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Resumo

Tomoplagia reticulata (Diptera: Tephritidae) € um fitéfago especialista em Eremanthus
glomerulatus (Asteraceae). Os adultos ovipdem nas inflorescéncias da planta hospedeira, onde as
larvas se desenvolvem. O histérico de coletas de 7. reticulata mostra uma grande variacdo na
quantidade de insetos infestando cada individuo de E. glomerulatus. A fim de verificar se a
variagdo no numero de herbivoros nas popula¢des do hospedeiro € associada a alguma
caracteristica quimica e/ou genética deste, comparamos as variabilidades genética e quimica entre
individuos de E. glomerulatus com diferentes niveis de infestacdo por 7. reticulata (cap. 1).
Eremanthus glomerulatus tem baixa variabilidade genética, provavelmente associada a
distribuicao restrita desta espécie. Apesar da distribuicao fragmentada, hd pouca estruturacio
entre as populacdes desta planta, explicada pelo maior fluxo génico entre ambientes
fragmentados em espécies anemocdricas. As caracteristicas genéticas e quimicas de E.
glomerulatus nao explicam a variacdo no nivel de herbivoria das populacdes do hospedeiro. No
capitulo 2, testamos a hipétese de que fitéfagos especialistas apresentam maior diferenciacio
genética e menor diversidade do que generalistas, comparando o nivel de variabilidade e estrutura
genética de T. reticulata com o de outros fitéfagos com diferentes amplitudes de hospedeiro. As
populacdes de T. reticulata apresentaram baixa variabilidade e grande estruturagdo genética, o
que € associado a distribuicdo fragmentada da planta hospedeira, que restringe a distribui¢do das
pequenas populacdes do inseto. No capitulo 3, caracterizamos a composi¢do genética das
populacdes de Tomoplagia reticulata e de T. pallens, uma espécie irmda. Ambas as espécies
parasitam E. glomerulatus; T. reticulata ocorre em MG e T. pallens em GO. H4 uma zona de
contato entre as espécies no Sul de MG, onde elas hibridizam. Ocasionalmente 7. pallens chega
ao centro de MG (Santana do Riacho), regido mais fria. Esta migracdo provavelmente estd

associada a anos excepcionalmente quentes.



Abstract

Tomoplagia reticulata (Diptera: Tephritidae) is a phytophagous insect which is specialist on
Eremanthus glomerulatus (Asteraceae). Adults oviposit in flower heads, where larvae develop.
Sampling records for 7. reticulata show that there is great variation in the number of insects
parasitizing each plant. To verify if this variation is associated with chemical or genetic
characteristics of the host plant, we assayed E. glomerulatus’ genetic and chemical variability and
compared between individuals with different levels of infestation by 7. reticulata (chapter 1).
Eremanthus glomerulatus has low genetic variability, probably related to its narrow geographic
distribution. There is low genetic structure among populations despite its fragmented distribution,
due to enhance gene flow in fragmented habitats in anemocoric species. E. glomerulatus’
chemical and genetic characteristics don’t explain variation in herbivory. In chapter 2, we tested
the hypothesis that herbivorous insect species with narrow diet breadth are expected to be more
prone to genetic differentiation and lower genetic diversity than insect species with a wider diet
breadth, comparing T. reticulata’s genetic variability and structure with other phytophagous with
different host ranges. Tomoplagia reticulata has low genetic variability and great genetic
structure, which is associated with its host fragmented distribution that restricts the distribution of
insect populations. In chapter 3, we described genetic composition of Tomoplagia reticulata and
T. pallens, a sister species. Both of them parasitize E. glomerulatus; T. reticulata occurs in MG
and T. pallens in GO. There is a contact zone between them in southern MG, where they
hybridize. Occasionally, T. pallens arrives in the center of MG (Santana do Riacho), a colder

region. This migration is probably associated with extremely hot years.



