a tribo Heliantheae. Edeago e epandrio (Fig. 3)
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Complexo Melanagromyza minimoides

Melanagromyza sp1

Adulto: espécie muito semelhante a M. minimoides, asa medindo 1,6 - 1,8 mm
de comprimento, com diferencas na forma e membrana do edeago (Fig. 3a, 4b)
Todos os individuos desta espécie emergiram de Bidens gardneri

(Heliantheae).

Melanagromyza sp2

Adulto: comprimento da asa de 1,4 — 1,7 mm, espécie semelhante também a
M. minimoides com diferencas na forma do edeago (Fig. 5a) e na forma do
epandrio, este semelhante ao de M. neotropica (Fig. 5b e 10b). Os individuos
emergiram de plantas da tribo Mutisieae (Gochnatia polymorpha, G. pulchra e
Trixis verbasciformis) e Eupatorieae (Campuloclinium chlorolepis e Mikania

cordifolia).

Melanagromyza sp 3

Adulto: espécie também semelhante @ M. minimoides e o edeago semelhante
ao de Melanagromyza sp2 (Fig. 6a, b) com variacdo na morfologia do sustilo
(Fig. 6¢c) e da membrana do edeago. A asa medindo entre 1,4 - 1,9 mm de
comprimento. Os individuos emergiram de Chrysolaena platensis, Lepidaploa
salzmannii, Vernonanthura ferruginea, V. membranacea e V. phosphorica,

todas pertencentes a tribo Vernonieae.

Melanagromyza sp4

Adulto: asa medindo 1,5 — 1,6 mm, espécie semelhante a M. minimoides com
diferenca importante na morfologia do edeago (Fig. 7a) e na inser¢cao das
cerdas no epandrio (Fig. 7b). Todos os seis individuos emergiram de Baccharis

dracunculifolia (Astereae).
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Melanagromyza neotropica Spencer

Melanagromyza neotropica Spencer, 1973: 219.

Adulto: espécie grande, abdome preto com reflexos verde e dourados, asa
medindo 2,2 — 2,6 mm de comprimento. Apresenta distribuicdo conhecida nas
Américas (Brasil, Costa Rica, México e Venezuela), onde a biologia do inseto e
sua planta hospedeira ainda ndo eram conhecidas. No atual trabalho, esta
espécie emergiu principalmente (157 individuos) de capitulos de Bidens
gardneri (Heliantheae), e apenas seis individuos emergiram de capitulos de
outras trés espécies pertencentes a tribo Eupatorieae (Campuloclinium
chlorolepis, Chromolaena odorata e C. pedunculosa). Edeago e epandrio (Fig.
10)

Melanagromyza wedeliae Spencer

Melanagromyza wedeliae Spencer in Spencer & Stegmaier, 1973: 54.

Adulto: espécie média, asa medindo 2,3 mm de comprimento, apresentando a
ultima porcédo da veia Ms.4 curta, abdome preto e verde metélico, esquama
cinza com a margem das franjas pretas. Esta espécie tinha sua ocorréncia
registrada, até o momento, apenas nos Estados Unidos (Florida), nas espécies
hospedeiras Wedelia paludosa e Senecio confusus (Senecioneae). O uUnico
individuo desta espécie, no trabalho atual, emergiu de capitulo de Trixis

vauthieri (Heliantheae).

Melanagromyza sp5

Adulto: espécie semelhante, tanto na morfologia interna (Fig. 8a, 8b) quanto
externa, a M. neotropica (Fig. 10a), com asa medindo 1,7mm de comprimento.
O Unico individuo encontrado desta morfoespécie emergiu de capitulos de

Chrysolaena platensis (Vernonieae).

16



Género Ophiomyia Braschnikov

Agromyza Fallén, (subgénero) Ophiomyia Braschnikov, 1897.

Espécie tipo: Agromyza publicaria Meigen, 1830 [misid.,=Agromyza maura
Meiger, 1830]

Ophiomyia Braschnikov. Ref. - Hendel, 1920: 128 (como género).

Ophiomyia sp
Adulto: asa com 1,7 mm de comprimento, formas do edeago, do nono esternito
e do epandrio bem diferentes das espécies de Ophiomyia ja descritas (Fig. 9).

O unico individuo coletado emergiu de capitulos de Lepidaploa psilostachya

(Eupatorieae).

DISCUSSAO

Das quinze morfoespécies de agromizideos identificadas neste trabalho,
oito (53,3%) foram identificadas até espécie e as outras sete (46,6%) foram
separadas apenas até género. Como observado por Spencer e Stegmaier (1973)
a maioria das espécies identificadas (93,3%) pertence ao género Melanagromyza,
que é considerado o segundo maior género da familia Agromyzidade, com mais
de 280 espécies descritas, sendo a maioria delas descritas para as regides
tropicais, onde este género € o maior da familia. A maior parte das espécies
descritas deste género € brocadora de caules, mas nas regides tropicais estdo
concentradas as espécies endodfagas de capitulos de asteraceas. Spencer (1990),
baseado apenas nas caracteristicas comportamentais e morfolégicas esta
diferenca de habitos alimentares, sugere que estes grupos de espécies podem
nao ser monofiléticas (Spencer 1990).

Melanagromyza minimoides sempre foi considerada muito semelhante, em
sua morfologia externa e interna, a M. bidentis e M. minima (Lewinsohn 1988;
Spencer 1963, 1966, 1973; Spencer & Stegmaier 1973; Spencer & Steyskal 1986;
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Spencer et al. 1992). No trabalho atual, os dois individuos desta espécie foram
identificados através da similaridade das formas do edeago, forma e numero de
cerdas no epéandrio e sustilo, com tipos identificados por Spencer (1966). Esta
espécie ja foi considerada polifaga em outros levantamentos, por estar associada
a capitulos de varias espécies pertencentes a mais de seis tribos de asteraceas.
Apesar disso, acreditamos que M. minimoides, na verdade, pode ser um complexo
de espécies muito semelhantes tanto na morfologia externa quanto interna. Isto
porque, a partir de separacdo mais detalhada com base nas variagdes
morfolégicas ndo s6 do edeago, mas também do epandrio e suas cerdas, é
possivel separar esses individuos, inicialmente classificados como M. minimoides,
em outras quatro morfoespécies, aqui denominadas como Melanagromyza sp1 a
sp4.

As principais diferencas entre M. minimoides (Fig. 3) e Melanagromyza sp1
(Fig.4) sao: (1) a membrana que recobre o edeago em Melanagromyza sp1 é
muito mais longa, (2) a porgéo distal da mesma é mais alargada que a membrana
de M. minimoides. Além disso, o edeago € semelhante, porém menor, que em M.
minimoides. Ja Melanagromyza sp2, quando comparada a M. minimoides,
apresenta o edeago proporcionalmente menor (Fig. 5a). A porcao distal do edeago
ndo é arredondada e o formato do gancho grande do epandrio (Fig. 5b) é
semelhante ao de M. neotropica (Fig. 10b). Além disso, a membrana que recobre
0 edeago € mais longa. Os individuos desta morfoespécie, que emergiram da tribo
Eupatorieae, apresentam toda a estrutura do aparelho reprodutor
proporcionalmente maior (2X) que os individuos que emergiram da tribo Mutisieae.

Melanagromyza sp3 apresenta o edeago semelhante a Melanagromyza
sp2, mas existem diferengas importantes na forma do apandrio e principalmente
na porcao distal da membrana que recobre o edeago (Fig. 6). Em todos os
individuos, esta membrana se apresenta mais afinada na extremidade terminal
com aspecto colabado. Melanagromyza sp4, como as morfoespécies anteriores,
apresenta o edeago muito semelhante a M. minimoides, por esse motivo pode ser
facilmente confundido com esta durante a separacdo. A maior variagcao
morfolégica pode ser observada na disposi¢do das cerdas no epandrio e uma
protuberancia em forma de aba distendida na porgao distal do edeago (Fig. 7).

Outra espécie que sera descrita é Melanagromyza sp5, que apresenta o
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edeago muito semelhante ao de M. neotropica (Fig. 10), mas a porgéo distal do
edeago em forma de leque o diferencia das outras espécies descritas (Fig. 8a, 8b).

Das espécies pertencentes a Melanagromyza identificadas neste trabalho,
apenas M. erechtitidis apresentou interagdo com a mesma espécie de planta
hospedeira onde ja €& conhecida sua endofagia. As outras doze espécies de
agromizideos identificadas neste trabalho emergiram de espécies onde ainda nao
havia sido registrada a interagdo. Esse fato foi encontrado também por Prado et al.
(2002), estudando as associacbes de tefritideos enddfagos de capitulos de
asteraceas e suas plantas hospedeiras.

Neste estudo foram registradas novas espécies de plantas hospedeiras
para agromizideos dos géneros Liriomyza e Melanagromyza (Tabela 2). E
importante ressaltar que neste trabalho a espécie Melanagromyza minimoides é
considerada um complexo de espécies.

Podemos observar que os dados disponiveis na literatura para os
agromizideos endoéfagos foram coletados em regides biogeograficas bem
diferentes das do trabalho atual, como por exemplo, nos Estados Unidos (Florida),
Jamaica, Costa Rica e Venezuela. No Brasil, os dados dessas interagcées foram
obtidos em areas litoraneas e em areas de altitude (Lewinsohn 1988); para areas
de cerrados, esses s&o o0s primeiros registros dessas interagbes. Essa pequena
variagdo no uso das plantas hospedeiras, mesmo em regides biogeograficas
diferentes, sugere que o numero de hospedeiras potenciais de um determinado
taxon de agromizideo pode ser filogeneticamente restrito, como sugerido por
Zwolfer (1982, 1988), Straw (1989), e Lewinsohn et al. (1991).

Apesar de uma grande porcentagem de espécies de agromizideos se
associar a plantas relacionadas filogeneticamente, mesmo em regibes tao
distintas, a espécie M. bidentis foi encontrada associada apenas a uma tribo de
asteracea onde ainda nao havia sido registrada sua endofagia. Spencer (1966,
1973) encontrou esta espécie associada apenas a capitulos de plantas da tribo
Heliantheae, e no presente trabalho todos os individuos coletados emergiram de
plantas das tribos Vernonieae e Eupatorieae, esta ultima considerada por Bremer
(1984) como grupo-irméo de Heliantheae.

Dentre as 15 espécies de agromizideos identificadas neste trabalho,

apenas uma foi identificada como sendo de Liriomyza. Esse género &,
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possivelmente, o maior género de agromizideos neotropicais, onde a grande
maioria das espécies € minadora de folhas (Spencer 1963, 1973; Spencer &
Steyskal 1986). Em um dos primeiros levantamentos sobre a endofagia de
capitulos de asteraceas realizados no Brasil, Lewinsohn (1988) registrou pela
primeira vez o habito de endofagia de capitulos em espécies de Liriomyza
americanas. Essas espécies de endofagos foram encontradas associadas as
tribos Astereae, Eupatorieae e Vernonieae. Além disso, como no trabalho atual, foi
observada uma baixa taxa (0,5%) de infestacdo por Liriomyza em capitulos de
asteraceas.

Pela primeira vez no Brasil foi registrada a associagédo de uma espécie de
Ophiomyia em capitulos de asteraceas, apesar deste género ser bem
representado na regido Neotropical (Spencer & Stegmaier 1973). Grande parte
das espécies descritas deste género € minadora de folhas e caule, comedora de
sementes e galhadora de caule (Greathead 1968, Spencer & Stegmaier 1973) e
segundo Spencer & Stegmaier (1973) pouco se sabe sobre a biologia e a
associagédo de cerca de 40% das espécies descritas. O espécime pertencente a
esse género nao apresenta semelhangca alguma na forma do edeago com
qualquer outra espécie, deste género, ja descrita (Fig. 10).

