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1. INTRODUCAO

1.1. O estudo da variabilidade genetica em populacdes de insetos

pragas

A agricultura ocupa, em um pais de vasta extensao territo
rial como o Brasil, um lugar de destaque na economia nacional. En
tretanto, com relagac a produgao agricola brasileira alguns aspec
tos devem ser considerados pela real importancia com que se reves

tem.

Un destes aspectos relaciona-se com a propria localizacao
geografica do pais. Sendo o Brasil um pais quase que exclusiva—
mente tropical, apresenta grande diversidade biologica representa
da pela multiplicidade de espécies animais e vegetais. A agricul
tura brasileira defronta-se portanto com o sério problema da di-

versidade de pragas agricolas.

0 grupo de pragas que mais se destaca pelos prejuizos cau
sados € o dos insetos fitGfagos, que encontram, na diversidade ve
getal, disponibilidade de hospedeiros durante o ano inteiro. All
ada a este fato, a alta capacidade colonizadora dos insetos e a
sua grande adaptabilidade tornam o controle de pragas pelos méto-
dos usuais dispendicso e pouco eficiente. O problema torna-se a-
inda mais complexo para as espécies que também possuem hospedei-
ros silvestres, nos guais naoc se empregam métodos de controle e
que portanto, constituem cxtensos e continuos reservatorios natu-

rais.

Em vista disso, uma das maicores preocupacgoes dos técnicos



e pesquisadores de insetos € o desenvolvimento de métodos  mais
eficientes de controle. A tendéncia atual baseia-se na utiliza-
¢ao simultanea de varias formas de combate em um método dencmina
do por Stern e Cols {(1959) de controle integrado. A efici&ﬁcia
dessa metodologia depende de conhecimentos sobre a biologia e e-
cologla das pragas a serem controladas (Clark, e cols, 1967; '
Smith e Van den Bosch, 1967). Dessa forma torna-se necessario
adquirir um malor conhecimento sobre a maneira pela qual as popu
lagoes de pragas se adaptam e evoluem em seu meio ambiente. Co-
mo a adaptabilidade e o potencial evolutivo de uma popuiagao es-
tao intimamente relacionados com a sua variabilidade genética '
(Dobzhansky, 1970), torna-se importante estimar a variabilidade-

genética em populacoes naturais de insetos pragas.

Nos ultimos anos desenvolveram-se em varios laboratdrios
do mundo métodos bioquimicos, como a eletroforese de proteinas,
que possibilitaram a analise da variabilidade genética de popula
goes naturais. A eletroforese associada a métodos histoquimicos
de detetgao de atividade enzimatica (Hunter e Markert, 1957) per
mitiu a detecgao de mutacoes gue alteram a estrutura das enzimas,
modificando suas mobilidades eletroforéticas, embora mantendo su
a atividade catalitica. Assim foram descobertas as miultiplas
formas moleculares de uma mesma enzima que Markert e Moller !
(1959) designaram por isozimas. O termo isozima, segundo a
"Commission on Bicchemical Nomenclature" (1972), deve ser aplica
do somente as formas mUltiplas ds uma enzima que procedem de di-
ferengas geneticamente determinadas na sua estrutura primaria .
Entretanto, esse termo vem sendo empregado de forma operacional
para as enzimas com a mesma atividade catalitica, separiaveis por
métodos adequados e cuja natureza da multiplicidade & ainda des-

conhecida.



Hubby ¢ Lewontin (1966) salientam que a eletroforese, pro

movendo a separagao de enzimas que sao produtos de genes especi-
ficos, permite em contraste com outras técnicas de analise gené-
tica detectar diferencas fenotipicas causadas por substituicao a
1€lica em um Unico loco de um tnico individuo, distinguir substi
tuigao alélica em um loco, da substituicao alélica em outros lo-
cos e investigar uma substancial amostra do genoma que seja ao
acaso quanto aos efeitos fisioldgicos e grau de variacao. Aldm
disso a eletroforese permite a analise de individuos cbtidos di-

retamente da natureza sem a necessidade de sua manutencde em la

boratorio.

Sabe-se entretanto, que as estimativas baseadas em eletro
forése sao aproximadas, pois além da exclusao dos genes regulado
res da fracgzo do genoma amostrada (Hubby e Lewontin, 1966), so-
mente cerca de 26 a 27% dos de substituicao de aminodcidos podenm

ser detectaveis (Shaw, 1965).

Apesar das limitacoes inerentes a propria técnica, a e-
letroforese teve um papel decisivo no avango de estudos de gené-
tica de populacoes e e¢volucao de insetos (revisao de Wagner . ¢
Selander, 1974), pois constitul ainda o melhor instrumentc para

estudos da variabilidade genética de populagoes.
A utilizagao dessa técnica em estudos de variabilidade
genética fol inicialmente aplicada ao homem (Harris, 1966) en

Drosophila ananassae (Johnson, 1966) e em Drosophila pseudoobscu

ra (Hubby e Lewontin, 1966). Desde entao, uma série de traba-
lhos em diversocs organismos vem corroborar os primeiros resulta-
dos referentes ao alto grau de variabilidade genética em popula~

¢oes naturais. No género Drosophila por exemplo, verifica-se que

a proporcao de locos polimdrficos varia em média de 30 a 50% che

gando a alcancar 87% na espécie D.willistoni (Stone e cols, 1968 ;



Prakash, 1969, Prakash e cols, 1969; Lakovaara e Saura, 1971; '
Richmond, 1972 b, Ayala ¢ cols, 1970, 1972a, 1972b, 1G74a: Barker,
e Mulley, 1976). A forma pela qual essa alta variabilidade gené
tica € mantida em populagdes naturais tem sido motivo de-diSqu-
sbes e controvérsias. “Assim, enquanto alguns autores admitem
que ela € mantida por alguma forma de selecdao balanceada (Burns,
¢ Johnson, 1971; Lakovaara e Saura, 1971 e cols, 1969; Ayala e

cols, 1972a, 1972b, 1974a, Barker e Mulley, 1976) outros admitem

que tal polimorfismo € constituido por alelos seletivamente neu-
tros, sendo portanto mantido em populagoes naturais por jogos do
acéso (Kimura, 1968; Kimura e Ohta, 1971; King e Jukes, 1969). '
Desde entao, uma série de trabalhos sobre variabilidade‘genética

estao sendo realizados com objetivo de esclarecer tal problema.

As estimativas da variabilidade genética tem sido utili-
zadas também na obtencao de informacoes sobre a divergéncia gené
tica existente entre individuos, populagoes e espécies. Essas
informagoes sao importantes tanto para auxiliar a taxonomia como
~para elucidar os mecanismos pelos quais ocorre a especiagaoc. Va
rios autores (Hubby = Throckmorton, 1965, 1968; Nair e cols, 1971
Toledo F?, 1969; Kanapi e Wheeler, 1970; Toledo F° e cols, 1976}
enfatizam a utilizacgao da eletroforese para auxiliar a taxononmia
assim como para estabelecer relacOes filogen€ticas principalmen-
te, quando associada a dados morfologicos, citogenéticos ¢ com~—
portamentais. A detecgao de padroes isozimaticos marcadores de
espécies torna-se particularmente inportante na caracterizagao
dessas espécies quando a andlise morfoldgica € confusa e impreci
sa. 0 desenvolvimento de varios imdices de distancia e similari

dade

gendtica (Hedrick, 1971, Nei, 1372, Rogers, 1972) permiti-
ram a obtencao de fenogramas e possibilitaram um melhor conheci-

mento sobre os mecanismos relacionzios ao processo de especiacao.



A especiacao segundo autores como Mayr (1963}, por exem-
plo, somente se torna possivel apds unm longo periodo de isolamen
to geografico, quando populacoes isoladas possam ter sofrideo nu-
merosas modificagoes no genoma. Nesse caso, espécies cripticas,
isto &, morfologicamente espécies e isoladas reprodutivamente de
vem apresentar o mesmo grau de divergéncia genftica que espdcies

nao cripticas.

Com a utilizagao da eletroforese em estudos de variabili
dade genética autores como Hubby e Throckmorton (1968) e Nair e

cols (1971) verificaram que, em Drosophila, o grau de diverggmia

genética entre espécies cripticas & menor do que entre as nao
- - N —~ . —~ -
cripticas. Esses autores admitem entao que a especlacao naog re~

quer alteracoes em um grande nimero de locos.

Outros autores como Ayala e cols (1970, 1974) consideran
que a grande diferenciacao genética existente entre espécies crip
ticas a despeito da sua similaridade morfoldogica € uma evidéncia
de que o processo de especiacao depende de uma grande reorganiza
¢ao do conjunto génico da populacao. Ayala e cols (1974b) consi

deram ainda que, em IUrosophila willistoni, grande parte da di-

vergéncia genética ocorre durante os primeiros estagios da espe-
ciacao, quando populacdes alopatricas se diferenciam antes de es

tarem reprodutivamente isoladas.