INTRODUCAO GERAL

Interacao entre Tomoplagia reticulata e Eremanthus glomerulatus

Um inseto é considerado fitéfago se em qualquer estidgio de desenvolvimento se
alimenta de tecidos vegetais vivos ou seiva, excluindo pdlen ou néctar. Eles podem ser
polifagos, oligéfagos ou mondéfagos, segundo sua amplitude de dieta. No conceito mais
restrito, mono6fago € o fitéfago que se alimenta em apenas uma espécie de planta hospedeira
mas o termo também ¢é empregado para especialistas em um Unico género de planta.
Olig6fagos se alimentam em algumas espécies, de hospedeiro geralmente dentro de uma
unica familia. J& polifagos se alimentam em uma grande variedade de plantas, de diferentes
familias.

O nuimero de espécies parasitadas por um fitéfago € limitado principalmente por
dois fatores: os compostos secunddrios das plantas e as pressodes seletivas de inimigos
naturais (Jaenike 1990, Bernay & Graham 1988, Becerra 1997). Os metabdlitos secundarios
geralmente restringem a variedade de hospedeiros que um inseto pode utilizar. Segundo
Jermy (1966), as caracteristicas quimicas sdo a principal informag¢ao usada pelos insetos no
reconhecimento de uma planta e a presenca ou auséncia de substancias secunddrias
desempenha um papel decisivo na sele¢do ou na rejeicdo de uma espécie de hospedeiro.
Além de ajudar na identificacdo das plantas, substincias quimicas podem fornecer
informacdes sobre condicdes ambientais bidticas através de uma mistura de até centenas de
compostos diferentes (Dicke 2000). Visto que os compostos das plantas desempenham um
papel tdo importante na escolha dos insetos, a habilidade dos fitéfagos de perceber e
discriminar entre eles deve ser grande (Simmonds 2001).

A principal pressdo seletiva exercida por outros organismos € a competi¢do. As

fémeas normalmente evitam depositar ovos em recursos ja explorados, um comportamento
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que presumidamente reduz a competi¢ao sofrida pela sua prole (Prokopy 1981). A presenca
de ninhadas € indicada pela liberacdo de compostos pela planta em resposta aos danos
causados pela oviposicao (Cirio 1971) ou pela destruicao de tecidos pelas larvas (Renwick
& Radke 1981, Fitt 1984, Landolt 1993) e/ou pelos adultos (Heard 1995). Além disso, pode
ocorrer também a liberagdo de feromodnios para diminuir a competicdo intraespecifica.
Anastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae), por exemplo, arrasta o ovipositor na
superficie do fruto, apds colocar os ovos, liberando um feromdnio que evita oviposi¢oes
subseqiientes (ODP) (Prokopy et al. 1982). Até o momento ja foi observada a presenca de
feromonios marcadores em 20 familias de insetos fitéfagos (Nufio & Papaj 2001),
incluindo Tephritidae.

Trés subfamilias de Tephritidae sao reconhecidas, Dacinae, Trypetinaec e
Tephritinae, distribuidas nas regides temperada, subtropical e tropical, com a maior
diversidade ocorrendo nos trépicos (Foote et al. 1993, Headrick & Goeden 1998). Dacinae
e Trypetinae usam os frutos carnosos de seus hospedeiros como fonte de alimento larval.
Por apresentarem grande importancia econdmica, essas subfamilias t€ém sido bastante
estudadas. Ja a subfamilia Tephritinae, que usa a parte vegetativa e as inflorescéncias dos
hospedeiros como alimento para as larvas (Foote et al. 1993, Headrick & Goeden 1998), é
bem menos conhecida.

Segundo Zwolfer (1982), as espécies de Tephritinae sdo geralmente uni- ou
bivoltinas, razoavelmente sedentdrias e tém um baixo potencial reprodutivo. Com poucas
excecoes, os adultos deste grupo vivem pouco e quase toda a vida do inseto € sobre, dentro
ou em partes do hospedeiro. Eles ovipdem entre 50 e 150 ovos durante a vida; as larvas se
desenvolvem em 20-40 dias e geralmente empupam dentro do hospedeiro. Apresentam uma

estreita relacdo com seu hospedeiro e exploram principalmente as inflorescéncias, que sdo
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estruturas relativamente estdveis da planta e uma fonte de alimento altamente previsivel.
Nao existem estudos sobre o comportamento reprodutivo de espécies da subfamilia
Tephritinae.