Seis das 15 espécies coletadas ainda n&o foram descritas e isso nos
mostra o quéo pouco se sabe sobre a diversidade de agromizideos neotropicais.
As descri¢des e os resultados obtidos neste estudo permitirdo que estas espécies
sejam descritas em breve, por apresentarem variagdes morfolégicas importantes
que nos permitem separa-las em espécies distintas (A. P. Prado, comunicacao
pessoal). Levando em consideragdo a alta diversidade de espécies de plantas
pertencentes a familia Asteraceae nas regides neotropicais, que sé&o
potencialmente hospedeiras de agromizideos enddfagos de capitulos, e a alta
especializagdo alimentar da maioria das espécies da familia Agromyzidae,
podemos, como Spencer (1965), supor que conhecemos apenas uma pequena
porcentagem das espécies de agromizideos endofagos de capitulos de asteraceas

na regiao Neotropical.
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Tabela 1. Espécies de agromizideos identificadas, suas plantas hospedeiras

(espécie e tribo). Tribo- A - Astereae, E - Eupatorieae, H - Heliantheae, M -

Mutisieae, S - Senecioneae e V — Vernonieae.
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— Taxon planta 3 S S S =S XS S =S S =2 = = = = o —
A Baccharis dracunculifolia DC. 6 6
Campuloclinium chlorolepis (Baker) K&R 4 2
Chromolaena chaseae (B. Robinson) K&R 6 6
C. odorata (L.) K&R 36 1 37
C. pedunculosa (Hook & Arn.) K&R 44 1 45
C. pungens (Gardner) K&R 54 54
C. squalida (DC.) K&R 12 12
C. verbenacea (DC.) K&R 6 6
Mikania cordifolia (L.F.) Willd 6 21 27
H Aspilia indet. 2 2
Bidens gardneri Baker 103 12 1 157 15 288
Viguiera arenaria Baker 41 41
Viguiera robusta Gardn. 5 5
Viguiera sp. 1 6 6
Wulffia stenoglossa (Cass.) DC. 1
M  Chaptalia integerrima (Vell.) Burkart 1 1
Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera 2 2
Gochnatia pulchra (Spreng.) Cabrera 6 6
Trixis vauthieri DC. 2 2
Trixis verbasciformis Less. 14 14
S  Erechtites hieracifolius (L.) Raf. 27 27
Hoehnephytum trixoides (Gardn.) Cabrera 10 10
\V  Chrysolaena herbacea (Vell.) H. Rob. 3 1 4
Lepidaploa salzmannii (DC.) H. Rob. 1 1
Lepidaploa psilostachya (DC.) H. Rob. 1 1
Vernonanthura ferruginea (Less.) H. Rob. 22 7 29
Vernoanthura membranacea (Gardn.) H. Rob. 18 38 56
Vernonanthura phosphorica (Vell.) H. Rob. 1 2 3
[Total 6 199 1 37 105 64 2 164 2 15 45 51 6 1 1 698

K&R- abreviagdo de King & Robinson
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Tabela 2. Novos registros de ocorréncia de agromizideos em diferentes plantas

hospedeiras, em remanescentes de cerrado no estado de Sdo Paulo. Obs.: No

presente estudo Melanagromyza minimoides é considerada um complexo de

espécies ainda nao descritas. Ver texto para maiores explicagbes. Tribo E =

Eupatorieae, V = Vernonieae, M = Mutisieae, S = Senecioneae, H = Heliantheae,

A = Astereae.
Agromyzidae Plantas hospedeiras
T Municipio de coleta
Espécie Tribo  Espécie
Liriomyza sp. E  Mikania cordifolia Itirapina

Melanagromyza bidentis E  Chromolaena chaseae

C. odorata

C. pedunculosa

C. pungens

C. squalida
C. verbenacea
V  Vernonanthura ferruginea

V. membranacea

V. phosphorica

M. chaptaliae M C. interrigima
M. erechtitidis S Hoehnephytum trixoides
M. floris H  Aspilia sp.

Bidens gardneri

M. minima H  Bidens gardneri

Ibaté, S&o Carlos

Aguas Sta. Barbara, Itirapina, Sdo
Carlos

Aguas Sta. Barbara, Agudos, Ibaté,
Itirapina, Mogi Guagu, S&o Carlos
Aguas Sta. Barbara, Ibaté, Itirapina,
Pedregulho, Sta. R. P. Quatro, Sdo
Carlos

ltirapina, Pedregulho, Sta. R. P.
Quatro, Sao Carlos

Bauru

Itirapina, Sao Carlos

Assis, Bauru, Itirapina, Pedregulho,
Rifania, Sao Carlos

Itirapina

Sao Carlos

Itirapina

Pedregulho

Aguas Sta. Barbara, Agudos, Assis,
Itirapina, Martin6polis, Pedregulho,
Sao Carlos

Itirapina, Martinopolis, Pedregulho,

S3ao Carlos
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Agromyzidae

Plantas hospedeiras

Municipio de coleta

Espécie Tribo Espécie

Viguiera arenaria Itirapina, S&o Carlos

V. robusta Ibate, Séo Carlos
M. minimoides H  Bidens gardneri Itirapina

Waulffia stenoglossa Itirapina
Melanagromyza sp1 H Bidens gardneri Assis, Itirapina, Sao Carlos
Melanagromyza sp2 M  Gochnatia polymorpha Itirapina

G. pulchra Ibaté, Sao Carlos

Trixis verbasciformis Itirapina, S&o Carlos

E  Campuloclinium chlorolepis Pedregulho

Mikania cordifolia Ibaté, Itirapina, S&o Carlos
Melanagromyza sp3 V  Chrysolaena herbacea ltirapina

Lepidaploa salzmannii Assis

Vernonanthura ferruginea  ltirapina, Sdo Carlos

V. membranacea Agudos, ltirapina, Mogi Guagu, Séo

Carlos

V. phosphorica Itirapina
Melanagromyza sp4 A Baccharis dracunculifolia Mogi Guagu, Sao Carlos
Melanagromyza sp5 V  Chrysolaena herbacea Itirapina
M. neotropica E  Campuloclinium chlorolepis Sao Carlos

Chromolaena odorata Mogi Guagu

C. pedunculosa Itirapina
M. wedeliae H  Trixis vauthieri Martin6polis
Ophiomyia sp H Lepidaploa psilostachya Itirapina
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Figura 1. Vista lateral de um macho de Melanagromyza (adaptado de Spencer &
Steyskal 1986).
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Figura 2. Vista frontal da genitalia, e suas estruturas, de um macho de Melanagromyza

bidentis Spencer.
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0,1 mm

Figura 3 — Melanagromyza minimoides: a, edeago, vista frontal; b, epandrio, vista frontal.

0,1 mm

Figura 4 - Melanagromyza sp1: a, edeago, vista lateral; b, edeago, vista frontal;

¢, nono esternito
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0,1 mm

Figura 5 - Melanagromyza sp2: a, edeago, vista frontal: b, epandrio, vista frontal.

B

e
g -
-
-~

Figura 6 - Melanagromyza sp3: a, edeago, vista lateral; b, edeago, vista frontal, c

epandrio, vista frontal.
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Figura 7 - Melanagromyza sp4: a, edeago, vista frontal; b, epandrio, vista frontal.

Figura 8 - Melanagromyza sp5: a, edeago, vista frontal; b, edeago, vista lateral.

31



Figura 9 — Ophiomyia sp.: a, edeago, vista lateral; b, nono esternito, vista frontal, c,

epandrio, vista frontal.

Figura 10 - Melanagromyza neotropica a, edeago, vista lateral; b, epandrio, vista frontal.
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Capitulo 2. A ESPECIALIZAGAO ALIMENTAR EM AGROMIZIDEOS ENDOFAGOS
DE CAPITULOS DE ASTERACEAS

INTRODUCAO

A maioria das espécies de insetos herbivoros tende a ser especializada no
uso de suas plantas hospedeiras, alimentando-se de uma ou poucas espécies
(Strong et al. 1984; Jaenike 1990; Bernays & Chapman 1994; Funk et al. 2002). A
especializagdo alimentar pode estar relacionada ao tipo de comportamento
alimentar do inseto herbivoro. Os herbivoros que se alimentam no interior de
estruturas da planta hospedeira (endéfagos), como minadores de folhas,
galhadores de folhas ou caule e brocadores de caules ou raizes, apresentam uma
relacdo mais intima com esta quando comparados aos que nao apresentam este
habito (exdéfagos). Na endofagia o herbivoro passa uma fase do seu
desenvolvimento, geralmente como larva, dentro de estruturas da planta
hospedeira, e por esse motivo esta mais exposto as defesas quimicas e fisicas da
planta. Por essa raz&o, experimentos mostram que os insetos end6fagos podem
apresentar maior especificidade alimentar que os insetos exdfagos (Mattson et
al.1988, Cornell 1989, Gaston et al. 1992).

Segundo Spencer (1965), a maioria das espécies minadoras de folhas da
familia Agromyzidae é monofaga, ou seja, alimenta-se de uma ou mais espécies
de plantas relacionadas em um mesmo género, ou oligbfagas que alimentam-se
de plantas de géneros diferentes pertencentes a uma mesma familia. Em um
levantamento realizado na Floérida, Spencer e Stegmaier (1973) observaram que
das 66 espécies de agromizideos minadores e endéfagos de capitulos em que se
conhecia a planta hospedeira do inseto, 34 eram mondfagas, 28 oligéfagas e
apenas quatro espécies eram polifagas. As espécies desta familia que se
desenvolvem e se alimentam em capitulos florais, como € o caso das endo6fagas
de capitulos de asteraceas, sdao na sua maioria mondéfagas restritas, ou seja,

associam-se apenas a uma unica espécie de planta hospedeira (Spencer 1965,
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1990). Spencer (1965) chega a considerar até que individuos encontrados em
capitulos de hospedeiras novas devem ser considerados como uma espécie nova
de inseto, devido a alta especificidade alimentar do grupo.

Apesar da maioria das espécies de insetos endofagos estar associada
apenas a uma unica espécie de planta, como é o caso dos agromizideos, outras
estdo associadas a varias espécies relacionadas em géneros ou até familias de
plantas hospedeiras diferentes. O numero de estudos sobre essas espécies de
insetos, considerados oligéfagos ou polifagos, tem aumentado nas ultimas
décadas. O resultado desses trabalhos tem mostrado que muitas das espécies
generalistas sao, na verdade, um conjunto de populagdes especialistas locais que
utilizam diferentes espécies de plantas hospedeiras em diferentes localidades (Fox
& Morrow 1981; Thompson & Pellmyr 1991; Singer et al. 1992; Thompson 1993;
Sword & Dopman 1999; Lewinsohn et al. 2005).

A utilizagcédo diferencial de plantas hospedeiras, entre as localidades, por
uma espécie de inseto pode ser resultado da diferenciacdo genética no uso do
recurso alimentar das populagdes, ou ainda ser devida a diferengas ecoldgicas
entre as localidades, como por exemplo, a diferenca da presenca e/ou a
abundancia diferencial das plantas hospedeiras entre localidades (Jaenike 1989,
Thompson 1993, Mayhew 1997, Prado & Lewinsohn 2000). Poucos experimentos
testaram a variagdo genética no comportamento de oviposicdo entre as
populagdes de um inseto herbivoro. Os estudos existentes mostram evidéncias
das influéncias genéticas, biogeograficas e ecolégicas nos padrdes locais de
escolha de hospedeiras (Jaenike 1989, Thompson 1993. Almeida et al. 2004).

A estrutura geografica da especializagdo alimentar de uma espécie de
inseto herbivoro é influenciada n&o apenas pela variacéo espacial na abundéancia
da planta hospedeira (Courtney & Forsberg 1988) mas também pela variagéo
espacial na qualidade da planta hospedeira e na adaptacgéo local da populagdo do
inseto (Jaenike 1990, Mayhew 1997, Awmack & Leather 2002). Muitas vezes, a
planta hospedeira mais utilizada localmente por uma espécie oligofaga de inseto
nao é necessariamente a sua hospedeira principal, isso pode ser causado pela
auséncia ou escassez da planta hospedeira principal no local (Singer 1983, Singer
et al. 1989). O inverso também pode ocorrer, ou seja, mesmo a planta hospedeira

sendo a mais abundante na localidade ela pode ndo ser necessariamente a planta
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mais usada, devido a presenca da planta hospedeira principal na localidade.

Como a selegcédo da planta hospedeira € espacialmente variavel entre os
insetos herbivoros oligbfagos, e a abundéncia da planta hospedeira ndo prediz
necessariamente o comportamento de oviposicado das fémeas, acredita-se que a
dieta de uma populacao de insetos no campo néo € uma propriedade apenas dos
insetos, mas também um fendmeno emergente que resulta da interacdo entre o
inseto e as suas plantas hospedeiras (Singer et al. 1989, Strauss & Karban 1998,
Prado & Lewinsohn 2000).

Devido a dificuldade de identificagcdo dos agromizideos endéfagos de
capitulos, a especializagao alimentar desses insetos ainda nao foi suficientemente
bem estudada, além disso, a estrutura geografica dessas associacbes ainda &
desconhecida. No presente capitulo pretende-se discutir o padrao de
especializacdo alimentar desses endofagos com o objetivo de responder as
seguintes questdes: (i) Qual o grau de especializagdo entre os agromizideos
endofagos de capitulos de asteraceas?; (ii) Existe especializagdo local em
espécies oligbéfagas e polifagas de Melanagromyza? e (iii) A ocorréncia e a
abundancia dessas espécies de agromizideos oligéfagos e polifagos estédo

correlacionadas com a ocorréncia e a abundancia das suas plantas hospedeiras?