Nair e cols (1971) entretanto consideranm gue dois dife—
rentes mecanismos podem ocorrer na diferenciacio de populagoes: -
0 primeiro, populacgdes sem isolamento reprodutivo podem apresen-
tar consideravel grau de divergéncia genética, e segundo, popula
¢oes podem isolar-se reprodutivamente ¢ tornar-se espécies biold

gicas antes de acumularem grande diferenciacao genética.

Bush (1969, 1974, 1975) sugere que o segundo meCcanismo



deve ocorrer em espécies de insetos fitdfagos do  género

Rhagoletis. Nesses insetos, Bush verificou a existencia de ra-

cas simpatricas, especificas a determinados hospedeiros ("host -
races'). 0O autor sugere que, nesses organismos, a alteracgao de
alguns locos, como aqueles. que controlanm selegao para hospedeiro,
pode comstituir uma excelente barreira ao fluxo génico entre po-
pulacoes que infestam hospedeiros diferentes. Desse modo, popu-
lagoes podem isolar-se reprodutivamente sem que haja grandes al-~
teragoes em seu patrimonio gendtico e sen que ocorra um  prévio
lsolamento geografico. A deteccao de racas desenvolvidas simpéa-

tricamente em Rhagoletis tornou questiondvel o modelo de especia

cao exclusivamente alopatrico em insetos fitdfagos.

Desse modo, estudos de variabilidade genética e diferen-
ciag¢ao genética em populagoes de insetos pragas sao extremamente
importantes. Se por um lado, a deteccao de ragas e espécies crip
ticas sao necessarias para que métodos de controle de pragas se-
jam eficientemente empregados, por outro, fornecem informagoes

valiosas sobre o mecanismo de especiacao em insetos fitofagos.

1.2. 0 género Silba (Diptera: Lonchaeidae)

Entre os insetos considerados pragas agricolas, as '"mos-
Ccas-das-frutas" destacam-se pelos elevados prejulzos que causam
& fruticultura brasileira. Bsses insetos fazem a sua ovoposi-
¢ao nos frutos e as larvas. ao eclodirem. inicia a destruicio da
polpa desses frutos tornando-os imprestiveis ao consumo.

DelLucchi (1876) considers que os prejulzos causados en
todo o mundo por essas moscas sio incalculdveis. Os danos vari

am Com a regiao assim como com as espécies de hospedeires dispo-



niveis. No Estado de Sio Paulo, a infestagao produz uma reducio
de 30 a 50% na producao de frutas Citricés (Orlando e Sampaio
1973). Outras culturas como péssegos, nésperas, goiabas e necta
rinas sao completamente perdidas, se nio houver uma prévia prote

¢ao dos frutos por ensacamento (Orlando o Sampaio, 1973).

Desde o inicio do século, os dipteros da familia ‘
Tephritidae e Lonchaeidae s3o considerados como as pragas de fru
tos mais comuns (Hempel, 1906). A familia Tephritidae tem sido
extensivamente estudada como demonstra as revisdses realizadas por
Bateman (1972, 1976). Sobre a familia Lonchacidae, existem pou-
Cos e esparsos trabalhos havendo, por parte dos autores, discus-
soes e controvérsias sobre as verdadeiras relacoes desses inse-

tos com seus hospedeiros.

Varios siao os trabalhos que associam a ocorreéncia dos
lonqueideos e tefritideos em frutos (Costa Lima, 1926; Fonseca
e Autuorl, 1932 e 1933; Santos, 1954, Silva, 1968). Esse fato
sugere que o5 lonqueideos constituen pragas de pouca importancia
pois infestam frutos ja atacados por outros insetos, aproveitan-
do-se de puncturas jé& existentes. Entretanto, autores como Gon-
galves (1937) e Blanchzard (1948) admitem o carater primario dos
lonqueideocs como pragas devido sua ocorréncia em ffutos que nio
apresentaram vestigios de infestagao por outros insetos. '

Korythoyski e Ojeda (1971) sugeren que as espécies do género Sil

ba, pelo aspecto rijc do seu ovipositor, podem ter a capacidade
de efetuar ataques primirios. Autores como Malavasi {1977) e

Pavan (1978) admitem que a importancia desses insetos deve ser e

Pely

quiparada a dos tefritideos devido a alta frequencia com que in-

festam principalmente frutos citricos.

Enquanto que na fruticultura o papel dos lonqueideos co-

mo praga € ainda muito discutido, em mandiccais, esscs insetos
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sao considerados como importantes pragas primidrias. Silva (1956%)
e Gallo e cols (1970) verificaram que a fémea deposita os ovos
nos brotos terminais da mandioca e as larvas, ao eclodirem, pene
tram nos tecidos do vegetal. Esses autores admitem que em decor
réncia‘do ataque pode haver um atraso no desenvolvimento da plan

ta.

A escassez de estudos sobre os longueideos pode ser ex-

plicada nao por sua controvertida importancia como praga, mas

pelas dificuldades existentes na identificacio das espécies.

A taxonomia dos lonqueideos da regido Neotropical além
de incompleta € confusa. Korytkowski e Ojeda (1971) publicaran
uma revisao das espécies peruanas citando que dos seis  géneros
descritos apenas trés estao representados, atd o momento, na re-
giao Neotropical: Dasiops Rondahi, Silba Macquart e Lonchaea '
Fallen. No Brasil, os tres géneros foram mencionados por Silva
e cols (1968). Do género Silba, segundo 2 literatura existente,

foi encontrada apenas uma espécie em nosso pais, Silba pendula

(Bezzi), infestando virias espécies de frutos e brotos terminais
de mandicca. A dident:iicacao das espécies do género Silba torna
se dificil principalmente devido a similaridade da morfologia ex
terna das diversas espécies. Em vista disso, a identificacao so
pode ser realizada pela analise da genitdlia. Além disso, a ta-

xonomia desse grupo € incompleta para algumas espécies, como 51l

ba pseudopendula (Korytkowski), na qual apenas o macho foi des-

ey

crito. Atualmente povém, J. F. Mc Alpine esta concluindo uma

revisao completa dessa familia para a regiao Neotropical.
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1.3. Historico do Projeto

No Laboratdéric de Genética Animal do Instituto de Biolo-
gia da UNICAMP desenvclvem-se projetos de pesquisa sobre "moscas

das-frutas'.

Inicialmente esses projetos tinham como objetivo estudos

sobre os dipteros da familia Tephritidae. Entretanto, com 0

decorrer dos trabalhos surgiu o interesse de também se estudar '

os representantes da familia Lonchaeidae devido a alta frequén-
cla com que esses insetos foram encontrados infestando diversas
espécies de frutos. Desse modo, foram desenvolvidos dois subpro

jetos de estudos sobre os lonqueideos.

O primeiro subprojeto foi desenvolvido por Maria Cecilia
Del Vecchio e teve como objetivo principal a sistematica e a

dinamica de infestacBo das espécies do género Silba.

Em 1976, Vecchio iniciou um levantamento dos representan
tes do género Silba que infestavam diversas espécies de  frutos

e de mandioca (Manihot esculenta). As coletas de frutos infesta

dos foram realizadas em regiodes fruticolas do Estado de S3o Pau-
lo nos municipios de Cordeirdpolis, Monte Alegre do Sul e Campi-
nas. O0s brotos de wmandioca infestados foram coletades apenas

nas duas Ultimas localidades.

A identificagao das espécies foi baseada apenas na morfo

logia da genitalia dos machos, devido as dificuldades ja citadas.

b 4

Nesse levantamento fol constatada a existéncia de dez espécies

<
2]

de Silba infestando frutos ¢ uma s0 espécie infestando mandioca
Das dez espécies que infestam frutos apenas duas estio descritas

3

Silba pendula (Bezzi, 1919) e Silba pseudopendula (Korvtkowski

1971) . As demais espécies, inclusive a que infesta mandioca, nio



foram descritas.
Os resultados desse trabalho ainda deixaram claro que:

~ A espécie que infesta a mandioca parece ser encontra-
da exclusivamente nesse hospedeiro ja que nao foi ob-
servada em qualquer outro hospedeiro, em nenhuma das

localidades analisadas.

-~ As espécies que infestam frutos possuem diferentes r
hospedeiros como: cafd, ndspera, péssego, laranja

kl

pimenta ...

- Em geral, a mesma espécie de fruto é infestada poT

mais de uma espécie de Silba, embora S.pseudopendula,

seja atmails frequente.

- Entre as espécies menos freguentes, observou-se a
substituicao de uma espécie por outra no decorrer do

ano.

Para um melhor conhecimento das espécies de Silba, encon
tradas por Vecchio, fzi elaborado um segundo subprojeto, cujos '

objetivos e resultados encontram-se relatados neste trabalho.

}m.l
.

Objetivos

Este trabalho tem como objetivo o levantamento da varia-
bilidade genética, aoc nivel enzimitico, das espécies do género

§i&ﬁu. B

ss¢ levantamento permite a obtencio de informagdes so-
bre: o relacionamento genético entre as espécies do grupo, 0

grau de diferenciacgao de populagdes quanto a preferéncia por hos
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peiro e a existéncia de padrdes marcadores das espécies.