Os hospedeiros da subfamilia Tephritinae sdo principalmente plantas da familia
Asteraceae, com algumas espécies de inseto infestando um grande nimero de espécies,
géneros e tribos desta que é a maior das familias de faner6gamas. Os capitulos das mesmas
oferecem alimento concentrado em um sitio protegido e, por isso, abrigam uma fauna rica e
diversificada de insetos enddfagos (Lewinsohn 1988). Como os representantes desta
subfamilia sdo capazes de causar danos substanciais a seus hospedeiros, destruindo suas
sementes e reduzindo sua capacidade competitiva, algumas espécies t€ém sido usadas no
controle biolégico de plantas daninhas introduzidas (White 1988).

Tomoplagia (Coquillet) € o género de Tephritinae mais abundante no Brasil (Prado
et al. 2002). As fémeas ovipdem nas inflorescéncias das compostas, onde as larvas
endofagas se desenvolvem. Segundo Prado & Lewinsohn (1994), Tomoplagia esta
primariamente associado a subtribo Vernoniinae, mas algumas espécies sdo encontradas em
plantas da subtribo Lychnophorinae (Prado et al. 2002), como Tomoplagia reticulata

(figura 1).

o P
Figura 1: Foto de um individuo adulto de Tomoplagia reticulata.

Tomoplagia reticulata parasita exclusivamente Eremanthus glomerulatus (figuras 2

7z

e 3). A distribuicdo deste fitéfago € restrita ao estado de Minas Gerais, em 4areas de

ocorréncia da planta hospedeira. O género Eremanthus Less. (Asteraceae) compreende 27
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espécies (Robinson 1999) de arvores e arbustos de inflorescéncias sincéfalas que estdo em
sua maioria restritas ao cerrado do platd central do Brasil (MacLeish 1987). E.
glomerulatus sio arvoretas de 2-10m de altura com até 20 cm de didmetro. E uma espécie
alégama e anemocorica. A floracdo e a frutificacdo ocorrem de margco a outubro. Estd
distribuida nos estados de Minas Gerais, Goids e dreas adjacentes na Bahia e em Sdo Paulo,
em altitudes de 700 a 1500 m. E encontrada em grandes coldnias, principalmente nas 4reas

de transi¢do de vegetacdo campo rupestre-cerrado (MacLeish 1987).

i

Eremanthus g-lomemlatus.

Figura 2: Hébito, morfologia e ambiente tipicos de
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Figura 3: Detalhe das inflorescéncias de Eremanthus glomerulatus.
As coletas ja realizadas de T. reticulata (Abreu 2003) mostraram uma variacao na
quantidade de insetos infestando cada individuo de E. glomerulatus, mesmo entre plantas
de uma mesma moita. Esta variacio pode indicar a preferéncia dos insetos por
determinadas plantas, que apresentam condi¢cdes mais adequadas para o desenvolvimento
da prole, ou apenas um acontecimento incidental. A escolha de uma planta com condi¢des
adequadas € essencial em T. reticulata ja que as larvas ndo tém mobilidade para trocar de
ambiente. Em vdrios sistemas envolvendo herbivoros, ja foi observada uma variacdo no
nivel de herbivoria dentro de uma unica espécie hospedeira (e.g. Whitham & Mopper 1985,
Stiling & Simberloff 1989). H4 casos em que os insetos fitéfagos formam demes adaptados
a tracos de um tnico individuo (Edmunds & Alstad 1978, Boecklen & Mopper 1998).
Muitos estudos jad exploraram os fatores relacionados a escolha da espécie
hospedeira, considerando uma espécie ou género de fitéfago (e.g. Becerra 1997, Becerra &
Venable 1999). Entretanto, hd poucos que exploraram a escolha individual, ou seja, que
fatores levam a escolha de determinada planta dentre vérios individuos da mesma espécie

(Mopper 1996). Este conhecimento pode contribuir para o entendimento do potencial de
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adaptacgdo local dos parasitas e para a compreensao de fendmenos histéricos relacionados a

colonizagdo de novos locais.