MATERIAL E METODOS

Para identificar o grau de especializacdo alimentar das espécies de
agromizideos, foram utilizados os dados de interacdo entre agromizideos e suas
plantas hospedeiras dos projetos “Diversidade de espécies e de interagcbes em
plantas e insetos fitofagos” (Projeto tematico 98/05085-2, BIOTA/Fapesp) e “Efeito
da degradagdo de habitat sobre a estrutura de interagdes entre plantas e insetos
fitofagos” (Projeto de Doutorado de Mario Almeida Neto - BIOTA/Fapesp). A
identificacdo das espécies de agromizideos destes dois projetos foi realizada no

Capitulo 1 desta dissertagédo (Tabela 1, Capitulo 1).
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Para responder as outras questbes propostas neste capitulo foram
utiizados apenas os dados coletados pelo projeto “Efeito da degradacdo de
habitat sobre a estrutura de interagbes entre plantas e insetos fitdfagos” (Tabela
1). Neste projeto foram amostrados 20 fragmentos de cerrado no estado de Sao
Paulo nos municipios de Ibaté, ltirapina e Sao Carlos (Tabela 2). Em cada
fragmento, 2250 m? de area foram amostrados. Esta area total corresponde a
soma de 15 transecbdes de 30m x 5m. As localizacbes das transeg¢des foram
sorteadas ao longo do perimetro e para o interior dos fragmentos. Para se estimar
a riqueza e abundancia das asteraceas na area amostrada, foram registradas a
presengca e abundancia de cada espécie (em floracdo ou frutificagdo) nas
transecdes. As espécies que nao ocorreram nas transeg¢des também foram
registradas. Pelo menos um testemunho de cada espécie foi coletado para
confirmacéao da identificacdo. As coletas foram realizadas em trés épocas do ano,
nas 20 localidades, durante os picos de floragdo das diferentes tribos de
asteraceas. As coletas foram realizadas nos meses de abril/maio e

agosto/setembro de 2003 e janeiro e fevereiro de 2004.

Neste trabalho, a classificacdo da especializagdo alimentar adotada
considera espécies de insetos monéfagas restritas aquelas que emergiram, ou
seja, se alimentam de apenas uma unica espécie de planta hospedeira,
monoéfagas as que emergiram de espécies de hospedeiras relacionadas em
apenas um unico género, oligéfagas as que emergiram de plantas hospedeiras
relacionadas em géneros diferentes em uma mesma tribo e polifagas as que

emergiram de plantas hospedeiras de diferentes tribos da familia Asteraceae.

Para investigar a existéncia de especializagéo local nas espécies oligéfagas
ou polifagas, foram utilizados os dados de abundéncia relativa das espécies de
agromizideos que apresentaram interagcdo com mais de duas espécies de plantas
hospedeiras, e com o numero de individuos total maior que 40 (Melanagromyza
bidentis Spencer, M. minima Malloch e Melanagromyza sp2). Com esses dados
foram construidos graficos com a distribuigdo das abundancias relativas das
plantas hospedeiras por localidade e as abundancias relativas dos insetos,
levando-se em consideracdo o tamanho da amostra de capitulos para cada

espécie de planta hospedeira por localidade e por época de coleta. Para isso, a
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abundancia absoluta do inseto foi dividida pelo valor do peso seco das amostras
de capitulos de cada espécie de planta hospedeira em cada localidade de onde o
inseto emergiu. Foram utilizados dados apenas das localidades e das épocas de
coleta nas quais emergiram no minimo quatro individuos de cada uma dessas trés
espécies de Melanagromyza. Foi realizado o tese de Qui-quadrado de aderéncia
para confirmar a variagdo na especializagao alimentar dos insetos nas localidades.
A Hp é de que os insetos sdo mais abundantes em plantas mais abundantes em
cada localidade. Para isso consideramos que n&o houve erro na medida de

abundancia das plantas.

Para verificar a relagdo entre a distribuicdo das interagbes, foram
construidos graficos com a freqiiéncia da presenca das plantas hospedeiras e dos
insetos enddfagos oligofagos ou polifagos (M. bidentis, M. minima e

Melanagromyza sp2) nas 20 localidades amostradas.

RESULTADOS

Das quinze espécies identificadas de agromizideos, sete emergiram de
apenas uma unica espécie de planta hospedeira (Liriomyza sp, Melanagromyza
chaptaliae Spencer, M. wedeliae Spencer, Melanagromyza sp1, Melanagromyza
sp4, Melanagromyza sp5 e Ophiomyia sp). Cinco emergiram de espécies de
plantas relacionadas em uma unica tribo de asteracea (M. erechtitidis Spencer, M.
floris Spencer, M. minima Malloch, M. minimoides Spencer e Melanagromyza sp3)
e trés emergiram de plantas hospedeiras de mais de uma tribo (M. bidentis, M.
neotropica Spencer e Melanagromyza sp2) (Tabela 1, Fig. 1).

A freqUiéncia da presenca das plantas hospedeiras e das trés espécies
oligofagas e polifagas de Melanagromyza (Melanagromyza sp2, M. bidentis e M.
minima) nao estavam diretamente relacionadas, pois as plantas estavam
presentes em muitas localidades em que os insetos ndo foram observados (Fig.
2).

M. bidentis emergiu de oito espécies de plantas hospedeiras, pertencentes
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a apenas dois géneros de duas tribos de asteraceas. Localmente, M. bidentis
apresentou diferenca na distribuicdo da abundéancia relativa dos individuos nas
espécies de plantas hospedeiras (Fig. 3). Dentre as oito localidades observadas,
apenas em Loc04 e em Loc11 os insetos apresentaram maior distribuicdo entre as
hospedeiras potenciais da localidade, emergindo de todas as espécies de
hospedeiras presentes nas localidades nas coletas realizadas em abril e maio de
2003; apesar de apresentarem uma distribuicdo nas plantas hospedeiras
diferentes das esperadas apenas em Loc11. Nas outras localidades os individuos
nao emergiram de todas as plantas hospedeiras potenciais presentes.

Em Loc05, LocO6 e Loc09 os individuos emergiram tanto de espécies
hospedeiras do género Vernonanthura quanto Chromolaena. Mas em LocO1,
LocO8 e Loc13 os individuos emergiram apenas de plantas do género
Chromolaena, mesmo com a presenca de plantas do género Vernonanthura. As
abundancias relativas dos insetos, corrigidas pelo esforco amostral de coleta das
plantas hospedeiras, ndo foram correlacionadas com as abundancias das plantas
hospedeiras nas localidades, sendo que muitas vezes a planta mais utilizada
localmente apresentava menor abundancia (Loc09, Loc11 e Loc 13). Nas
localidades Loc05 (x2=0,103; g.l.=3; p=0,75), Loc06 (x2=0,774; g.l.=7; p=0,86) e
Loc08 (x2=2,98; g.1.=10; p=0,843) os valores de qui-quadrado e ‘p’ ndo foram
significativos, ou seja, os insetos ndo estavam utilizando o recurso de acordo com

a abundancia da planta hospedeira.

Melanagromyza minima, que emergiu de trés espécies de plantas
hospedeiras (Bidens gardneri, Viguiera arenaria e V. robusta), distribuidas em dois
géneros de uma mesma tribo (Heliantheae), apresentou sua distribuicdo
diretamente relacionada a ocorréncia de V. arenaria em todas as localidades em
que esta planta estava presente (Fig. 4). Localmente esta espécie emergiu, na
maioria das localidades, apenas de V. arenaria, mesmo com a presenga das
outras hospedeiras. Apenas em Loc05 emergiram individuos das duas plantas
hospedeiras presentes na localidade (Tabela 3 e Fig. 4). Em Loc05, M. minima
apresentou abundancia relativa semelhante a abundancia relativa das plantas
hospedeiras (#*=0,669; g...=17; p=0,41). Nas localidades onde V. arenaria estava

ausente e V. robusta presente, mesmo com a presenca de B. gardneri, 0s
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individuos emergiram apenas de V. robusta (Tabela 3). Nas demais localidades,
mesmo com a presenca de B. gardneri, os individuos emergiram apenas de V.
arenaria (Tabela 3 e Fig. 4).

Melanagromyza sp2 foi registrada em todas as suas plantas hospedeiras
presentes na Loc14. Mesmo assim, a freqiéncia desta espécie foi
significativamente distinta das abundancias das plantas hospedeiras (y°=8,14;
g.1.=15; p=0,016), porque Trixis verbasciformis, mesmo nao sendo a planta mais
abundante, apresentou uma maior proporgdo de uso. Em Loc08 esta espécie
emergiu de todas suas hospedeiras presentes, com excegcdo de Campuloclinium
chlorolepis. Em Loc18 os individuos emergiram apenas de Mikania cordifolia,

mesmo ndo sendo esta a planta hospedeira localmente mais abundante (Fig. 5).

DISCUSSAO

Tal como os agromizideos minadores de folhas e as espécies end6fagas de
capitulos ja descritas, as espécies de agromizideos endofagas de capitulos
identificadas neste trabalho também apresentaram alta especializacdo alimentar,
alimentando-se de apenas poucas espécies de plantas hospedeiras (Spencer &
Stegmaier 1973, Spencer & Steykal 1986, Scheffer & Wiegmann 2000). O que
podemos observar € que 47% do total das espécies identificadas sdo mondéfagas
restritas, associadas a apenas uma unica espécie de asteracea. Dentre as
espécies de agromizideos que se alimentam de mais de uma espécie de planta
hospedeira de uma mesma tribo, nenhuma se restringe a um unico género, o que
foi observado € que sempre a espécie esta relacionada a mais de um género
dentro da tribo (Fig. 1).

Como em outros grupos de agromizideos minadores, a monofagia também
foi o padrao alimentar mais comum. A polifagia geralmente esta envolvida em
processos de especiacdo do inseto nas diferentes espécies de plantas
hospedeiras (Spencer 1990). Este é o caso de algumas das espécies minadoras
de Phytomyza, onde a polifagia pode ter duas origens independentes: ela pode
estar associada a uma especiagéao incipiente ou a condi¢cdes estaveis de uma real

expansdo da dieta do inseto. E interessante ressaltar que, neste género de
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agromizideo minador, a especiacao ocorreu com uma nova planta hospedeira
pouco relacionada filogeneticamente com a hospedeira principal do inseto
(Scheffer & Wiegmann 2000). Este pode ser o caso de M. bidentis, que esta
associada a plantas hospedeiras relacionadas em dois géneros, cada um
pertencente a uma tribo.

Dentre as espécies de agromizideos que emergiram de mais de duas
especies de plantas hospedeiras, M. neotropica, ainda ndo deve ser considerada
como uma espécie generalista, apesar de ter emergido de plantas hospedeiras de
mais de uma tribo. Isso porque 157 dos 164 individuos emergiram de uma unica
espécie de planta hospedeira (Bidens gardneri) (Tabela 1, Capitulo 1). Os
registros de emergéncia nas outras trés espécies de plantas hospedeiras podem
ser devido a um processo de substituicdo de planta hospedeira, a um erro na
oviposicédo da fémea (Singer 1983, Larsson & Ekbom 1995) ou ainda a algum erro
de triagem do material.

As abundéancias locais das trés espécies do género Melanagromyza
analisadas nem sempre estavam diretamente relacionadas com as abundéancias
locais das suas plantas hospedeiras (Figs. 3-5). A propor¢ao maior desses insetos
endéfagos em plantas localmente menos abundantes pode ser indicio de que
algum fator pode estar influenciando a sele¢cao da planta hospedeira, mostrando
que esses herbivoros ndo tendem a ovipor nas plantas mais abundantes
localmente como ocorre em outras espécies de insetos herbivoros. Esse
comportamento pode ser devido a variagcdo espacial da adaptagdo local das
populagbes de cada espécie ou também devido a variacdo espacial do
desempenho na planta hospedeira (sobrevivéncia e crescimento) durante os
estagios de desenvolvimento do inseto (Jaenike 1990, Kuussaari et al. 2000).