2. MATERIAL

Sete espécies de Silba, das onze caracterizadas por '
Vecchio no Estado de Sao Paulo, foram analisadas quanto a varia-
bilidade genética de sistemas enzimiticos, por método eletroforé
tico. As demais espécies, durante os dois anos consecutivos de

coletas, nao foram obtidas em nimero suficiente, para a analise.

Devido as dificuldades taxonbmicas desse grupo de inse—
tos, as espécies estudadas foram provisoriamente designadas por
nimeros de 1 a 7, segundo a identificagao feita por Vecchio (co-
municagao pessoal). Duas dessas espécies encontram-se descritas

na literatura existente sendo uma delas a espécie 1, Silba pseu-

dopendula (Korytkowski, 1971) e a outra a espdcie 7, Silba pendu

la (Bezzi, 1919).

Dessas sete espécies, seis infestam hospedeiros diferen-
tes, representados pelas diversas espécies de frutos en gue fo-
ram encontradas. Somente uma espécie, a espécie 4, foi exclusi~

vamente observada em brotos terminais de mandioca (Manihot escu-

lenta G.) (Vecchioc, 1977). Os representantes dessas espécies
foram portanto, obtidos a partir de frutos e de brotos terminais

de mandioca infestados. Os frutos coletados foram: café (Coffea

arabica L.), néspera (Eriobotrva japonica L.) ¢ viarias espécies

de citros.

As coletas foram realizadas no Estado de San Paulo em

Estagoes Bxperimentais do Instituto Agronomico de Campinas. A
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escolha dessas estacoes comp locais de coleta, baseou-se no fato
delas apresentarem grande variedade de espécies frutiferag;‘ 0
que permitiu disponibilidade de material durante o ano todo. Os
frutos foram coletados na Estagao Experimental de Monte. Alegre
do Sul (Municipio de Monte Alegre do Sul), na Estagao Experimen-
tal de Limeira (Municipio de Cordeirdpolis), na Estagiao Experi-——
mental de Jundiai (Municipio de Louveira} e no Centro Experimen-

tal de Campinas (Municipio de Campinas). Os brotos de mandioca'

foram coletados somente no Centro Experimental de Campinas.

Apesar do grande nimero de frutos coletados, a baixa fre
quéncia das espécies 2, 3, 4 e 5 de Silba nos diferentes hospe—
deiros e em todas as regioes acima mencionadas, nio permitiuv  a
analise de um nimero superior a 50 individuos. As espécies 6 e
7 foram ainda mais raras, o que acarretou a andlise de um menor
nimero de individuos. Os insetos que constituiram a amostra ana
lisada para cada espécie foram obtidos g partir de virias espé-
cies de frutos e de regides diversas de forma que nao foram con-
sideradas as possiveis diferengas regionais e/ou de hospedeiros.
Nesse caso, foil avalisia somente a variabilidade existente de ca
da espécie procurando-se a0 mesmo tempo detectar possiveis dife-

rencas intervespecificas.

Para a espécie mais frequente, Silba pseudopendula (espéd

cie 1), analisou-se amostras de populacoees originarias de regid-
e¢s e hospedeiros diferentes sendo possivel nesse caso, detectar
possiveis diversidades genéticas entre amostras de hospedeires di
ferentes da mesma localidade e de localidades diferentes. Foran
dessa forma, analisadas quatro amostras populacionais dessa espé
cie, sendo duas origindrias de Monte Alegre do Sul e duas de Cor
deiropolis. As amostras populacionais de cada regiio diferiran

no sentido de infestaren hospedeiros diversos como café e nésne-

-



ra em Monte Alegre do Sul, e café e Citros em Cordeirépolis. 0
café foi escolhido como hospedeiro comum #s duas localidades de
forma que, possiveis diferencas se detectadas, fossem devidas a-

penas a diversidade regional.

No quadro I estio relacionadas as amostras populacionais
analisadas, seus respectivos hospedeiros, locais e data de cole-
ta, e nlmero minimo de individuos analisados em cada sistema en-

zimatico.
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3. METODOS

3.1. Obtencao dos Insetos em Laboratério

A metodologia utilizada para obtengao de adultos a par-
tir de frutos infestados foi desenvolvida por Souza (comunicacao

pessoal) e em grande parte, descrita por Malavasi (1977).

No laboratdrio, os brotos de mandioca e os frutos foram
colocados em bandejas de aluminio (40x40x4 cm) sobre uma camada
de serragem, previamente umidecia, de aproximadamente 2 cm de e3
pessura. A umidade da serragem foi controlada éuidadosameﬂtegmz
que o seu excesso dificulta a aeracdo necessaria ao desenvolvi—
mento das pupas e favorece o de microorganismos nocivos, e sua
falta causa a morte das pupas por desidratacao. Para a obtencgao
destas, as bandejas foram verificadas semanalmente, penelrando-—
se a serragem. As pupas foram entdo trensportadas para caixas
plasticas, de diferentes formas e tamanhos, também contendo ser-
ragem umida, até a emzrgéncia dos adultos. Estes foram retira-
dos das caixas, a intervalos de 48 hofas, utilizando-se como a-

gente anestésico o didxido de carbono.

3.2. Preparo e Identificacao do Inseto

Todos os insetos antes de serem submetidos 2 eletrofore-

se foram identificados morfologicamente.

Devido as dificuldades de identificacao das especics do
genero Silba, o reconhecimento das espécies baseou-se na andlisc

‘da genitalia dos machos. Entdo, para cada inseto procedeu-se a

a




retirada do abdomem para posterior analise da genitalia.

0 material a ser analisado eletroforeticamente, cabela o
torax dos machos de cada espécie, foi mantido em congelador ( a-
proximadamente -20°C) até o seu processamento eletroforético. In
setos estocados por mais de dois meses nao foram utilizados, pois

algumas enzimas desnaturam-se mesmo a essa temperatura.

Os abdomens retirados para analise da genitdlia foram
mantidos em hidroxido de potéssio.a 10% a frio, por um | periodo
de 24 horas. Em seguida, fol feita a disscccao da genitalia em
alcool 70%, utilizando-se microscopio estereoscdopico.  As genita
lias foram conservadas em tampas plasticas (5 cm de diametro)} con
tendo '"cellosolve" (etilenoglicol - Merck) segundo técnica de

Pires do Prado (comunicacao pessoal).

Cada genitalia foi entdo observada ao microscopio ¢ sua
identificagao feita através de detalhes morfolbgicos. Os dese-
nhos das genitalias que caracterizam as espécies analisadas nes-
te trabalho, foram gentilmente cididos por Vecchio e se encon-

tram nas paginas 65 a 71.

3.3. Escolha dos Sistemas Enzimaticos

Fol prevista a analise de 13 sistemas enzimidticos, abai-
xo relacionados com o nome, abreviacao e nimero de identificagdo
segundo a Enzyme Nomenclature ("Commission on Biochemical Nomen-

clature'™, 19723.




I. Hidrolases

Esterase (EST) 3.1.1.1.
Fosfatase acida (ACPH) 3.1.3.1.
Fosfatase alcalina (APH) 3.1.3.2.

Aldolase (ALD) 4.1.2.13.

IT. Desidrogenases

Klcool desidrogenase (ADH) 1.1.1.2.

Malato desidrogenase NAD dependente (MDH)

1.1.1.398

Malato desidrogenase NADP dependente (ME)
1.1.1.40

Isocitrato desidrogenase (IDH) 1.1.1.42

ITI. Desidrogenase acopladas

Glutamato-oxalacético transaminase (COT)

2.6.1.1.

Hexoquinase (HEX) 2.7.1.1.
Fosfoglucomutases (PGM) 2.7.5.1.
Fumarase (I'UM) 4.2.1.72.

Gluceose fosfato isomerase (PGL) 5.3.1.9.




Cada um desses sistemas enzimaticos foi testado gquanto
a sua resolucao para diferentes tampoes, condigoes de  migracao
e coloracao. Em 7 dos 13 sistemas enzimiticos testados conseguiu

se boa resolugao.

Para o5 sistemas glutamato-oxalacético transaminase (GOT)
fosfatases Acida e alcalina (ACPH e APH) malato desidrogenases '

(MDH e ME) nao foi obtida qualquer banda ou faixa no gel.

Diante desses resultados preliminares; a anialise ficou
restrita aos 7 sistemas enzimaticos abaixo relacionados.