OBJETIVOS GERAIS

a) quantificar o grau de infestacdo de E. glomerulatus por adultos de T. reticulata.

b) avaliar a estruturacdo genética das populacdes de T. reticulata.

c) avaliar a estruturacdo genética de E. glomerulatus e suas caracteristicas quimicas.

d) investigar se a quantidade de parasitas em uma planta é correlacionada com suas

caracteristicas quimicas ou genéticas

Uso de marcadores para a analise da variabilidade genética e quimica

1) Isozimas

Técnicas de eletroforese de proteinas foram introduzidas nos anos 60 e ainda
permanecem uma opcdo simples e popular de marcadores nucleares com vérias aplicagcoes
ecoldgicas e evolutivas (Avise 2004). A influéncia da eletroforese de enzimas no nosso
entendimento da estrutura genética de populacdes naturais é inestimavel. Desde que foi
aplicada pela primeira vez em genética de populagdes, ela tem sido amplamente usada em
sistematica, evolucao, ecologia e biologia da conservacao (Leberg 1996).

As vantagens dos dados obtidos da eletroforese sdo objetividade, codominancia,
maior conjunto de dados existentes para muitos organismos, baixo custo se comparado com
outros métodos moleculares e curto tempo de processamento dos dados (van der Bank et al.
2001). As limitagcdes, por outro lado, sdo a presenga de alelos nulos, a incapacidade de
detectar uma parte da variacdo que ocorre na seqiiéncia de DNA, a modificacdo pos-
traducional das isozimas (Leberg 1996) e a possibilidade de ocorréncia de genétipos com
diferentes valores adaptativos, geralmente relacionados a fatores ambientais (Nevo 1990,

Powers et al. 1991).
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Virias pesquisas tém enfatizado a eficiéncia de enzimas para a estimativa e
entendimento da variabilidade genética em populacdes naturais (Vaupel et al. 2007), fluxo
génico, hibridacao (Alexandrino et al. 2006), reconhecimento de limites de espécies (Rowe
et al. 2007, ) e relacoes filogenéticas (Tiley et al. 2008), entre outros problemas (Murphy et
al. 1996). Apesar de atualmente serem menos usadas para a reconstrucdo de filogenias
interespecificas (Sperling et al. 1997, Mardulyn et al. 1997), isozimas t€ém se mantido uma
referéncia em estudos de estrutura populacional (Zitari-Chatti et al. 2008, Verspoor et al.
2005), principalmente em envolvendo marcadores com diferentes tipos de heranca
(Grundmann et al. 2008).

2) RFLP do DNA mitocondrial animal

O DNA mitocondrial (mtDNA) animal apresenta atributos de um marcador
molecular ideal para andlise filogenética: apresenta conteido e arranjo em genes
conservados; € facil de isolar e manipular; tem uma estrutura genética simples pois regides
espacadoras sdo raramente descritas e intros, pseudogenes e seqiiéncias repetitivas sao raras
ou ausentes; exibe um modo de transmissao direto, geralmente sem recombinac¢do ou outro
rearranjo genético; evolui a uma taxa rapida, de forma que novos estados de cardter surgem
no periodo de vida de uma espécie. Por outro lado, nenhum sistema molecular é perfeito
para andlise, e o mtDNA animal apresenta algumas limita¢des que devem ser consideradas
como: heteroplasmia, homoplasia, desvio de amostragem devido a heranga materna (Avise
et al. 1987), contribui¢do paterna na heranga (Zouros et al. 1992, Schwartz & Vissing 2002,
Zhao et al. 2004) e recombinagdo entre moléculas (Ashkenas 1997, Howell 1997, Saville et

al. 1998, Rokas et al. 2003, Tsaousis et al. 2005)

O mtDNA tem sido usado extensivamente em estudos populacionais de muitas

espécies de insetos devido as caracteristicas ja citadas e porque possui um menor tempo de
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coalescéncia. Muitas regides sdo bastante conservadas de forma que os primers podem ser
usados em diferentes faxa de insetos (Roderick 1996). A variagdo no mtDNA pode ser
examinada através de seqiienciamento ou andlise de polimorfismo de fragmentos de

restri¢ao (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP).