Este estudo também mostrou que existe diferenciacdo geografica no uso de
hospedeiras entre os agromizideos end6fagos de capitulos, e que a maioria das
espécies oligéfagas ou polifagas regionais nao apresentaram este comportamento
localmente. Como em outros grupos de herbivoros, o grau de especializagéo
alimentar das espécies de Melanagromyza oligbfagas ou polifagas varia de acordo
com a escala espacial em que as espécies sdo estudadas. Além disso, as
populagcdes de cada espécie apresentam diferentes restricbes alimentares e

comportamentos na selecao de hospedeira para oviposi¢ao pelas fémeas (Jones
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1977, Singer 1982, Courtney & Forsberg 1988, Janz & Nylin 1997, Lewinsohn et
al. 2005). Podemos observar que as trés espécies de Melanagromyza polifagas ou
oligéfagas regionais (M. bidentis, M. minima e Melanagromyza sp2) podem ser
consideradas em algumas localidades como monéfagas e até monofagas restritas,
isso porque apresentaram interacdo com um menor numero de plantas
hospedeiras localmente que regionalmente, mesmo com a presenca de espécies
hospedeiras alternativas na localidade (Figs.3-5).

Dentre as espécies polifagas ou oligéfagas que estdo associadas a mais de
uma familia de planta hospedeira na regido, M. bidentis apresentou um
comportamento interessante, pois estava associada a apenas dois géneros de
plantas hospedeiras, pertencentes a tribos diferentes (Tabela 1). Spencer (1965)
comenta que em casos como este a espécie pode ser considerada como um
possivel conjunto de espécies cripticas. Apesar disso, através da morfologia do
edeago e das estruturas associadas, que s&o inicialmente a unica forma de
separacao das espécies, ndo € possivel separar os dois possiveis conjuntos de
especies.

Outra espécie que apresentou um comportamento interessante foi M.
minima, que estava associada a trés espécies de uma mesma tribo (Heliantheae)
e tanto regionalmente quanto localmente sua abundancia relativa foi sempre maior
em Viguiera, independentemente de sua abundancia local (Fig. 4). Podemos
observar que esta espécie utilizou-se de V. arenaria e V. robusta, de acordo com a
presenca da hospedeira nas localidades (Tabela 3). Além disso, M. minima
emergiu de V. arenaria em todas as localidades onde esta planta foi coletada
(Tabela 3, Fig. 2). Esta espécie estava associada a B. gardneri apenas em
localidades onde V. arenaria e V. robusta nado estavam presentes, com excegao
da Loc05 (Fig. 4). Sendo assim B. gardneri pode, possivelmente, ser uma
hospedeira alternativa de M. minima. Alguns trabalhos mostram que, ao ovipor nas
plantas hospedeiras, fémeas tendem a ser menos discriminantes quando a planta
hospedeira principal é rara localmente, ou seja, fémeas de uma populacdo que
tendem a concentrar a oviposicdo em apenas uma unica planta hospedeira irdo
utilizar uma outra espécie apenas quando a hospedeira principal é rara ou ausente
localmente (Jones 1977, Singer 1982, Singer 1983, Rausher 1983, Courtney &
Forsberg, 1988).
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A espécie Melanagromyza sp2 aparentemente ndo apresentou nenhum
padrdo na utilizagdo das plantas hospedeiras, como visto em M. bidentis e M.
minima, apesar de também apresentar especializagdo local no uso das espécies
de plantas hospedeiras.

Nesse capitulo podemos concluir que a maioria das espécies de
agromizideos associadas a capitulo de asteraceas €& especialista. Dentre as
espécies oligéfagas e polifagas observamos alguns casos de especializagao local,
seja devido a presenca da planta hospedeira principal na localidade, ou devido a
outro fator que esteja influenciando a oviposicao das fémeas. Além disso, mesmo
em casos onde localmente observou-se polifagia local, o uso das plantas
hospedeiras foi diferencial, e ndo acompanhou proporcionalmente a abundancia
da hospedeira, ou seja, plantas mais abundantes localmente ndo foram
necessariamente as mais utilizadas por essas espécies de endofagos de

capitulos.
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Tabela 1. Espécies de agromizideos do projeto “Efeito da degradacédo de habitat
sobre padrbes comunitarios e propriedades de redes tréficas entre plantas e
insetos fitéfagos” identificadas , suas plantas hospedeiras (espécie e tribo). Tribo-
A - Astereae, E - Eupatorieae, H - Heliantheae, M - Mutisieae, S - Senecioneae e

V — Vernonieae.
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Tribo taxon planta J SS S S S S S S s s s =0 [
A Baccharis dracunculifolia 5 5
E Campuloclinium chlorolepis 4 4
Chromolaena chaseae 6 6
Chromolaena odorata 13 13
Chromolaena pedunculosa 16 1 17
Chromolaena pungens 37 37
Chromolaena squalida 8 8
Lepidaploa psilostachya 1 1
Mikania cordifolia 3 21 24
H Bidens gardneri 2 7 1 151 10 191
Viguiera arenaria 41 41
Viguiera robusta 5 5
Waulffia stenoglossa 1 1
M Chaptalia integerrima 1 1
Gochnatia polymorpha 2
Gochnatia pulchra 6
Trixis verbasciformis 13 13
S Erechtites hieracifolius 27 27
Hoehnephytum trixoides 10 10
Vv Chrysolaena herbacea 3 1 4
Vernonanthura ferruginea 22 7 29
Vernonanthura membranacea 8 35 43
Vernonanthura phosphorica 1 2 3
Total 3 111 1 37 22 53 2 156 10 42 47 5 1 1 | 491
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Tabela 2. Municipios e coordenadas das localidades onde foram coletados parte dos dados

utilizados neste estudo.

Cadigo da localidade Municipio Coordenadas
Loc01 Sao Carlos 22°05'46”S 47°49'57"W
Loc02 S3do Carlos 22°07°04”S 47°50'46"W
Loc03 S3do Carlos 22°00'21”S 47°51'48"W
Loc04 S3do Carlos 22°02'08"’S 47°52'54"W
Loc05 ltirapina  22°15'56"S 47°47°48"W
Loc06 ltirapina  22°16'45"S 47°48'50"W
Loc07 ltirapina  22°1515"S 47°4547"W
Loc08 Ibaté 21°58’09"S 47°56’56"W
Loc09 Sao Carlos 22°07°'56”S 47°48'54"W
Loc10 Sao Carlos 22°04°06”S 47°52'35"W
Loc11 ltirapina  22°09'57’S 47°48'08"W
Loc12 S&o0 Carlos 21°58'59"S 47°54’34"W
Loc13 S3o Carlos 22°06'50"S 47°49'07"W
Loc14 S&o Carlos 22°10°'03"S 47°47'16"W
Loc15 ltirapina  22°19'02”S 47°48'22"W
Loc16 ltirapina  22°16’49°S 47°4916"W
Loc17 S3do Carlos 22°04'06”S 47°52'56"W
Loc18 S3do Carlos 21°57'56"S 47°53'16"W
Loc19 ltirapina  22°08'37”’S 47°47'55"W
Loc20 ltirapina  22°17'32"S 47°48'20"W
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Tabela 3. Presenca de Melanagromyza minima e suas plantas hospedeiras em

quatorze localidades nos municipios de Ibaté, Itirapina e Sdo Carlos.

5 5 3
I e o
> S o
2 § o
S 3 3
n < s
Loc01 planta X X
inseto X
LocO5 planta X X
inseto X X
Loc06 planta X
inseto X
Loc08 iplanta X X
inseto X
Loc09 planta X X
inseto X
Loc10 iplanta X
inseto X
Loc11 iplanta X X
inseto X
Loc13 iplanta X X
inseto X
Loc14 planta X X
inseto X
Loc15 planta X
inseto X
Locl17 planta X X
inseto X
Loc18 iplanta X X
inseto X
Loc19 iplanta X X
inseto X
Loc20 iplanta X X X
inseto X
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Figura 1. Porcentagem de espécies de agromizideos relacionados a uma unica
espécie de planta hospedeira, hospedeiras relacionadas em um unico género,

uma unica tribo e mais de uma tribo.
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planta hospedeira agromizideo

Vernonanthura phosphorica

Vernonanthura membranacea

Vernonanthura ferruginea |

Chromolaena squalida |

Chromolaena pungens |

Chromolaena pedunculosa |

Chromolaena odorata |

Chromolaena chaseae |

Viguiera robusta

Viguiera arenaria

Bidens gardneri

Trixis verbasciformis

Mikania cordifolia |

Gochnatia pulchra |

Gochnatia polymorpha

20 16 12 8 4 0 4 8 12 16 20

freqUéncia absoluta
nas localidades

Figura 2. Frequéncia absoluta de ocorréncia da planta hospedeira e espécie de end6fago
nas 20 localidades nos municipios de lbaté, Itirapina e S&o Carlos; a, Melanagomyza

bidentis; b, M. minima e c, Melanagromyza sp.2 .
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Vernonanthura phosphorica
Vernonanthura membranacea
Chromolaena squalida
Chromolaena pungens
Chromolaena pedunculosa
Chromolaena odorata

Chromolaena chaseae

Vernonanthura membranacea

Chromolaena pungens

Chromolaena pedunculosa

Chromolaena odorata
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x?=2,98
p=0,843

Loc09
n=6
x?=3,878
p=0,04

Chromolaena squalida
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Chromolaena pedunculosa

Chromolaena odorata

Vernonanthura membranacea
Chromolaena squalida
Chromolaena pungens

Chromolaena pedunculosa
Chromolaena odorata

Chromolaena chaseae

Loc11
n=12
x*=14,44
p=0,0001
Loc13
n=8
x*=16,202
p=0,0001
8‘0 6‘0 4‘0 26 ;J éO 4‘0 60 éo 100
% Total

Figura 3. Abundancia relativa de Melanagromyza bidentis, levando-se em consideragédo o

esforgo amostral (numero de individuos / peso da amostra coletada), e abundancia relativa

das plantas hospedeiras nas localidades coletadas em Abril/Maio 2003.
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Loc05

Plantas hospedeira Agromizideo n=18

Viguiera arenaria

x*=0,669
p=0,41
Bidens gardneri
Loc09 n=7
Viguiera arenaria
x*=11,343
p=0,0008
Bidens gardneri
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Viguiera arenaria
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p=0

Bidens gardneri
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Figura 4. Abundéncia relativa de Melanagromyza minima, levando-se em
consideracdo o esforco amostral (numero de individuos / peso da amostra
coletada), e abundéancia relativa das plantas hospedeiras nas localidades

coletadas em Jan/Fev 2004.
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Loc08

Plantas hospedeira Agromizideo n=6
Campuloclinium chlorolepis
Trixis verbasciformis x*=2,507
p=0,11
Mikania cordifolia
Gochnatia pulchra
Loc14 =16
Trixis verbasciformis
x*=8,184
p=0,0167
Mikania cordifolia
Gochnatia pulchra
Loc18 =6
Trixis verbasciformis |:
x°=4,584
p=0,0323
Gochnatia pulchra

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% Total

Figura 5. Abundancia relativa de Melanagromyza sp2, levando-se em
consideracdo o esforco amostral (numero de individuos / peso da amostra
coletada), e abundéancia relativa das plantas hospedeiras nas localidades
coletadas em Abr/Mai 2004.
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Capitulo 3. DIFERENCIAGAO MORFOLOGICA EM AGROMIZIDEOS

INTRODUCAO

A identificacdo de organismos até espécie € uma parte fundamental da
maioria dos trabalhos em diferentes ramos da Biologia. Esta identificacdo € a base
de levantamentos sobre a biodiversidade (Weeks & Gaston 1997; Lewinsohn
2006) e é muito importante em trabalhos sobre controle biolégico de pragas (Lattin
& Knutson 1982, Hawksworth 1994), na formulagdo de legislacbes na area de
conservacgao (May 1990), em monitoramentos de espécies indicadoras de poluigdo
e vetoras de doengas (Chalmers 1996), e em inUmeras outras areas de estudos e
aplicacoes.

Apesar de ser uma etapa obrigatéria em muitas areas da Biologia por
possibilitar o0 acesso a informagéo sobre a biologia e ecologia do organismo que
esta sendo estudado, a Taxonomia classica ndao esta conseguindo suprir toda a
demanda de identificacdes, caracterizagdes, classificagcdo e descricdes dessas
espécies (Weeks et al. 1999).

A Taxonomia classica é feita predominantemente por taxonomistas
especializados, geralmente em um ou poucos grupos taxonémicos. Além disso,
para um pesquisador ndo acostumado com a rotina taxonémica, a identificacéo
desses organismos geralmente n&do é simples. Alguns problemas importantes da
Taxonomia classica, destacados por Gaston e O’Neill (2004), incluem:

. afalta de uma lista unificada de espécies descritas;

. a natureza fortemente enviesada do conjunto de espécies que tem sido
descritas;

.« 0 grande numero de espécies descritas, reconhecidas como sinénimas de
espécies ja descritas anteriormente, e o esfor¢co necessario para este servigo
de revisao;

. a distribuicdo desigual de recursos financeiros destinados para a pesquisa
taxondémica;

« 0 declinio geral na formacao de taxonomistas;

. adificuldade na identificacdo de muitos dos taxons;
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. adificuldade em usar os produtos da taxonomia tradicional, como cole¢bes de
referéncia adequadas, e a dificuldade de interpretar a terminologia cientifica
complexa, e ainda

« 0 enorme numero de espécimes (mesmo de espécies comuns) para 0s quais a
rotina de identificag&o tradicional ainda € necessaria.