1. ILsterase

2. Aldolase

3. Isocitrato desidrogenase

4. Fumarase

5. Hexogquinase

6. (Glucose fosfate isomerase

7. Fosfoglucomutase

3,4, Tletroforese

0 método eletroforético utilizado foi horizontal gel de
amido, descrito por Bush e Husttel (1972) e recentemente modifi-

cado e descrito por Malavasi (19877). ‘




3.4.1. Preparoc do Gel

O gel foi preparado com amido hodrolizado {Sigma Chemi-
cal Co., Missouri, E.U.A.) a 15,5% em 300 ml de tampao adequado

para cada sistema enzimatico,

Essa solugao foi aquecida em bico de Bunsen, séndo agita
da seguidamente até a fervura e o aparecimento de bolhas de ar.
Em seguida, essas bolhas foram retiradas da solucao por um siste
ma a vacuo e o gel, ainda quente e liquido, despejado em uma pla
ca de acrilico de 21,5x19,0x2cm. Apbs o esfriamentoc em tempera-
tura ambiente, o gel foi recoberto por um plastico fino para evi
tar evaporacac. Cerca de uma hora antes da aplicacao das amos—

tras, o gel foi colocado em refrigerador (aproximadamente 5°C).

3.4.2. Tampoes do Cel

Para os sistemas esterase (EST)} e hexoguinase (HEX), o
tampao que apresentou melhor resolugac foi 1itio (modificado de
Selander e cols., 1969}, constituido pelo tampao A e tampaoc  B.
Tampao A: hidrdxido de litio 0,048M e acido bdrico 0,016M pH 8,4
(1,16 gr hidroxido de 1itio, 12,36gr acido bérice e 1000 ml de
agua destilada. Tampdo B: tris 0,078M e dcido citrice 0,006M pH

8,6. Tampao do CGel: 10% tampdo A e 90% tampdo B.

Para os sistemas: aldolase (ALD), isocitrato desidrogena
se (IDH), fumarase (FUM), glucose fosfato isomerase (PGI) e fos-

foglucomutase (PGM), foi utilizado o tampao tris-citrato (Bush

D

Huettel, 1972); tris 0,076M e acido citrico 0,005M pH 8,6 (9,21~



41,

gr de tris, 1,05 gr de acido citrico e 1000ml de agua destilada.

3.4.%. Tampdes do Eletrodo

Para os sistemas esterase {EST) e hexoquinase (HEX), foi

utilizado o tampao 1itio A (modificado de Selandur e cols, 1969)

ja descrito como um dos tampoes do gel. Para os demais siste—
mas enzimaticos utilizou-se o tampzao tris-citrato (Bush e Huettel
1872): tris 0,343M ¢ acido citrice 0,078M (41,6 gr de tris, !

16,44 gr de acido citrico e 1000ml de 2gua destilada.

0s tampoes do eletrodo foram utilizados uma Unica vez.

3.4.4. Preparo e Aplicacao das Amostra

Os homogeneizades dos insetos foram obtidos por tritura-
¢ao. Os insetos foram cclocados individualmente, com uma gota
de agua destilada a (49C) em cada um dos 20 orificios (3,5 mm di
ametro / 5 mm profundidade)} existentes em uma placa de polietile
no. A triturac@o foi feita inserindo-se nos orificios um bastao
de polietileno, conectado a uma furadeira el€trica funcionando'
em RPM constante. O homogeneizado foi absorvido por retangulo
de papel Whatmann n® 3, de 4 x Smm.

0 gel fol entao perfurado transversalmente, com auxilio
de régua e cspatula, a intervalos regulares (2 mm) ¢ a uma dis-——
tancia sempre constante da ponte catddica (5 cm). Cada retangu-

lo, com o homegeneizado de um inseto, fol inserido verticalmente
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em uma das fendas do gel. Foram aplicados 20 retangulos de pa-

pel por gel.

3.4.5., Montagem do Equipamento de Eletroforese

0 equipamento eletroforético constitui-se de uma rtaca
de acrilico, que contém o gel, sobre duas cubas também de acrili
co conectadas a uma fonte de corrente continua. Essa conexdo €
feita por eletrodos existentes na tampo superior da cuba, liga-
dos a um fio de platina, imerso no tampao da cuba. Cada cuba

conteve 250 ml do tampao de eletrodo.

A placa contendo o gel € colocada sobre as cubas de modo
que, a linha de aplicagio das amostras fica proxima ao catodo. A
ponte entre tampao do eletrodo e gel ¢ feita por meio de uma es

ponja de celulose (20 x 1l5cm).

Durante o periodo de migracao o sistema acima descrito
com excecao da fonte, & mantido dentro de refrigerador (aproxima

damente 5¢C).

3.4.6. Corrente elétrica e tempo de migracao

Para os dois sistemas de tampdes, litio e tris-citrato |
fol mantida uvma corrente de 2,5 MA/cm.

A migragio desejada, para o sistema litio, Ffoi de 9,5 cm
a partir do ponto de aplicacao em direcao ao anodo, A linha de

frente da migracao fol observada pela depressio no gel causadi pe



la frente do tampao. A corrente foi interrompida, assim que a

migracao atingiu a distancia desejada.

Para o sistema tris-citrato, o tempo de migracao foi de
cinco horas, para esse sistema, ndo fol possivel observar a fren

te da migracao.

3.4.7. Corte, Incubacao e Fixacdo do Gel

A placa de acrilico gue conteve o gel € constituida de
uma placa inteiriga e de duas molduras superpostas a essa placa.
Com a retirada das molduras o gel pode ser cortado em tres fati-

as.

0 corte foi realizado por um fio de aco bem tensionado '
montado em um arco de serra. As fatias do gel foram obtidas re-
tirando-se as molduras uma a uma e deslizando-se o fio nos bor-

dos da pléca.

Cada fatia assim obtida foi colocada em um recipiente !
plastico (18 x 9,5 x 2,8 cm) contendo o corante apropriado. A
incubacao se fez em estufa a 37°C, por um periodo que variou, de

uma a doze horas.

Em seguida, os géis foram fixados em uma solugao de 5:5:1
de Agua, metancl e acido acético, por um periodo que também va-

riou, de uma a doze horas.

ApGs a fixzcio, o gel foi embrulhado em plastico, anali-

sado, catalogado, ¢ estocado em geladeira.



ABREVIATURAS

PMS - fenazima metasulfato

NBT =~ mnitrcblue tetrazolium

MIT - 3 - (4,5 - tiazol 1,2) 2,5 difenil tetrazolium
brometo

NAD -~ nicotinamida adenina nucleotideo

NADP - nicotinamida adenina nucleotideo fosfato

ATP - adengsina 5' trifosfato

MBH

desidrogenase malica

G3PD - gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
GoPD - glicose 6 fosfato desidrogenase

FG - fast garnet
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3.4.8, Coleragao

Para o sistema esterése utilizou-se 50 ml de tampac fos-
fato (Shaw e Koen, 1968); constituido pelo tampao A e B. Tampio-
A:  fosfato de sodio monobasico 0,2M pH= 4,6 {27,8 gr de NaH,P0,
H,0 e 1000 ml de agua destilada) e Tampio B: fosfato de sédio ai

basice 0,2M pH 12,4 (53,65 gr Na,HPO, ¢ 1000 ml de dgua destila-

2 4
da); Tampao Fosfato - 25 ml tampao A, 5 ml tampdo B, 20 ml de a-

gua destilada pH - 6,0,

Para os demais sistemas utilizou-se 50 ml de solugdo tam
pao tris HCl {Bush e Huettel, 1972). Solugdo Concentrada: tris

HC1 0,4M (48,4 gr de Tris, 8,0 ml HCI e 1000 ml de agua destila-
da).

Solugao diluida para coloragao: 25 ml de solugZo concen-

trada, 75 ml de agua destilada.

Abaixo encontram-se relacionados os sistemas enzimaticos
com as respectivas formulas de coloracdo utilizadas e referénci-

as bibliograficas relativas a cada foérmula descrita.

1. Esterase (EST) (Bush e Huettel, 1972): 7 mg naftil

acetato, 20 mg FG e 2,5 ml isopropanol.

2. Aldolase (ALD) (Shaw e Prasad, 1970): 0,5 mg PMS

Y

15 mg NBT; 25 g NAD, 50 unidades GEPD; 78 ¢ arsenia-

&r

to de sddiog 250 mg frutose 1,6 difosfato de sadio.

k4

[
i

sccitrato desidrogenase (IDH) (Bush e Huettel, 1972
C,5 mg PMS; 10 mg NBT; 10 mg NADP; 50 mg MnCl,, 100

- - - - -
mg acido isocitrico,
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4. Fumarase (FUM) (Bush e Huettel, 1972): 0,5 mg PMS,

10 mg NBT; 35 mg NAD; 100 unidades MDH; 100 mg acido

fumarico.

5. Hexoquinase (HEX) (Shaw e Koen, 1368): 1,5mg PMS, -

5 mg ou 10 mg MIT ou NBT; 12 mg NADP; 12 mg ATP; 40

unidades GODP, 10 mg MgCl,; 45 mg

6. TFosfoglucose Isomerase (PGI) {Car
3 mg PMS; 10 mg MTIT; 7,5 mg NADP;

50 mg MgCl,; 12 mg Frutose 6 fosf

7. Fosfoglucomutase (PGM) (Shaw e Ko
PMS; 5 mg MIT; 5 mg NADP; 25 unid

glucose 1,6 difosfato de sédio.