Esta situacédo leva a Taxonomia a ser considerada uma barreira para o
desenvolvimento de diversos ramos da Biologia, impossibilitando-os de crescer e
desenvolverem-se sozinhos. Mas esse “impedimento taxonémico” pode ser
atenuado criando-se alternativas para que os pesquisadores néo taxonomistas,
que precisem deste servigo, possam desenvolver suas pesquisas sem depender
totalmente do trabalho do taxonomista (Weeks & Gaston 1997, Weeks et al. 1999,
Godfray 2002, Knapp et al. 2002, Wheeler et al. 2004, Gaston & O’Neill 2004, mas
veja DeCarvalho et al. 2005).

Algumas alternativas estdo sendo testadas, como a identificacao genética
do espécime através de um “cddigo de barras” molecular, como sugerido por
Hebert et al. (2003) e Hebert e Gregory (2005); o acesso on-line a chaves de
identificacdo simplificadas, com imagens detalhadas de estruturas importantes
para a identificacdo da espécie (Gaston & O’Neill 2004); programas de
identificacdo de imagens computadorizadas do espécime a ser identificado
(Tabela 1); ou por novas metodologias que auxiliem na identificacdo e
classificagcdo das espécies, como a utilizagdo de novas caracteristicas
morfologicas e variagdo nas formas inter e intraespecifica.

A técnica de analise de imagem, em particular, tem avangado muito nos
ultimos anos, aumentando a possibilidade da automatizagdo, ou semi-
automatizacdo, de grande parte da rotina da identificacdo taxonémica (Gaston &
O’Neill 2004). O preco de programas e de “softwares” que realizam estas analises
tem caido significativamente nos ultimos anos, de modo que, assim, a utilizacao
de técnicas de processamento de imagem e analise destas imagens tem se
tornado possivel em diversos ramos da Biologia Aplicada (Tabela 1). Esta nova
metodologia gera a oportunidade de se automatizar diversos processos que
envolvem inspecao visual repetitiva, como classificacdo, identificagdo ou
caracterizagao dos espécimes (Simpson et al. 1992, van de Vooren et al 1992,

Dubuisson et al. 1994, Houle et al. 2003). Além disso, a automatizacdo destes
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processos pode trazer uma maior consisténcia e validade aos resultados obtidos
por um pesquisador que nao seja experiente na identificacdo ou caracterizacéo
dessas espécies (Weeks & Gaston 1997).

Apesar de ser uma alternativa para a Taxonomia tradicional, essas novas
alternativas tém gerado uma grande discussdo sobre a sua real importancia e
confiabilidade (Godfray 2002, Knapp et al. 2002, Wheeler et al. 2004, DeCarvalho
et al. 2005). Na Entomologia, outras metodologias de analise de imagem, como a
morfometria geométrica, utilizam imagens de asas para estudos da biologia e
ecologia de insetos, além de classificar, identificar espécies de mosquitos,
abelhas, vespas ou lepiddpteros (Brown 1979, Rohlf & Archie 1984, Byers 1989,
Yu et al. 1992, Diniz-Filho & Malaspina 1995, Baylac et al. 2003). Isto ocorre
porque a morfologia das asas de insetos, especialmente em dipteros, difere
bastante entre grande parte dos grupos taxondmicos. Tais diferencas podem ser
derivadas a partir de um padrao ancestral comum (Ross 1965, Snodgrass 1993,
Haas & Tolley 1998).

As ferramentas metodoldgicas alternativas de identificagcdo sé&o
importantes, principalmente quando se trabalha com grupos de dificil identificacéo
pela Taxonomia tradicional, como é o0 caso de agromizideos, em que a
identificacéo é feita, como em varias outras familias, principalmente com base em
diferencas interespecificas na morfologia do aparelho reprodutor masculino
(Spencer 1966, Spencer & Steyskal 1986). Além de diminuir o tempo gasto para a
identificacdo desses individuos, essas novas metodologias podem permitir que um
namero maior de pesquisadores estude ou identifique, ao menos parcialmente,
estes grupos de insetos sem um treinamento extenso no grupo.

Quando tratamos da identificacdo de espécies de Agromyzidae, essa
vantagem é de extrema importancia, pois além de ser um grupo de identificacéo
complexa, espécies minadoras desta familia sdo pragas de diversas espécies de
plantas cultivadas, sejam elas ornamentais, como Chrysanthemum spp. (Chow &
Heinz 2006, Spencer 1973, 1987, Zoebisch & Schuster 1987, Shepard et al. 1998),
ou de consumo alimentar (Shepard et al. 1998, Chow & Heinz 2005).

No atual capitulo, iremos confrontar metodologias alternativas de
classificagdo de individuos de nove espécies de agromizideos estreitamente

aparentadas para responder as seguintes perguntas: (i) qual é o grau de
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coincidéncia entre a similaridade aferida entre individuos pelos diferentes métodos
empregados? (ii) qual a capacidade de discriminacao e identificagdo de espécies
muito proximas destes diferentes métodos?

Os métodos aqui comparados incluem um conjunto de medidas
morfolégicas externas, analisadas por meio de procedimentos multivariados
comuns; a morfometria geométrica, ja bem estabelecida em estudos precedentes
com asas de dipteros; e, por fim, trés métodos de detecgdo e analise de forma,
que empregam algoritmos recentemente desenvolvidos e ainda em fase de
exploracdo. Como padrao de referéncia para avaliar a eficiéncia destes métodos,
foram utilizados somente individuos masculinos e todos eles foram dissecados
para identificagdo com base em sua genitalia.

A analise de morfometria geométrica das asas foi realizada em
colaboracdo com Luciane Hatadani, orientada pelo Prof. Dr. Louis Bernard
Klaczko (Departamento de Genética e Biologia Molecular, UNICAMP). Os estudos
de reconhecimento e analises de forma foram feitos em colaboragdo com
Fernanda Andrade Andald, orientada pelo Prof. Dr. Ricardo da Silva Torres
(Instituto de Computacao, UNICAMP), cujo projeto de mestrado, "ldentificacdo de
insetos dipteros (tefritideos e agromizideos) por analise de imagens de asas" inclui
a especificagéo e implementacéo de descritores baseados em forma, textura e cor
para recuperacgao, registro e analise das imagens, como método para apoio de

reconhecimento de espécies.

MATERIAL E METODOS

Organismos estudados

Neste estudo foram investigadas nove espécies do género
Melanagromyza (Diptera, Agromyzidae). Todas estas espécies tém larvas
endoéfagas de capitulos de asteraceas, sendo morfologicamente e ecologicamente
muito afins.

Foram estudadas as seguintes espécies: Melanagromyza bidentis
Spencer, M. erechtitidis Spencer, M. floris Spencer, M. minima (Malloch), M.

neotropica Spencer e M. minimoides Spencer. Esta ultima abrange um complexo
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de espécies cripticas ainda nao descritas que, embora indistinguiveis
externamente, podem ser separadas pela morfologia de sua genitalia masculina
(Capitulo 1). Aqui, consideraremos que o complexo minimoides compreende
quatro morfoespécies, denominadas Melanagromyza sp1 a sp4.

Ao todo, foram utilizados 116 individuos destas espécies (Tabela 2),
criados de amostras de plantas obtidas em remanescentes de cerrado nos
municipios de Ibaté, Itirapina e S&o Carlos no estado de Sdo Paulo (Capitulo 2,
Tabela 2).

Métodos de medigao

Trés métodos foram usados para caracterizagédo e separagcao dos 116
individuos estudados. Para o primeiro método, foram medidas cinco estruturas
morfolégicas externas de cada individuo. Para os outros dois métodos, a
Morfometria Geométrica e a Analise de Forma, a asa esquerda de todos os
individuos foi retirada e montada em lamina e incluida em Euparal. Todas as asas
foram fotografadas com maquina digital Nikon® (Coolpix ®995) em microscépio

Nikon®, com aumento de 40X.
Medidas corporais (MMC)

Foram obtidas cinco medidas morfolégicas de estruturas da cabecga e
térax dos individuos: largura da fronte, comprimento e largura dos olhos,
comprimento da gena e comprimento do térax (Figura 1). Essas estruturas foram
escolhidas com base na literatura sistematica do grupo (Spencer 1966, 1990,
Spencer & Stegmaier 1973). As medidas foram repetidas trés vezes, com intervalo
de no minimo vinte dias entre elas, e o valor utilizado pelas analises foi a média
das trés medidas. A repeticdo das medidas foi feita para se verificar a exatiddo do
processo de medi¢cdo. Uma caracteristica adicional foi o numero de cerdas no

epandrio de cada individuo (Figura 2 do Capitulo 1).
Morfometria geométrica (MG)

Para a morfometria geométrica, foram selecionados 12 marcos de
referéncia (“landmarks” ou marcos anatémicos, Bookstein et al. 1985, Monteiro e
Reis 1999), em pontos de interseccado de veias homoélogas das asas, onde cada

marco € localizado por um par de coordenadas (x,y) em um plano cartesiano
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(Figura 2). A localizacdo dos marcos nas imagens das asas, € a medigdo das
distancias lineares entre eles, foram realizadas no programa tpsDig2 versado 2.04
(Rohlf 2005).

Analises de padrao de forma de asa (AF)

Para anadlise de padrao de forma de asa, foram utilizados trés descritores

diferentes.

Beam-angle statistics (BAS)

Este descritor é baseado em beams, que séo feixes de linhas conectando
um dado ponto de referéncia com o resto dos pontos que circunscrevem o
contorno do objeto de interesse. O angulo entre cada par de beams é tratado
como uma variavel aleatéria em cada ponto do contorno. Apés a representagéo do
contorno bidimensional em uma fungdo unidimensional, o algoritmo de
correspondéncia 6tima (OCS) é utilizado para medir a similaridade entre os
descritores de diferentes imagens. O objetivo deste descritor € minimizar a
distancia entre dois vetores para observar as deformacbdes de forma do objeto
analisado (Arica & Vural 2003).

Dimensao Fractal Multiescala (FRAC)

Este descritor caracteriza a auto-similaridade de objetos abstratos e reais.
Ao analisar um fractal, verifica-se que determinadas partes, quando ampliadas,
sdo idénticas ao sistema fractal como um todo. Assim, tém-se fragmentos
geométricos similares repetindo-se de tal forma que se mantém invariantes em
qualquer escala. A dimensao utilizada € a de Minkowski-Bouligand, onde a forma
analisada é representada em termos do conjunto ‘S’ de coordenadas cartesianas
de cada elemento da forma; e seja ‘Sr’ sua dilatacdo por r. ‘Ar é a area da
respectiva versdo dilatada da forma, i.e. ‘Sr’ (Torres et al. 2004). A dimenséao
fractal de Minkowski-Bouligand é definida como (Tricot 1995) :

F=2-—1limr— 0 ((log(A(r))/(log(r)))

O valor estimado de F € uma indicacdo de quanto a forma contém sua

propria dilatacéo.

Tensor scale (TSD)
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E um descritor de forma baseado no conceito de “tensor scale”, um
parametro morfométrico que resulta na representagdo unificada das estruturas
locais de espessura, orientacdo e anisotropia. Em qualquer ponto de uma imagem,
seu “tensor scale” € representado pela maior elipse (2D), ou elipséide (3D),
centrada no ponto e dentro de uma mesma regido homogénea. As imagens sao
representadas pelo histograma normalizado da orientacéo local (o angulo da
elipse) em regides de alta anisotropia e espessura dentro de um determinado
intervalo. A medida de similaridade entre duas imagens envolve correlagéo,
registro e diferenca absoluta da area entre seus histogramas de orientacdo das

elipses.

Analise de dados
Matrizes de distancias

Matrizes de distancia sdo matrizes triangulares cujos valores representam
a diferenga entre cada par de individuos, conforme o método de avaliagdo de sua
semelhanga. Foram construidas cinco matrizes de distédncia entre os 116
individuos de Melanagromyza estudados, a partir da aplicagdo das diferentes

metodologias acima descritas.