3.5. Analise e Interpretac

=n, 1968): 0,5 mg

Glicose.

ter e Parr, 1967).

12 unidades GoPD:

zto.

<

zdes GO6PD; 100 mg °

o dos G&is

Para a interpretacio dos géis fol seg

descrita por Ayala ¢ cols., (1972b}.

Os alelos foram enumerados despendendc
bilidade em relacgao ao anodo. 0 alelo mals 1
le que migrou menos para o anodo € chamado al

alelo 2 ¢ assim pcr diante.

As diversas espécies de Silba foram c

13

by

gel, de modo a evitar di

4

gem. Para um determinado alelo, normalnente

de S.pseudopendula (espécie 1), foi dado o v

Para os demais alelos, foi dado um valor base:?

wida a metodologla-

da sua ordem de mo

into, ou seja, aque

xlo 1, o seguinte

Ed
locadas no mesmo -

erengas devido a g€i:., tampOes e volta-

zielo mals  comum
“=vw arbitrario 1,00.

2 na sua  distan-



cia de migragao do alelo 1,00. Por exemplo, para o sistema PGI,

o alelo 1, de S.pseudopendula, que migrou a 1,2 cm recebeu 0

valor arbitrario 1,00 enquantc que o alelo 2 que migrou a 1,5 cm

recebeu o valor de 1,25 (1,5/1,2).

0s resultados assim interpretados para cada individuo em

cada sistema enzimatico foram transcritos para um protocolo.

3.6. Analise Estatistica

Para cada amostra populacional foram obtidas as frequén~
cias relativas genotipicas e génicas em cada loco enzimatico. A
partir dessas frequéncias estimou-se o nimero de individuos hete
rozigotos esperados para o equilibrio de Hardy - Weinberg. Foi
ainda calculado o intervalo de confianca do nUmero observado de

heterozigotos.

As frequéncias génicas foram entao transformadas em indi
ces de identidade e de Zistancia genética segundo Nei (1972) e

Rogers (1972).

Para Nei, a identidade genética entre duas populactes A

e B quando diversos locos sao considevados € dade pela formula:

JAD

\JTATE

onde: JA e JB = mé&dia aritmética da somatdria dos i alelos, nos
I locos analisados, na populacac A e B, respecti

vamente.

JAB = média aritmética da somatoria dos i alelos, nos L lo
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cos analisados, na populacao A e B.

Os valores de I podem variar entre zerc (completa dife-——

renciacao genética ) e um (completa identidade genética).

A distancla genética € definida por Nei como:

Para Rogers, a distancia genética entre duas populacoes'

¢ dada pela formula:

L Al
1 1 o L. N2
D= 5 ~S- 3 (Pijx - Pijy)® ——
L i =1 2 j =1 2

onde: L = numero de locos

A.= numero de alelos nos i locos

Pijx e Pijy = frequéncia dos j alelos da populacio x e yg

resnectivamente.

Os valores de D podem variar entre zero {nenhuma diferen

ca genética) e infinito.

A partir da distancia genética, segundo Nei, fol obtidos
um fenograma pelo método de aglomerados ("Clustering Methods')

2

segundo Sneath e Sokal (1973).

Os calculos foram realizados no Centro de Computagio Ele
tronica da USP pelo sistema B - 6.700. Utilizou-se o programa '
BIO/NET para os calculos dos coeficientes de similaridade e dis-
tancia genética e o programa BIO/CLUSTER para a obtencio do feno

grama por cortesia do Prof. Dr. Joao S. Morgante.



4., RESULTADOS

Dos sistemas enzimdaticos analisados apenas EST € codifi-
cada por tres locos. Os demais sistemas ALD, HEX, IDH, PGM, PGI
e FUM, sao codificados por apenas um loco. Portanto no total fo
ram analisados nove locos enzimaticos. Os locos que codificam o
sistema EST foram analisados apenas na espécie 4 pois para as de
mais espécies estudadas os respectivos locos nao apresentaran bo
a resolugao. Os locos restantes foram analisados em todas as a-

mostras populacionais.

A tabela 1 apresenta a relacao dos sistemas enzimaticos
analisados em cada populacao quanto ao polimorfismo. Dois crite
rios foram adotados, segundo Ayala e cols (1970), para se defi—
nir polimorfismo. Critério de 1% - quande a frequéncia do alelo
mais comum & ‘é 0,99; critério de 5% - guando a frequéﬁcia do

alelo mais comum & K 0,95,

Apesar de EST ter sido analisada quanto a frequéncia dos
alelos somente na espécie 4, as demals espécies também se apre—

sentaram polimbrficas nos varios locos existentes.

Na tabela 2 temos a frequencia relativa das populagoes
polimbérficas e dos individuos heterozigotos para cada loco enzi-
matico. O calculo da frequencia de heterozigotos foi baseado no
nimere esperado para o equilibrio de Hardy - Weinberg. Por essa
tabela observa-se que 03 sistemas EST e PGM foram polimdrficos em
todas as populacces analisadas enquanto que ALD e HEX foram mono
morficas. s demais sistemas foram polimdérficos somente em al-
gumas populacoes. O locus 2 do sistema BST na espécle 4 foil 0
que apresentou a mais alta frequéncia de individuos heterezigo—

tos.



A tabela 3 mostra a variacao genética apresentada pelas
amostras populacionais de Silba. A variabilidade genética foi
estimada pela frequéncia relativa de locos polimdrficos por popu
lagao e pela frequéncia relativa de individuos heterozigotos por
loco e por populacao. Considerando-se as quatro amostras da es-
pécie 1, a amostra D fol a mais polimdrfica enquanto que, consi-
derando-se as sete espécies analisadas, o maior polimorfismo foi

encontrado na espécie 4. Essa especie foi também a que apresen-

tou a mais alta frequéncia de individuos heterozigotos por loco.

As tabelas 4 a 10 apresentam o numero de individuos ana-
lisados, as frequéncias glnicas relativas e a frequéncia relati-
va de heterozigotos observada e esperada em cada loco enzimatico
e em cada amostra populacional. Nessas tabelas se encontram tam
bém, para cada loco enzimatico, os intervalos de confianga do nu
mero observado de heterozigotos em cada amostra populacional. Por
essas tabelas observa-se que PCM fol o sistema a apresentar 0
maior numero de alelos em todas as populacdes analisadas. Os
sistemas IDH, PGI e FUM apresentam apenas dois alelos, cuja o=
correncia e frequénciz interespecifica variam de tal modo que fo

ram considerados marcadores, estando agrupados na tabela 11.

Pelos resultados expressos na tabela 11 verifica-se que:

1. Sistema IDH: a espécie 1 foi a Unica a apresentar
dois alelos 1,00 e 1,41. As espécies
2, 3,4, 5 e 6 somente apresentaram o
alelo 1,41 enquanto que, na espécie 7,
observou-se somente a ocorréncia do a-
telo 1,00, Pela tabela 7 observa-se !
que somente a amostra populacional D,

das quatro amostras analisadas na espé
LI B
E1BLIOTEC L (ruresa



o2
o

cie 1, apresentou os dois alelos, sen-
do a frequéncia do aleclo 1,41 muito bal

xa e nenhum heterozigoto detectado.

2. Sistema PGI: as espécies 4 e 5 possuem os dois ale-
los 1,00 e 1,25. As espécies 1, 2, 3,
e 6 50 possuem o alelo 1,00 ¢ a espécie
7, o alelo 1,25. Analisando-se a tabe
la 9, verifica-se a ocorrencia de hete
rozigotos nas cspicies que possuem 05

dois alelos.

3. Sistema FUM: a espécie 1 foi a Unica a apresentar °
os dois alelos 1,00 e 1,40. As espé-—
cies 2, 3, 4 ¢ 7 possuem apenas o ale-
lo 1,00 e as espécies 5 e 6, apenas o
alele 1,40,

Na tabela 10 observa-se que apenas du-
as amostras populacionais, C e D, das
quatro analisadas para .a espécie 1 pos
suem os dois alelos. A freguencia do
alelo 1,40 € muito baixa e nenhun hete

rozigoto fol detectado.

Pelos resultados da tabela 11 verifica-se que, pelos sis
temas IDH, PGI e FUM, a espécie 7 pode ser facilmente separada '

das demais espécies.
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entes de similavidade ¢ de distancia genética entro as  amostras

populacionais de Silba. Nas tabelas 12 e 13, as matrizes com 0S

coeficientes de similarvidade e de distancia genética foram esti-
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madas segundo Nei (1972) enquanto que nas tabelas 14 e 15, 0%
coeficientes se baseiam em Rogers (1972). Por essas tabelas ob-
serva-se que as espécies mais similares sio as espécies 2 e 3 com
um Indice de 0,9985 (Nei) e de 0,9841 (Rogers) enquanto que, as
mals distantes saoc as espécies 6 e 7 com um indice de §,7915{Nei)
e de 0,5372 (Rogers). Verifica-se tamben gue, tanto segundo 0
indice de Nei quanto o de Rogers, o coeficiente de similaridade,

das espécies 2 e 3, € malor do que os apresentados por  algumas

amostras populacionais da espécie 1.

Na tabela 16, os coeficientes de simllaridade das amos-
tras populacionais da espécle 1 apresentam-se separados das ma-
trizes. Essa anZlise foil baseada no Indice de Rogers pois en
coﬁparagéo com o de Nel apresentou as malores diferencas entre
as amostras populacionais. Portanto, segundo o indice de Rogers,
observamos que todas as amostras populacionais da espécie 1 sao
entre si, menos similares do que as espécies 2 e 3. As amostras
populacionais com o maior coeficiente de similaridade foram az A
e C, originarias do mesmo hospedeiro mas de regices diversas. As

amostras populacionais com o menor coeficiente de similaridade,

-
]

foram a B ¢ D, originzrias de hospedeiros diferentes & de vregi-

oes diferentes.

Ma tabela 17, para cada espécie analisada se encontra a

espécie com malor similaridade (maior coeficiente de similarida-

‘J

de) e a espécie con ior distancia (maior coeficiente de distan

cia genética). Pcr essa tabela chserva-se que:

1. 0 maicr coeficienie de similaridade € 00,9985 (Nei) e
G,9841 (Rogers) correspondenie as espécies 2 e 3. B
sas espeCies sao portanto as mais proximas entre  as

espécies analisadas.



2. 0 maior coeficiente de distancia & 00,7915 (Nei) e
0,5372 {Rogers) que corresponde as espécies 6 e 7.

Portanto, as espécies 6 e 7 sdao as mais distantes en

tre todas as espéciles analisadas.

3. As espécies 2, 3 e 4, tanto para o indice de Nei co-
mo para Rogers, se destacam das demais formando um
aglomerado Jevido a similaridade existente entre e~

las.

4, As espécies 5 e 6, também para os dois Indices (Nei,

Rogers)}, formam o outro aglomerado.

5. A espécie 7 € a espfcie mais distante possuindo o
maior coeficiente de distancia com as espécies 2, 3
4 e 6, segundo Nei e com as espécies 2, 3, 5 e 6, se

gundo Rogers.,

Todos esses dados sao corroborados pelo fenograma das se

te espécies que se encontra na
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5. DISCUSSAO

5.1. A variabilidade genética do género Silba. Proble-
mas referentes a deteccao de variabilidade isozimi

tica em populacdes naturais.

A estimativa da variabilidade genética das espécies ana-
lisadas, calculada pela frequencia relativa de locos polimdrfi-
cos e de individuos heterozigotos por loco, demonstrou que o gé-
nero Silba possui baixa variabilidade quando comparada com a apre
sentada por outros insetos. As comparacoes podem ser dificulta-

das por diversos fatores como:

1. Metodologia utilizada. Na eletroforese, diferengas
nos tampoes e no material constituinte do gel poden produzir,
para o sistema enzimatico analisado em um mesmo organismo, dife-
Tengas na migracao e na sepéragéo das bandas isozimaticas. Con-
sequentemente, existe a possibilidade de occorrerem diferencas en
tre os resultados de autores diferentes devido a utilizacao de
metodologias diversas. Nesse caso, a comparacao da variabilida-
de genética entre organismos, analisados por autores diferentes

que utilizam metodologias diversas torna-se dificil e duvidosa.

2. Sistemas enzimaticos analisados. sabe-se, peia lite
ratura existente, gue sistemas enzimiaticos relacionados ao meta-

bolismo da glicose apresentam menor variabilidade do que aqusles
que utilizam substratos inespecificos (Gillespie e Kojima, 1970).
Além disso, enzimas reguiatdrias apresentam um polimorfismo neior

do que as nao regulatorias (Johnson, 1974). Dessa forma, depen-

dendo do tipo de sistema cnzimitico analisalo pode-se sub ou su-
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perestimar a variabilidade genética das populagbes estudadas. En
tao, estimativas de variabilidade genética dependem da amostra
de locos enzimaticos escolhidos para o estudo e isso deve ser con

siderado em comparagoes de variabilidade em trabalhos diferentes

{Barker, 1976).

3. Heterogeneidade ambiental. Burns e Johnson (1971);
Powell (1971); Gillespie (1973) e varios outros autores sugerem
que a heterogeneidade ambiental promove e mantém a variabilidade
de genética. Dessa forma, espécies de regioes tropicais devem
apresentar maior variabilidade genética do que espécies de Tegides
temperadas. Richmond (197Za) sugere que a malor  variabilidade

genética observada em espécies tropicais de Drosophila willistoni

quando comparada com a variabilidade de espécies temperadas deve
ser o resultado da rigueza dos troplicos em microhabitats. Mala-

vasi (1977) entretanto, comparando a variabilidade genética de es

pécies tropicais do género Anastrepha com a de outros tefriti-
deos de regiEes temperadas encontrou ménor variabilidade nas es-
pécies tropicais. O autor discute o problema sugerindo que as
populacoes de insetes dependentes de hospedeiros diferentes, quan
do a producao de um determinado hospedeiro termina (se desinte-
gram) a procura de novos hospedeiros. Essa desintegracio popula
cional provoca uma oscilacao casual nas frequéncias alélicas com

uma consequente perda da variabilidade genética.

Assim, s¢ os vesultados demonstram que a variabilidade
genetica das espfcies analisadas no presente trabalho € menor do
que & apresentada por outros insetos, essa comparagac sopode ser
realizada considerando-se esses fatos.

Além dos problemas relacionados com a metodologia, no gé

nero Silba, fol an-lisudo apenas um sistema enzimatico que utili
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za substrato variavel. O sistema EST de fato, apresentou um po-
limorfismo tao alto que a analise das frequéncias génicas s6 foi
possivel na espécie 4, que apresentou menor niumero de bandas iso
zimdticas e melhor resolucdo. Os demais sistemas enzimaticos es
tudados sao ligados ao metabolismo da glicose e realmente apre—
sentaram menor variabilidade. Entre os sistemas glicoliticos ana
lisados, os regulatorios mostraram-se mais polimérficoé do que os
nao regulatorios. A andlise de um maior niimero de sistemas enzi
maticos que utilizam substratos inespecificos e de sistemas enzi
maticos glicoliticos regulatdrios provavelmente resultaria na de

tecgcao de mailor variabilidade nas espécies desse género.

Outro aspecto a ser considerado no presente trabalho, Te

Y

fere-se ao nimero de individuos analisados em cada populacao. A
pesar do grande ntmero de coletas, a obtencdo dos individuos de
cada espécie foi dificil, o que nos sugere uma balxa densidade
populacional dessas espécies. Entretanto, quanto a esse fato, de

ve ser considerado que Silba € um geénero constituido por espécies

nativas {(Malavasi, 1977; Pavan, 1978) e provavelimente, o reposi-
torio natural dessas espécies € constituido por hospedeiros sil-
vestres. Individuos dessas populagdes devem ter invadido os no-
vos nichos representados por frutos comerciais introduzidos for
mando entao pequenas populagoes locais. Nesse caso, a variabili
dade genética dessas populagbes pode representar. apenas uma pe-
quena parcela daquela existente nas populacoes nativas originais,

Além disso, nas espécies de Silba, assim como nas de Anastrepha,

tambem deve ocorrer o fenomeno de desintegracao populacional ao
fim da safra dos frutos com uma perda de variabilidade.

A maior varlabilidade foi observada nas populacdes (¢ D
pertencentes a espécie 1, ambas orviginirias da mesma regiao, mas

infestantes de hospedeires diferentes e nas espécies 4 e 5. O



polimorfismo encontrado na populagao D da espécie 1 foi ainda
maior que o observado na espécie 4 pois, nesta espécie, foram con
siderados os resultados obtidos com a analise do EST que € um sis

temz altamente polimdrfico.

Algumas populagoes de Silba, para alguns dos sistemas en
zimaticos analisados, apresentaram desvios quanto a frequencia
relativa de heterozigotos observada e a esperada por Hardy —

Weinberg. Os desvios foram testados pelo intervalo de confiancga

dos valores observados devido a impossibilidade de aplicacio do
qui-quadrado. Esses desvios foram provocados principalmente por
deficiéncia e auséncia de heterozigotos. Deficiéncia de hetero~
zigotos foi observada no sistema EST para a espdcie 4, que foi
a Unica analisada, e no sistema PGM em todas as espécies com ex-
cessao das espécies 3, 5 e 6. Auséncia de heterozigotos foi ve-

rificada no sistema IDH ¢ FUM em todas as populacdes, da espécie

1, que apresentaram mais de um alelo.