Medidas corporais (MMC)

Para normalizar as medidas corporais, estas foram transformadas para o
logaritmo do numero de cerdas no epandrio, e para a raiz quadrada das cinco
medidas lineares (largura e comprimento de olho, largura da fronte, comprimento
da gena e comprimento do térax). Transformacgdes sao tradicionalmente aplicadas
a dados morfométricos por tornar lineares as relagées alométricas (Huxley 1972;
Bookstein et al. 1985). Apds estas transformacgdes, foi realizada uma analise de

correlacao entre as seis medidas.

Morfometria geométrica (MG)

O caélculo da matriz de distancias entre os individuos foi precedido pelo
seu alinhamento por meio da superimposi¢céo de Procrustes; para isto, foi utilizada
a superimposicdo generalizada por quadrados minimos (“Generalized Least

Squares Procrustes Superimposition”, GLS). Inicialmente, todas as configuracdes
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de marcos dos individuos foram centralizadas na origem, ou seja, o centroide dos
12 marcos (centro de massa) de cada asa foi posicionado no ponto (0,0) para
alinhamento das diferentes imagens. Em seguida, o tamanho de todos os
individuos foi padronizado por meio da divisdo das coordenadas de cada marco
pelo tamanho do centréide do individuo (Rohlf 1999). Apds essa padronizacéo, foi
escolhida uma configuragdo (individuo) como referéncia e as demais
configuragdes foram rotacionadas de modo a minimizar a soma do quadrado das
distancias entre os marcos de cada configuracdo e seus homologos na asa do
individuo referéncia. Esse procedimento remove os efeitos de desalinhamento e
de tamanho das configuracbes, ou seja - diferencas de posigéo, rotacdo e
tamanho das asas - para extrair apenas as diferengas de forma entre elas.

Depois da superimposi¢cao de Procrustes, foram calculadas as distancias
de Procrustes entre os individuos estudados. A distadncia de Procrustes é
aproximadamente igual a raiz quadrada do somatorio do quadrado das distancias
entre os marcos de referéncia homoélogos. Portanto, esta distédncia € a diferenga
total de forma entre duas configuragdes, representadas no espacgo de formas de
Kendall. A matriz de distancias de Procrustes, representando as diferencas de
forma entre cada par de individuos, foi calculada através do programa tpsSmall
versao 1.20 (Rohlf 2003).

Anélises de forma (AF)

A anadlise de forma de asa a partir dos trés descritores, BAS, FRAC e
TSD, produz diretamente as respectivas matrizes de distancia, que foram

analisadas entre si e em comparag&o com as duas matrizes acima descritas.
Congruéncia entre matrizes de distancia

As cinco matrizes de distdncia, que utilizam cada individuo
independentemente como OTU (“operational taxonomic unit’, Sneath & Sokal,
1963), foram comparadas, duas a duas, através do teste de Mantel (1967). Este
teste calcula a congruéncia entre dois conjuntos de distancias distintas para os
mesmos objetos, representadas em matrizes de mesma dimensdo. Com esta
analise, aferimos se metodologias diferentes convergem em suas medidas de

diferencas entre os individuos, sem qualquer referéncia a sua identificacao
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especifica.

O teste utiliza o coeficiente de correlagédo paramétrica (r) que varia de -1
(correlacdo negativa completa) a +1 (correlacéo positiva completa). A significancia
€ avaliada comparando-se a correlagdo observada entre os elementos das duas
matrizes, com a distribuicdo de correlagbes obtida por quando uma delas é
aleatorizada. Para se avaliar a probabilidade em relagdo a hipétese nula de nao-
correlacdo entre as matrizes, a correlagdo observada entre cada par foi
comparada com a distribuicdo de correlacbes em 5000 aleatorizagbes (Monte
Carlo), por contagem direta das correlagbes de valor igual ou maior a correlagédo
observada (McCune & Grace 2002). Os testes de Mantel foram executados no
programa PC-Ord v.4 (McCune & Mefford 1999).

A qualidade das classificagdes alternativas

Para avaliar a eficiéncia de cada método em recuperar uma classificagéo
informal, pré-existente, foram realizadas duas analises multivariadas a partir de
cada uma das cinco matrizes de distancia entre os 116 individuos estudados.
Primeiro, uma analise de ordenacgdo, o Escalonamento Multidimensional Nao-
Métrico (NMDS, Non Metric Multidimensional Scaling); segundo, uma andlise de
agrupamento, com algoritmo de agregacéo por médias n&o-ponderadas de grupos
(GA ou UPGA).

Os resultados destas analises foram utilizados para avaliar a capacidade
dos diferentes métodos de separar os individuos conforme sua identificagao real,
estabelecida com base na sua morfologia genital. A identificacao real ndo entrou
como critério “a priori” (i.e., ndo foi feita uma analise discriminante, ou equivalente)
mas foi sobreposta a posteriori, respectivamente, aos graficos de ordenacéo e aos
dendrogramas produzidos diretamente a partir das matrizes de distancia de cada
método. Nao foi feito nenhum teste de convergéncia entre os grupos formados nas
analises multivariadas e as espécies identificadas com base na genitalia. Por fim,
os resultados dos dois métodos multivariados foram combinados, projetando no
grafico de ordenacéao grupos selecionados produzidos nas analises de agregacao,
em dois niveis de distancia escolhidos para melhor discriminagéo.

Todas as analises foram realizadas no programa Primer v.6 (Clarke &
Gorley 2006).
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RESULTADOS

Correlagao das medidas corporais dos individuos

Nas medidas corporais, apds transformacdo, foi encontrada correlacao
significativa entre quatro das medidas utilizadas: comprimento e largura do olho,
comprimento de térax e largura de fronte. Ao contrario, o comprimento de gena e o
numero de cerdas no epandrio ndo mostraram correlagcédo significativa com as
demais medidas (Figura 3).

A analise de componentes principais (PCA) mostrou que os trés primeiros
eixos representam mais de 97% da variagcdo das medidas originais, e o0s
autovalores relativizados dos eixos 1 (2.45) e 2 (1.450) foram considerados
significativamente maiores que os esperados por uma distribuicdo aleatéria
(valores >1). O terceiro eixo foi também retido, por apresentar um valor (0,950)
proximo do limiar de significancia (Tabela 3). Assim, os trés primeiros eixos
gerados pela analise de componentes principais foram utilizados para a produgao
de uma matriz de distancia Euclidiana entre os 116 individuos, matriz que foi

utilizada nas proximas analises.

Congruéncia entre matrizes de distancia

Os testes de Mantel realizados entre as matrizes dos cinco métodos, par
a par (Tabela 4), mostraram maior congruéncia somente em duas combinacdes:
primeiro, as matrizes de medidas corporais (MMC) e morfometria geométrica (MG)
(rv=0,25; p= 0,0002); segundo, entre as analises de forma baseadas em BAS e
TSD (ry=0,35; p=0,0002). A matriz de similaridade do descritor de forma FRAC
apresentou baixa congruéncia com as demais matrizes (rv < 0,12) mesmo quando
significativo. Nenhuma das demais combinacdes de métodos foi significativamente

congruente, conforme o teste de Mantel.

A qualidade das classificagdes alternativas

As ordenacgdes por Escalonamento Multidimensional N&o-Métrico (NMDS)
foram eficientes, tendo tido niveis de estresse (distorcdo) em duas dimensdes,
desde aceitaveis (0,17) até muito bons (0,02). Com isto, todas as ordenacgbes
foram comparadas em duas dimensdes apenas (Figuras 4 a 9).

A partir da identificacdo dos individuos baseada em seu aparato genital
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(Tabela 5), sobreposta aos resultados das ordenacgbes por NMDS, nota-se que
apenas a Anadlise de Medidas Corporais (MMC) agrupou bem os individuos de
cada espécie (Figura 4, indice na Tabela 5). Os individuos de Melanagromyza
floris, M. neotropica, M. bidentis e os do complexo M. minimoides (Melanagromyza
sp1, sp2, sp3 e sp4) apresentaram agrupamentos mais nitidos, apesar de existir
uma sobreposicdo parcial entre eles, especialmente entre M. bidentis e o
complexo M. minimoides (Figura 4). Melanagromyza erechtitidis e M. neotropica
se sobrepuseram amplamente. Os mesmos padrdes foram notados na analise de
agrupamento, em que os grupos formados conseguiram separar corretamente
uma porcentagem significativa de individuos dessas espécies. A maioria dos
individuos de cada espécie foi concentrada em um dos grupos formados, como se
vé nos grupos 1a+b (M. neotropica), 1c (M. floris), 1d (M. erechtitidis), 2e (M.
bidentis) e 2f (Melanagromyza sp2) (Figura 10 e Tabelas 6a e 6b).

A morfometria geométrica das asas (MG), na ordenagcédo por NMDS,
também conseguiu agrupar individuos de mesma espécie (Figura 5), mas os
grupos formados se sobrepuseram muito mais extensamente que na analise por
MMC. Essa diferenca foi mais visivel quando examinamos a distribuicdo de
individuos das diferentes espécies nos grupos formados pela analise de
agrupamento (Tabelas 6 e 7). Comparado com MMC, a MG agruparam o0s
individuos de cada espécie com bem menos eficiéncia, de acordo com as
porcentagens de individuos em cada grupo formado pela analise de agrupamento.

As ordenagbdes por NMDS baseadas em Analises de forma (AF) néao
foram eficientes na recuperacdo da identificagdo real dos individuos estudados
(Figuras 6 — 8), resultado repetido nas respectivas analises de agrupamento (néo
mostradas). Os trés métodos foram incapazes de discriminar e agrupar
corretamente a maioria das espécies (Tabela 8). Apenas algumas espécies foram
agrupadas mais eficientemente, mas sem serem separadas. Por exemplo, embora
fossem corretamente agrupadas pelo método FRAC (Tabela 8b), M. neotropica
(n=27, 78% dos quais no Grupo IlI) e M. erechtitidis (n=6, 100% no mesmo grupo)
nao foram separadas entre si. Para este método, no grafico de ordenacéo por
NMDS, note-se também o claro arqueamento do conjunto de pontos no espago
dos dois eixos considerados (Figura 7).

Para os dois métodos mais efetivos, medidas corporais e morfometria
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geométrica, foram combinados os resultados da ordenacdo por NMDS e da
analise de agrupamento. As Figuras 12 e 13 representam visualmente os grupos
de individuos em espécies resultantes das analises de agrupamento, mostrados
nas Tabelas 7 e 8. Os grupos formados em dois niveis escolhidos para melhor
separacado (mostrados como linhas tracejadas nas Figuras 10 e 11) foram
sobrepostos aos graficos de ordenagdo por NMDS; grupos formados por
individuos de mesma espécie tornaram-se assim mais evidentes (Figuras 12 e
13). Para as medidas corporais, numa divisdo de nivel mais alto na analise de
agrupamento (nd=3) foram formados dois grandes grupos, um deles composto
principalmente por individuos de M. floris, M. erechtitidis e M. neotropica, e outro
por M. bidentis junto com o complexo M. minimoides (Figs 10 e 12). Em um nivel
mais fino de dissimilaridade (nd=1,8) os individuos de M. floris (grupo 1c) e M.
neotropica (grupo 1b) foram bem agrupados, sem sobreposicdo com grupos
correspondentes a outras espécies.

As espécies do complexo M. minimoides, reanalisadas separadamente
por um NMDS a partir de suas medidas corporais (MMC), apresentaram uma
disjuncao nitida das morfoespécies Melanagromyza sp2 e sp3 (Figura 9). As
morfoespécies sp1 e sp4, representadas por poucos individuos, ficaram
misturadas ao conjunto da sp3; mesmo numa ordenacgéo tridimensional, também
nao se separam claramente desta ultima. Por outro lado, ao sobrepor a estes
individuos, no grafico de ordenacéo, a tribo da planta hospedeira da qual foram
coletados e criados, pode se constatar que houve uma tendéncia a diferenciagéo
morfologica entre agromizideos provenientes de hospedeiras afins, o0 que por sua
vez coincide com a diferenciagdo, baseada na genitalia masculina, das quatro

morfoespécies aqui consideradas como complexo minimoides (Figura 9).

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de diferentes métodos
de analise de caracteres oferecerem apoio a sistematica, separando individuos de
espécies diferentes e agrupando-os corretamente em espécies. Os meétodos

avaliados incluem dois procedimentos bem estabelecidos na pratica taxonémica
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atual — analise fenética, aplicada a um pequeno conjunto de caracteres externos, e
analise geométrica de forma e venacgéo da asa — e trés métodos experimentais de
analise de contorno e textura, aplicados também a imagens de asas.

O teste experimental destes métodos foi realizado com um conjunto de
individuos congenéricos, que representam parte de um inventario ecologico de
insetos ecologicamente afins e que ocorrem em areas de cerrado de uma regiao
definida. Desta forma, o problema proposto é representativo do que pesquisadores
encontram em um inventario ecologico, focado em uma guilda particular
(Lewinsohn et al. 2001). Diverge, assim, de muitos estudos sistematicos que
enfocam um grupo maior de espécies, muitas vezes abrangendo um nivel
taxondmico mais elevado, e que geralmente provém de uma area geografica mais
extensa e freqientemente heterogénea ou desconexa, contando com pouca ou

nenhuma informacgao ecol6gica associada.

Congruéncia entre individuos

O teste de Mantel, aplicado pareadamente as matrizes de distancia
produzidas por cada método, fornece uma avaliacdo se dois métodos distintos
tendem a convergir na similaridade percebida entre diferentes objetos — no caso,
individuos. Portanto, no caso estudado, o teste avaliou a congruéncia entre as
analises no nivel dos individuos, sem considerar sua filiagéo a diferentes espécies,
nem tampouco gerando uma classificagao.

A avaliagao de significancia estatistica é obtida por um procedimento de
permutacdo, mas o coeficiente entre matrizes (o r de Mantel, ry) € um coeficiente
paramétrico de correlagdo, que varia entre —1 e 1. Apenas duas combinagdes
entre analises resultaram em ry maiores que 0,2. Primeiro, duas analises de
forma, BAS e TSD, com ry = 0,35; segundo, a analise de medidas corporais e a
morfometria geométrica, cujo ry foi de cerca 0,25. Embora usando caracteres e
algoritmos distintos, estes métodos produziram posicionamentos de similaridade
entre individuos significativamente mais semelhantes entre si do que se esperaria
ao acaso, mas os valores de ry sao bastante baixos, de modo que nao se pode
concluir que, para qualquer finalidade pratica, os resultados em cada par de
métodos sejam equivalentes entre si.

Todos os valores de ry entre os métodos de um destes pares (MMC e
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MG) e os do outro par (BAS e TSD), foram inferiores a 0,10 e, com uma excec¢éo
marginal, estatististicamente nao-significativos (p > 0,05; Tabela 4). Isto indica que
cada dupla de métodos estd capturando atributos distintos dos individuos e,
consequentemente, posicionando-os diferentemente quanto a sua similaridade.
Esta concluséo sera retomada mais adiante.

O teste de Mantel é geralmente tido como bastante robusto e confiavel
(McCune e Grace 2002). No entanto, Peres-Neto & Jackson (2001) advogam que
a superimposicdo de Procrustes (aqui, usada como parte da analise de
morfometria geométrica) pode ser estendida para testar a congruéncia entre
matrizes, com vantagens sobre o teste de Mantel. No presente estudo, embora
esta analise alternativa ndo tenha sido experimentada, € bastante improvavel que
produzisse um resultado substancialmente diferente do que apresentamos (Peres-
Neto & Jackson 2001).

A eficiéncia de diferentes métodos para recuperar classificagoes

Uma vez que o conjunto dos testes de Mantel mostrou n&o haver
congruéncia forte entre os métodos, eles necessariamente diferem entre si quanto
a classificagdo que geram — ou entdo, quanto a sua capacidade de recuperar ou
detectar a classificagdo “real” dos individuos estudados. Para avaliar o
desempenho dos métodos neste sentido, € necessario produzir uma classificacao
e confronta-la com a identidade que foi estabelecida independentemente.

De modo geral, os métodos mais convencionais mostraram-se mais
eficientes que as analises de forma. A metodologia mais efetiva para classificar
individuos do género Melanagromyza foi, sem qualquer duvida, a analise fenética
das medidas corporais (MMC). O conjunto de medidas utilizado foi capaz de
separar corretamente a maioria dos individuos (Tabela 6 e Figura 10). Ainda
assim, a percentagem de classificacdo de M. neotropica, M. floris, M erechtitidis e
M. bidentis em grupos proéprios variou entre 74% e 88%. Do outro lado, embora
alguns grupos sejam formados quase exclusivamente por uma espécie (1b, M.
neotropica; 1c, M. floris), os demais misturam individuos de duas ou mais
espécies. Por ambas as razdes, a correspondéncia entre grupos formados por
medidas corporais, e espécies, € demasiadamente baixa para ser utilizada

confiavelmente como método complementar de identificagé&o.
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Os dois grupos maiores reconhecidos pela analise de medidas corporais
(Tabela 6b e Fig 12) correspondem a espécies que, além de convergirem nas
estruturas medidas, apresentam outras semelhangas importantes na forma do
edeago e na propor¢ao entre o tamanho do edeago e a membrana que o recobre.
Além disso, estes dois grupos se diferenciam quanto ao tamanho de corpo; as
espéecies M. bidentis e as do complexo M. minimoides sao consistentemente
menores que os individuos que formam o outro grupo (Spencer & Stegmaier
1973).

Apesar de apresentarem semelhancas morfolégicas externas com as
espécies do complexo M. minimoides (Spencer & Stegmaier 1973), os individuos
de M. minima n&o se agregaram a elas por nenhum dos cinco métodos. Isto pode
ter sido dificultado pelo pequeno numero de individuos analisados; segundo
Weeks et al. (1999), quanto maior o numero de individuos analisados de cada
espécie, maior o sucesso potencial das metodologias para analisar variagéo e
diferenciagdo nas formas de asas.

Melanagromyza minimoides tem sido considerada uma espécie
generalista na associacdo com suas plantas hospedeiras (Spencer & Stegmaier
1973). Entretanto a possibilidade de se tratar de um complexo de ragas
hospedeiras, ou mesmo de espécies cripticas, ja havia sido aventada (Lewinsohn
1988). No presente estudo, foram detectadas diferencas consistentes na forma do
edeago e surstiio, que ainda n&o haviam sido documentadas e,
conseqlentemente, novas espécies derivadas de M. minimoides deverao ser
descritas. As novas espécies deste grupo seguem o padrao conhecido do género,
de associagao especializada com suas plantas hospedeiras (Spencer 1990; Figura
9). O agrupamento dos individuos estudados de Melanagromyza sp.2, em
contraste com M. sp.3, confirma que a separagdo morfolégica entre elas, ainda
que sutil, & consistente. Ja M. sp.1 e M. sp.4 deverdo ser mais extensamente
investigadas, dado que os poucos individuos incluidos no presente estudo néo se
destacaram morfologicamente de M. sp.3, embora suas hospedeiras pertencam a
tribos distintas (Figura 9).

Nenhum dos descritores utilizados nas analises de forma (AF) a partir das
imagens de asas foi eficiente na classificagdo dos 116 individuos estudados

(Figuras 6 — 8 e Tabela 8). Este resultado contrasta com varios estudos anteriores,
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que utilizaram imagens de espécimes inteiros ou de determinados 6érgéos,
especialmente asas, e que apresentaram eficiéncia na classificagéo de diferentes
grupos de organismos (Torres 2004, Torres et al. 2004, e referéncias na Tabela 1).
O que é importante ressaltar € que dentre os descritores que tiveram sucesso de
identificacdo superior a 95%, todos estavam separando apenas poucas espécies
ou sub-espécies, o que pode ter influenciado no resultado positivo dos mesmos.

A incapacidade de estes métodos recuperarem a classificagdo subjacente
dos individuos indica duas dificuldades. Primeiro, as asas destes agromizideos
oferecem pouca informacéo de contornos e texturas sobre as quais as analises
possam operar (Torres et al. 2004). Segundo Weeks & Gaston (1997) a venacéao
das asas por si s6 pode ndo oferecer caracteristicas suficientes para a
identificacdo de espécies. Em outros grupos de dipteros, como os tefritideos, a
pigmentacado e diferenciacdo de formato de asas, caracteres importantes na
identificacdo de géneros e espécies (Prado et al. 2004), possibilitam um
reconhecimento de forma mais efetivo (Miranda et al. 2005). Nos tefritideos, os
mesmos descritores aqui empregados ja mostram uma eficiente separagéo,
principalmente entre géneros (Fernanda Andal6, dados nao publicados).

Em segundo lugar, nas caracteristicas apreendidas pelas analises de
forma a variagéo interespecifica entre os individuos € bastante inconsistente e se
sobrepbe a variagéo intraespecifica. Estas dificuldades podem ter sido agravadas
pelo numero desigual, além de reduzido em varias espécies, de individuos
estudados (Tabela 2). Em suma, as asas de Melanagromyza estdo longe das
condicdes preconizadas para identificagdo bem-sucedida de organismos por
analises de imagens (Weeks & Gaston 1997).

Estudos exploratérios para identificagdo por imagens tém dado melhores
resultados para identificacdo de familias ou géneros (Weeks & Gaston 1997,
Gaston & O’Neill 2004, Fernanda Andal6 dados ndo publicados), e tém obtido
percentuais elevados de acerto de identificagdo quando aplicados a pequenos
conjuntos de taxons (Weeks et al 1999).

Neste estudo, a morfometria geométrica foi aplicada as mesmas imagens
utilizadas para os algoritmos de analise de forma, mas mostrou-se mais eficiente
que estes na classificagdo dos individuos. Talvez a determinagédo, pelo

observador, do posicionamento dos marcos de referéncia sirva para firmar um
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conjunto de medidas homélogas e padronizadas que, neste caso, dariam melhor
resultado do que a analise integral de contornos e texturas visuais (Houle et al.
2003).

CONCLUSOES

A metodologia mais promissora para auxiliar na classificacdo de espécies
de Melanagromyza foi a de analise fenética baseada em medidas corporais
externas. Neste estudo, utilizamos um conjunto pequeno de caracteres, 3 medidas
lineares na cabeca e uma de térax, além de um carater externo da genitalia.

Apesar de ter se mostrado a mais eficiente na classificagcdo do conjunto
de individuos de Melanagromyza aqui estudados, esta metodologia ndo permite a
separacao e identificagdo taxondmica autbnoma, devido tanto a sobreposicéo de
individuos de diferentes espécies nos grupos formados, como a dispersdo de
individuos coespecificos entre grupos distintos. O acréscimo de outras variaveis
(como o comprimento de antena, medidas de ovipositor das fémeas e contagem
de cerdas de outras estruturas) deve aumentar a eficiéncia deste método. Isto, por
sua vez, pode se mostrar de grande importancia, pois a sistematica atual desta
familia depende criticamente da morfologia do aparelho reprodutor masculino.
Uma metodologia alternativa de identificacdo, além de agilizar a identificacdo dos
machos, talvez amplie a possibilidade de identificacédo de fémeas. Isto seria um
importante ganho para estudos sobre a biologia e ecologia dos agromizideos e
sua aplicagdo ao conhecimento de espécies pragas de plantas cultivadas
ornamentais e comestiveis, de grande importancia econémica, que pertencem a
esta familia (Spencer 1987, Zoebisch & Schuster 1987, Burgio et al. 2005, Chow &
Heinz 20006).

Em relacdo aos outros métodos empregados neste estudo, o conjunto
utilizado de individuos pode ser considerado um teste bastante critico. Em muitos
grupos de insetos, asas sao as primeiras estruturas a considerar para analises de
forma, por serem essencialmente bidimensionais, rigidas, e permitirem capturas
de imagem com um minimo de manipulacdo e dano aos espécimes. Infelizmente

porém, para o0s agromizideos, as asas nao oferecem informacdes visuais
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suficientes para apoiar uma separacéo e identificacao utilizavel. Por outro lado, as
medidas corporais que se revelaram uteis por meio de analise fenética sugerem
que outras estruturas podem se prestar a analises de forma ou morfometria
geométrica. Para isto, ha duas restricbes a considerar. a necessidade de mais
manipulacdo para posicionamento correto das estruturas, quase sempre
tridimensionais, e as deformacgdes e defeitos de muitos espécimes que teriam que
ser excluidos, ao menos de estudos exploratérios. No entanto, cabeca, pernas e
outras estruturas oferecem possibilidades de fixar “landmarks”, ou entdo de
analise integral de forma, e merecem ser explorados também por meio de captura

e analise de imagens.
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Tabela 1.

Estudos de

identificacdo de espécies,

semi-automatizados ou

automatizados, baseados em caracteres morfolégicos (adaptado de Gaston &

O’Neill 2004). O sucesso de cada analise € a porcentagem de individuos

identificados de forma correta.