A ausencia de heterozigotos nos sistemas IDH ¢ TUM pode
ria ser explicada por heranca ligada ao sexo. Nesse caso, hete-
rozigotos somente podsviam ser detectados se as fémeas de cada
espécie também fossem incluidas na andlise. Além disso, na espé
cie 1, os locos que codificam esses sistemas apresentan umn dos
alelos em uma frequéncia tao baixa que pode ser considerado como
alelo raro. Para o sistema IDH, o alelo raro foi fixado nas es-
pécies 2, 3, 4, 5 ¢ 6 e nio foi detectado na espécie 7. Para o
sistema FUM, o alelo raro fixou-se mas espécies 5 e 6 nio tendo
sido observado nas demais espécies. Fsses resultados parecen por

tanto sugerir que esses alelos, na espécie 1, estao sendo elimi-

3

1

nados. Bssa climinacao alélica poderia ser explicada tambénm por

um tipo de selecao contra heterozigotos.
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Deficiencia de heterozigotos fol também observada em va-
Tios outros insetos por varios autores (Stone ¢ cols, 1968: '
Johnson, 1969; Burns, 1971; Narang, 1971; Rockwood e cols, 1973,
e Barker e Mulley, 1976). Barker e Mulley sugerem trés mecanis-
mos que poderiam determinaer deficiéncias de heterozigotos em po-
pulagoes naturais. O primeiro deles & o efeito Wahlund, segundo
© qual, a amostra retirada de uma localidade pode incluir indivi
duos de populagoes diferentes com diferentes frequéncias génicas.
As diferencas nas frequéncias geénicas seriam devidas a oscilacdo
genética, existente enm populacoes pequenas e parcialmente isola-
das ou ainda devidas a sclecao diferencial nas diferentes popula
¢oes. O segundo mecanismo seria a ocorréncia de endocruzamentos
por geracoes suéessivas em populacoes de tamanho pequeno. 0 ter
ceiro mecanismo seria selecao diversificadora em populacdes su-

jeitas a miltiplos nichos.

0 endocruzamente deve ocorver nas populacoes das espécies

de Silba sao pequenas e locais. A selecio diversificadora de-
4 q G

ve estar atuando ji que os individuos de uma mesma espécie poden
explorar nichos diferentes representados pelos diferentes hospe-
deiros. Além dissc, z amostra retirada de cada localidade com—
preendeu individuos pertencentes a populagtes que infestam hospe
deiros diferentes e portanto com diferentes frequéncias ginicas
decorrentes de oscilacao ¢ selecgao diversificadora.

Em resumo, podemos dizer que a variabilidade genética
apresentada pelo género Silba, assim como a detectada para | a

Anastrepha, fol peguena em relagizo a outros insetos. Entretanto

essa comparacao de variabilidade genética de insetos diferentes

analisados por autores diferentes deve ser realizada com cuidado.

Os dados referentes a densidade e a flutuacio populacio-



nal dessas espécies (Vecchio, comunicacio pessoal) foram essen-
Cclals para a interpretacao de nossos resultados. .A analise de
um maior nimero de sistemas enzimidticos en populacoes que infes-
tam também hospedeiros silvestres se faz necessdria para uma es-

timativa melhor da variabilidade genética desse género.

5.2. Afinidades'genéticas interpopulacionais da

espécie S.pseudopendula

A evolugao, como salienta Lewontin (1967), ocorre pela
conversao da variagaoc genética dentro de uma populacio em varia-
¢ao genética entre populacgSes, no espago {formacio de racas e es
pécies) e no tempo (evolucdo filética). Desse modo, estimativas
da variabilidade genética assim como da divergéncia genética en-
tre populagbes de uma mesma espécie sdo essenciais para se enten

der fenomenos evolutivos.

Em S.pseudopendula, fol possivel a anilise da variabili-

dade genética em quatro amostras populacionais originarias de hos

pedeiros e regioes diferentes.

Das quatro populagoes, a mais polimérfica foi a popula-
cao D originaria de Cordeirépolis ¢ intestante de citros. Ape-
sar de existir divergencia genética entre as quatro populacoes
observou-se que, para todos os locos analisados, o mesmo alelo &

sempre mais frequente em todas as populagoes.

Essa unifeormidade das frequéncias génicas face a ambien-
tes heterogéncos fol tawbém encontrada e¢m outres insetos por vi-
rios autores {Burns e Johnson, 1971; Prakash e cols, 19%69: Lako-

vaara e Saura, 1971; Ayvala e cols, 1972a, 1972b, 1974a) o ten



sido considerada uma prova em favor da hipdtese de que as isczi-
mas sao mantidas por alguma forma de selecio balanceada. Pela
hipotese da neutralidade seletiva, as frequéncias génicas nao de
veriam ser uniformes em populagoes geograficamente isoladas. Ki-
mura e Ohta (1971) salientam entretanto que em organismos de gran
de mobilidade nenhuma populaciao € suficientemente isolada tendo
a migracao um importante papel em uniformizar as frequéncias gé-

nicas.

Entretanto, autores como Ayala e cols (1974a) e Rockwood

e cols (1971) Prazkash (1969) encontraram para especies de Droso-

phila, que sao reprodutivamente isoladas, similaridade das fre-
quéncias alélicas em varios locos e que portanto nao pode ser ex
plicada por fluxo génico. Em Silba, foi também observada unifor
midade de frequéncias alélicas para os locos PGI e PGM em espé—
cies diferentes. Pela hipdtese da neutralidade seletiva dos ale
los, nao podendo ser considerado o efeito da migracdo, esperar -
se~ia sempre encontrar diferentes frequéncias em espécies dife~—

rentes.

Esse problema continua a ser discutido pelos varios auto
Tes e a sua resolucao, como bem salienta Lewontin (1973), depen-
dera do actmulo de provas do valor seletivo dos alelos em cada

caso estudado.

As estimativas da divergéncia genética entre as quatro
amostras populacionails foram obtidas utiiizando-se os iIndices de
Nei e Rogers. Pelo indice de Rogers, os resultados sugeren QUQ
deve estar havendo uma tendencia dessas populagoes em diferenci-
ar-se pela prefersncia por hospedeiro. As populacoes originarias
da mesma espeécie de nhospedeiro e de localidades diversas apresen
tam maior grau de similaridade que pepulacoes infestantes de hos

pedeiros diferentes da masma lccalidade.



Entretanto, autores como Malavasi (1877) sugerem que em
espécies, como as do género Silba, que se caracterizan poT ausen
cia de diapausa e que possuem grande disponibilidade de hospedei
ros, as populagoes dificilmente desenvolveriam racas especificas
de hospedeiros ja que essas populacgoes possuiriam um menor valor

adaptativo do que aquelas que exploram diversos hospedeiros.

Como os resultados encontrados pelo indice de Rogers ndo
foram corroborados pelo Indice de Nei torna-se necessiario a ana-
lise de um maior nimero de sistemas enzimiaticos o que possibili-

tard uma resposta mais segura ao problema.

5.3. Afinidades genéticas interespecificas do

género Silba

As comparagoes genéticas interespecificas, como salien-
tam Selander e Johnson (1973), podem fornecer uma ampla variagao
isto porque a divergéncia genética reflete tanto a gquantidade de
modificagao genética que acompanhou a especiacac como aquela que

se acumulou apds esse processo.

As comparagoes genéticas entre as sete espéciss de Silba

utilizando-se os indices de similaridade e de distincia genética
de Nei e Rogers, demonstram um baixo grau de divergéncia genéti-
ca. Essas espécies sfo portanto muito préximas estando ainda em
. -~ - 4. L it - . I - - -

inicio de diferenciagao. A analise morfoldgica desses nsetos
corrobora o fato acima exposto pois as sete espécies sao distin-

guiveis apenas por pequenas diferencas na gonitalia.

Eletroforeticamente porém, z espicie 7 foi a que se apre

sentou mais distante das demails espécies. As espécies 2 e 3 fo-



ram as mais proximas entre si. Essas espécies apresentaram  um
grau de similaridade ainda maior que o existente entre as popula

¢oes da espécie 1, considerando-se o indice de Rogers.

Esses resultados parecem sugerir que o processo de espe-
ciagao no género Silba ndo deve ter envolvido grandes alteracles
nos locos analisados. Entretanto, deve ser ressaltade que a di-
vergéncia genética que ocorre durante a especiacio deve envolver
também modificacSes nos mecanismos génicos regulatdrios que niHo

sao detectaveis por eletroforese (Nair e cols, 1971).

A metodologia eletroforética mostrou-se fitil como auxili
ar para a taxonomia desse grupo pois a existéancia de padrbes iso
zimaticos marcadores possibilitou uma melhor caracterizacido de
cada espécie. Os 51stenas IDH e PGI sao marcadores da espécie 7
possibilitando a sua di%tlngao das demais espécies analisadas. O
sistema FUM também se apresentou um O0timo marcador das espécies
5 e 6. Quanto as demais eépécies, se reunidas em grupos de duas
ou trés espécies, os trés sistemas marcadores possibilitam a dis

tincao de cada uma.