* referéncias em Gaston & O’Neill 2004

taxon estrutura nuamero de espécies  sucesso (%) referéncia *

Abelhas varias 1 (2 sub-espécies) 96 Daly et al. (1982)

plantas polen 6 >87 Longford et al. (1990)
algas células 8 >90 Balfoort et al. (1992)
fungos esporos 1 (8 sub-espécies) 80 Van de Vooner et al. (1992)
vespas asa 5 100 Yu et al. (1992)
fitoplancton células 40 >70 Boddy et al. (1994)
dinoflagelados células 23 56-83 Culverhouse et al. (1996)
fitoplancton células 9/14 >83 McCall et al. (1996)
fungos esporos 16/19 63-79 Morgan et al. (1998)
fitoplancton células 5 >90 Pech-Pacheco & Alvarez-Borrego (1998)
aranhas genitalia 6 81 Do et al. (1999)

vespas asa 5 94 Weeks et al. (1997, 1999a)
mosquitos asa 49 86 Weeks et al. (1999b)
fitoplancton células 34 92 Wilkins et al. (1999)
fitoplancton células 62-72 70-77 Boddy et al. (2000)

plantas polen 3 83 France et al. (2000)
besouros asa 15 40-46 Gauld et al. (2000)
abelhas asa 1 (2 sub-espécies) 100 Gauld et al. (2000)
mosquitos asa 2 >98 Gauld et al. (2000)
abelhas asa 4 >95 Arbuckle et al. (2001)
macrolepidopteros asa 35 83 Watson et al. (2003)
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Tabela 2. Numero de individuos, de cada espécie do género Melanagromyza,
utilizadas nas metodologias de Analise de forma (AF) e Morfometria geométrica
(MG).

espécie N° de individuos
Melanagromyza bidentis 35
Melanagromyza erechtitidis 6
Melanagromyza neotropica 27
Melanagromyza floris 9
Melanagromyza minima 8
Melanagromyza sp 1 2
Melanagromyza sp 2 8
Melanagromyza sp 3 19
Melanagromyza sp 4 2
total 116
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Tabela 3. Variancia extraida dos seis primeiro eixos pela Analise de Componentes

principais (PCA)

das medidas morfolégicas corpéreas

(MMC) transformadas.

Autovalor relativizado é o autovalor do eixo dividido pelo valor esperado conforme

uma distribuicao “broken-stick”.

Eixo autovalor

% de variagao

% de variacao

Autovalor relativizado

acumulada
1 4.479 74.649 74.649 2.450
2 0.885 14.746 89.396 1.450
3 0.475 7.920 97.315 0.950
4 0.101 1.680 98.996 0.617
5 0.032 0.529 99.525 0.367
6 0.028 0.475 100.000 0.167

Tabela 4. Analise de congruéncia entre as matrizes de dissimilaridade produzidas

por cinco métodos de estimativa de semelhanca. Valor de coeficiente de Mantel ‘r

(tridngulo superior) e probabilidade associada ‘p’ (tridngulo inferior) obtido através de

teste de Mantel entre cada par de matrizes de dissimilaridade entre 116 individuos de

Melanagromyza spp.

MMC MG BAS FRAC TSD
MMC 0.249 0.062 0.084 0.084
MG 0.0002 0.039 0.117 0.013
BAS 0.04 0.16 0.037 0.347
FRAC 0.03 0.01 0.17 0.042
TSD 0.01 0.38 0.0002 0.15
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Tabela 5. Cédigos e simbolos das espécies utilizadas nas analises de ordenagao

e agrupamento.

Caodigos e simbolos

espécies

X o + [0 <«

*

bid

ere
neo
flo

min
sp1
sp2
sp3
sp4

cmelmi

Melanagromyza bidentis
Melanagromyza erechtitidis
Melanagromyza neotropica
Melanagromyza floris

Melanagromyza minima
Melanagromyza sp 1

Melanagromyza sp 2

Melanagromyza sp 3

Melanagromyza sp 4

espéecies do complexo Melanagromyza
minimoides : Melanagromyza sp 1, sp 2,

sp 3 esp4.
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Tabela 6. Porcentagem de individuos das espécies de Melanagromyza agrupados
pela andlise de agregacao em diferentes niveis de dissimilaridade (a. 1,8; b. 3),
através da metodologia MMC. outlier — porcentagem de individuos que nao foram
agrupados. Os grupos (G) formados nao séo iguais em todas as metodologias
utilizadas. Os valores em negrito sdo das espécies que apresentaram ao menos

70% dos individuos representados em um mesmo grupo.

espécie a b c d e f gl outlier
M. neotropica 7,5 74 18,5
M. floris 78 22
M. minima 57 43 3
M. erechtitidis 17 83
M. bidentis 2 87,5 7,5
Melanagromyza sp1 50 50
Melanagromyza sp2 75 25
Melanagromyza sp3 5 635 315
Melanagromyza sp4 50 50
b espécie 1 2 outlier

M. neotropica 100

M. floris 100

M. minima 22 88

M. erechtitidis 42 56

M. bidentis 95 2 3

Melanagromyza sp1 50 50
Melanagromyza sp2 75 25
Melanagromyza sp3 95 5

Melanagromyza sp4 100
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Tabela 7. Porcentagem de individuos das espécies de Melanagromyza agrupados

pela analise de agregacgao no nivel de dissimilaridade 4,2, através da metodologia

MG. outlier — porcentagem de individuos que n&o foram agrupados.

espécie a b c d e f outlier
M. neotropica 81 16

M. floris 4 70 26 3,5
M. minima 100

M. erechtitidis 24 24 49 3
M. bidentis 50 50

Melanagromyza sp1 22 555 11 12,5
Melanagromyza sp2 17,5 58 24,5

Melanagromyza sp3 100

Melanagromyza sp4 11 70 8 55 25 3
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Tabela 8. Porcentagem de individuos das espécies de Melanagromyza agrupados

pela analise de agregacédo em diferentes niveis de dissimilaridade (nd), através de

analise de forma (AF) com diferentes descritores. a. BAS, nd =4; b. FRAC, nd =

0,035 e c. TSD, nd = 0,165. outlier — porcentagem de individuos que n&o foram

agrupados.
a
espécie Gl Gll Gl GlIv GV GVI GVII outlier
M. neotropica 7 19 11 226 145 185 74
M. floris 225 225 225 225 10
M. minima 13,5 13,56 42 28 3
M. erechtitidis 33 33 17 17
M. bidentis 2,5 8 11 33 26 1 25 6
Melanagromyza sp1 50 50
Melanagromyza sp2 25 37,5 25 12,5
Melanagromyza sp3 10,5 10,5 10,5 21 10,5 32 5
Melanagromyza sp4 50 50
b
espécie GI Gl Gl GIV GV outlier
M. neotropica 18,5 77,5 4
M. floris 11,5 11,5 67 10
M. minima 12,5 12,5 25 50
M. erechtitidis 100
M. bidentis 85 49 8 8 235 3
Melanagromyza sp1 50 50
Melanagromyza sp2 275 75 275 37,5
Melanagromyza sp3 155 49 45 215 45 5
Melanagromyza sp4 50 50
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espécie Gl Gl Gl GIVv. GV GVI GVIl outlier
M. neotropica 4 125 165 8 125 30 16,5

M. floris 22 34 22 22

M. minima 12,5 25 125 50

M. erechtitidis 33 17 33 17

M. bidentis 3 20 23 23 8 3 17 3
Melanagromyza sp1 100

Melanagromyza sp2 25 25 25 25
Melanagromyza sp3 45 21 32 21 16,5 5
Melanagromyza sp4 50 50
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Comprimento do torax

Largura
da fronte

Figura 1. Medidas morfol6gicas corporais (MMC) realizadas nos 116 individuos do

género Melanagromyza.
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Figura 2. Asa esquerda de Melanagromyza spp. € os 12 pontos (landmarks)
homologos em todas as 116 asas, utilizados na analise de Morfometria geométrica
(MG).
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Figura 3. Correlagdo entre as medidas morfolégicas corporais (MMC),
transformadas. Raiz quadrada de largura da fronte (sgfron), comprimento e largura
do olho (sqcomp e sqglarg), comprimento de gena (sqgena) e comprimento do torax

(sqtorax) e logaritmo do niumero de cerdas no epandrio (Icerd).
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Figura 4. Ordenagdo por NMDS dos 116 individuos, de cinco espécies de
Melanagromyza e do complexo Melanagromyza minimoides, com base em suas
medidas morfoloégicas corporais (MMC)
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Figura 5. Ordenagdo por NMDS dos 116 individuos, de cinco espécies de
Melanagromyza e do complexo Melanagromyza minimoides, pela metodologia de
Morfometria geométrica (MG).
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Figura 6. Ordenacdo por NMDS dos 116 individuos, de cinco espécies de
Melanagromyza e do complexo Melanagromyza minimoides, a partir de sua

similaridade por Analise de forma (AF) com o descritor BAS.
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Figura 7. Ordenagdo por NMDS dos 116 individuos, de cinco espécies de
Melanagromyza e do complexo Melanagromyza minimoides, a partir de sua

similaridade por Analise de forma (AF) com o descritor FRAC.
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Figura 8. Ordenacdo por NMDS dos 116 individuos, de cinco espécies de

Melanagromyza e do complexo Melanagromyza minimoides, a partir de sua

similaridade por Analise de forma (AF) com o descritor TSD.
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Figura 9. Ordenacédo de 39 individuos do complexo Melanagromyza minimoides e

a tribo de suas plantas hospedeiras. A, Astereae; E, Eupatorieae; H, Heliantheae;

M, Mutisiae e V, Vernonieae.
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Figura 10. Agrupamento dos 116 individuos, das nove espécies de Melanagromyza, pela metodologia de Medidas

morfologicas corporais (MMC). As linhas marcadas nos niveis de dissimilaridade de 1,8 e 3 foram utilizadas na

sobreposi¢cao com a analise de ordenacao e na formagao dos grupos (G) formados.
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Figura 11. Agrupamento dos 116 individuos das nove espécies de Melanagromyza pela metodologia de Morfometria
geométrica (MG). As linhas marcadas nos niveis de dissimilaridade de 4,2 e 5 foram utilizadas na sobreposicdo com a

analise de ordenagédo. O nivel de 4,2 foi utilizado também na formagéo dos grupos (Gl a GVI).
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Figura 12. Ordenacéo por NMDS de individuos de 6 espécies de Melanagromyza
spp, conforme distancia euclidiana de suas medidas corporais (MMC). Os
contornos tracejados circunferem individuos cuja distancia & inferior aos valores

de referéncia indicados na legenda.
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Figura 13. Ordenacéo por NMDS de individuos de 6 espécies de Melanagromyza
spp, conforme suas semelhancas a partir de morfometria geométria (MG). Os
contornos tracejados circunferem individuos cuja distancia € inferior aos valores

de referéncia indicados na legenda.
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Conclusées finais

Como mostramos (Capitulos 1 e 2) a maioria das espécies de agromizideos
associadas a capitulos de asteraceas € especialista no uso de suas hospedeiras.
Dentre as espécies oligéfagas e polifagas, observamos alguns casos de
especializagéo local. Além disto, mesmo em casos onde localmente observa-se
polifagia, o uso das plantas hospedeiras € diferencial, e ndo responde apenas a
abundancia local das plantas hospedeira.

Levando em consideragéo a alta diversidade de espécies de Asteraceae
nas regides neotropicais, que sdo potencialmente hospedeiras de agromizideos
endoéfagos de capitulos, e a alta especializagéo alimentar da maioria das espécies
da familia Agromyzidae, podemos supor que conhecemos apenas uma pequena
porcentagem das espécies de agromizideos endéfagos de capitulos de
asteraceas. Note-se que 43% das espécies encontradas, neste estudo, nos
remanescentes de cerrados de Sdo Paulo ainda n&o foram descritas.

No terceiro capitulo podemos concluir que a metodologia mais promissora
para auxiliar a classificagcéo (identificagao) de espécies de Melanagromyza foi a de

analise fenética baseada em medidas corporais externas

Apesar de ter se mostrado a mais eficiente na classificacédo do conjunto de
individuos de Melanagromyza aqui estudados, esta metodologia ndo permite a
separacao e identificacdo autbnoma taxonémica. O acréscimo de outras variaveis
deve aumentar a eficiéncia deste método. Isto, por sua vez, pode se mostrar de
grande importancia, pois a sistematica atual desta familia depende criticamente da

morfologia do aparelho reprodutor masculino. Uma metodologia alternativa de
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identificacdo, além de agilizar a identificacdo dos machos, talvez amplie a
possibilidade de identificacdo de fémeas. Isto seria um importante ganho para
estudos sobre a biologia e ecologia dos agromizideos e sua aplicacdo ao
conhecimento de espécies pragas de plantas cultivadas ornamentais e

comestiveis, de grande importancia econdmica, que pertencem a esta familia.
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