A utilizagao da eletroforese como auxiliar da taxonomia
do género Silba torna-se essencial devido as ja citadas dificul-
dades na identificacao das espécles. Além disso, a  existencia
de padroes isozimatices marcadores possibilita a  identificacio

das fémeas de cada espécie para posterior analise morfoldgica.

A orientagac de novos estudos sobre a variabilidade geng
tica nesse grupc de insetos, vista sob o angulo deste trabalho
ira requerer no futuro a andlise de um maior nimero de sistemas’
enzimiticos assim como a andlise de populacoes que infestam hos-~

pedeiros silvestres.



6. CONCLUSOES E SUMARIO

Sete espécies do género Silba foram analisadas quanto a
variabilidade geneética, ao nivel enzimitico, pelo método eletro-
forético horizontal em gel de amido. 0 levantamento dessa varia
bilidade possibilitou estabelecer afinidades genéticas entre as
espécies, detectar marcadores genéticos para auxiliar a taxonomni
a e obter informacoes sobre as estratégias evolutivas das espe -~

cies desse género.

As amostras foram constituidas pela cabeca e tdrax de
insetos adultos obtidos de brotes terminais de mandioca {Manihot
esculenta) e virias espécies de frutos comerciais infestados. O
abdomem dos insetos nao foi analisado eletroforeticamente POLs
foi retirado para a identificacao das espécies que 50 € possivel

pela anadlise morfolfgica da genitalia dos machos.

Na espécie 1, S5ilba pseudopendula, foram analisadas fua-

tro amostras, de cinquenta individuos por amostra, que represen-
tam populagoes originarias de hospedeiros diferentes da mesna lo
calidade e de mesmo hospedeiro de localidades diferentes. Para
as demais espécies sO foil possivel a andlise de uma (nica amos-
tra que compreendeu individuos origindrios de diferentes  espé-
cies de hospedeiros de regioes diferentes. Assim, nas espécies
2, 5, 4 ¢ 5 analiscu-se uma amostra de cinguenta individuos e
nas espécies 6 ¢ 7 de frequéncia muito rara a amostra foi de do-

ze individuos.
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Os sistemas enzimdticos analisados foram: esterase (EST),
aldolase (ALD), hexoquinase (HEX), isocitrateo desidrogenase(IDH},
fosfoglucose isomerase (PGI), fosfoglucomutase (PGM) e fumarase
(FUM). Os resultados obtidos com a analise de cada espécie fo-
ram comparades utilizando-se os indices de similaridade e distin
cia genética de Nei (1972) e. Rogers (1972). O0Os indices de‘ dis-
tancia genética segundo Nei foram utilizados na obtencio de um

fenograma pelo método de aglomerados.

Os resultados mostraram que a variabilidade genética en-
contrada para as espécles de Silba & menor do que a existente em
outras espécies de insetos. 0s sistemas enzimidticos relaciona-
dos com o metabolismo da glicose apresentaram menor variabilida-
de que os nao-glicoliticos. O sistema EST apresentou diversos

locos, em todas as espécies sendo que na espécie 4 trés locos fo

ram analisados. Os outros sistemas apresentaram um unico loco.

Para todas as populacoes analisadas, os sistemas EST &
PGM foram polimdrficos enquanto que ALD e HEX foram monomdrficos.
Os sistemas IDH, PGI e FUM foram considerados como marcadores ge
néticos pois permitiram a distingao da espécie 7 das outras espd
cies analisadas. A existéncia de marcadores genéticos faz da e~
letroforese um método {til para auxiliar a taxonomis. Esses S51s
temas marcadores permitem a identificacao das fémeas de cada es-
pécies para uma posterior andlise morfoldgica. Esses resultados
sao de importancia fundamental se nds considerarmos que a taxonc

mia da familia Lonchaeidae € dificil ¢ incompleta.

Os resultados, analisados pelo indice de Rogers, sugeren
que deve estar havendo uma diferenciacic das populagoes quanto a
preferencia por hospedeiro. As espécies 2 e 3 exibiram o mais

alto grau de similaridade genética e as espccies 6 e 7 a mais a
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ta distancia genética. As comparacdes interespecificas mostra-
ram que as espécies analisadas sao muito proximas estando ainda
em inicio de diferenciacio. Esse fato sugere que o mecanismo de
especiacao nésse genero nao deve envolver grandes alteracbes em

genes estruturais.
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7. CONCLUSIONS AND SUMMARY

The genetic variability of seven different species of
the genus Silba has been analyzed by the electrophoretic method
using isozymes on a horizontal starch gel. system. An analysis
of the variability was doric to determine genetic species simila-
rities, obtain information on the speciating mechanism and detect

genetic markers for species identification.

Four samples, 50 individuals per sample, of Silba pseudo

pendula, designated as species number 1, were analyzed. These
samples represent populations collected from different hosts but
the same locality, and from the same host but different localities
For other species a single sample was analyzed including individuals
collected from different species of hosts from several regions.
In species number 2, 3, 4 and 5 a sample of 50 individuals was
analyzed for each species while in species number 6 and 7 only

12 individuals were analyzed for cach species.

The samples were obtained by collecting larvas from

terminal buds of cassave plants (Manihot esculenta L.) and

rearing them to adults before mascerating them for analysis. The
abdomem of male flies was not used in the electrophoretic samples
because it was separated for morphological analysis of the geni-

talia used in species identification.

The isczyme systems used were: esterase [BST), aldolnse

(ALD}, hexokinase (HEX), isocitrate dehydrogenase (IDH)., fumara-

se (FUM}, phospho-glucomutase (PGM), and phosphoglucoisomerase
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(PGI). The results for each especies were compared wusing the
similarity and genetic distance indexes {rom Nei (107%) and
Rogers (1972Z). The genetic distance indexes (Nei 1972} were
used in the elaboration of a phylogenetic dendrogram by the

cluster method.

The results showed that the genetic variability found
among Silba spp. 1s less than that among other species of insects.

The esterase system presented several loci and in species 4 three

loci were found. The other system presented a single locus.

For all the analyzed populations, EST and PGM systems
were polymorphic while ALD and HEX systems were.menomorphic, The
IDH, FUM and PGl systems were considered as genetic markers and
enable the distinction of species number 7 from the other analy-
zed species. The existence of genetic markers in the 1sozyme
systems makes it a very useful method in studying taxonomy. These
systems allow the identification of females of each species by a
posterior morphological description. These results are of impor
tance if we consider that the taxonomy of the Lonchaeidae family

is difficult and incomplete.
The results, analyzed by the Rogers index, suggssted an

interpopulational genetic drift tending to generate host races.

Species number 2 and 3 exhibited the highest similarity index
and species number & and 7 the highest genetic distance index

accerding to the two different indexes analysed {(Nei 1972, Rogers
1972). The interspecific compariscns showed that the  analyzed
species are very closely related which would suggest a speciation

mechanism involving a very low degres of alteration of the gene

loci analyzed
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9.

APENDICE



FENOGRAMA DAS SETE ESPECIES DE SILBA  ANALISADAS
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Prancha 1 - S7lba pseudopendula (Korytkowski), espEcie 1, macho.

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Pos-abdomem, vista lateral
Ibidem, vista ventral
Hypandrium com os pos—gonitos

Base de aedeagus, vista ventro-lateral



ZANMNIA

Prancha II - 57lba, especie 2, macho

Figura 1 - Pos—abdomem, vista lateral

Figura 2 = Ibidem, vista ventral

Figura 3 ~ Extremo apical do pos—abdomem, vista ampliada
Figura & - Hypandriua com 0s pos—gonitos

Figura 5 - Base de zedeagus, vista ventro-lateral



Prancha 1II =~

Stiba, especie 3, macho.

Figura 1 - Pos-abdomem, vista lateral

Figura Ibidem, vista ventral

[

1
2

Figura 3 - Hypandrium com os pos-gonitos
4

Figura 4 - Base do aedeazus, vista ventro-lateral



Prancha IV - S7lba, especie 4, macho.

Figura Pos~abdomem, vista lateral

|

1
Figura 2 —~ Ibidem, vista ventral
Figura 3 - Hypandrium com os pos—gonitos
4

Figura 4 - Base do aedeagus, vista ventro-lateral



Prancha V - S7lba, especie 5, macho.

Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Pos-abdomem, vista lateral
Ibidem, vista ventral
Hypandrium com os pos-gonitos

Base do aedeagus, vista ventro-lateral



Prancha VI - S7lba, especie 6, macho.

Figura 1 - Pos-abdomem, vista lateral
Figura 2 - Ibidem, vista ventral
Figura 3 - Hypandrium com os pOs-gonitos

Figura 4 - Base do aedeagus, vista ventro~-lateral



o —?.‘a—r-‘:—.'!"
)

Prancha VIT - Si{lba pendula (Bezzi), espécie 7, macho.

Figura 1 - Pos-abdomem, vista lateral
Figura 2 -~ Ibidem, vista ventral
Figura 3 - Hypandrium com 0s pos—gonitos

Figura 4 - Base do aedeagus, vista ventro-lateral