Enquanto o seqiienciamento de DNA € o método escolhido pela maioria dos estudos
moleculares sistemdticos, nao se deve esquecer que muitas alternativas podem ser mais
apropriadas ou mais praticas para certas aplicacdes. O seqiienciamento € geralmente o mais
apropriado para estudos interespecificos ou acima disso. Entretanto, questdes de estrutura
populacional intraespecifica, limites de espécie e diagnose de espécies geralmente pode ser
efetivamente respondidas usando outras técnicas como RFLP (Caterino et al. 2000).

Além disso, apesar do seqiienciamento fornecer informacdes mais detalhadas do
mtDNA, deve-se considerar a velocidade e custo de uma técnica quando o poder da anélise
estatistica depende de amostras de tamanho moderado a grande, e o RFLP pode ser
consideravelmente mais rapido e barato que o seqiienciamento. Um melhor entendimento
da arquitetura genética de populacdes e espécies proximas sempre requererd uma
amostragem de larga escala geografica e numérica. Amostras moderadas a grandes podem
também permitir resolver a histéria demografica de uma espécie além de sua histéria
filogenética (Bermingham et al. 1996).

Os marcadores do tipo RFLP apresentam uma série de vantagens em relagdo aos
marcadores morfologicos, citolégicos ou de isozimas, tais como: sdo herdados como
marcadores mendelianos livres de pleiotropia, ndo sao afetados pelo ambiente, podem ser
obtidos em numero elevado e tém distribuicao aleatéria no genoma (Arias & Infante-
Malachias 2001). Numa variacdo da técnica de RFLP, hd a possibilidade de amplificar

determinada seqiiéncia génica ao invés de lidar com todos os genes mitocondriais. PCR-
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RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) é uma
abordagem simples que permite uma rdpida andlise de um grande nimero de individuos
(Bermingham et al. 1996).

3) Sesquiterpenos

O metabolismo de uma planta pode ser dividido em bdsico ou primério e
secunddrio. O metabolismo bdsico refere-se aos processos anabdlicos e catabdlicos
necessarios para a respiracdo, assimilagao de nutrientes e crescimento/desenvolvimento. Ja
o metabolismo secunddrio refere-se aos compostos presentes em células especializadas que
nio sdo necessdrios para a sobrevivéncia das células, mas sim para a sobrevivéncia da
planta no ambiente. Acredita-se que estes compostos ajudem tanto na prevengdo de
herbivoria por insetos e patdgenos quanto na reproducdo, através da atragdo de
polinizadores via esséncias florais ou coloracdo (Wink 1988).

Por terem atividades bioldgicas extremamente diversas, os metabdlitos secundérios
estdo presentes aos milhares nas plantas e sdo uteis como marcadores taxondmicos nos
diferentes niveis da hierarquia, inclusive, na investigacdo de problemas taxonOmicos e
evolutivos infraespecificos (Mabry 1970, Crawford 1978, Gottlieb & Kubitzki 1984,
Rudloff & Lapp 1992, Adams et al. 1993, Grayer et al. 1999, Harborne 2000, Trigo et al.
2003). Dentre os metabdlitos secunddrios, os terpendides sdo considerados o grupo mais
diverso, sendo encontrados em todas as familias de plantas (Buckingham 1998, Theis &
Lerdau 2003). Eles sdo normalmente produzidos em tecidos vegetativos, flores e,
ocasionalmente, em raizes (Dudareva et al. 2004). Essa classe de compostos tem sido
utilizada com sucesso em estudos que investigam as relacdes taxondmicas e evolutivas nos
mais diversos niveis hierdrquicos (Harbone & Turner 1984, Skoula et al. 1999) e sao

altamente defensivos contra herbivoros, tanto individualmente quanto em conjunto
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(Harbone 2001). Terpenos funcionam como atrativos de polinizadores, fungicidas,
pesticidas, fitotoxinas, agentes anti-herbivoros e abortivos de larvas de insetos (Croteau
1987, Duke et al. 1988, Kelsey et al. 1982, Kelsey 1986, Weins et al. 1991). A menor
unidade que compde um terpendide € o isopreno (figura 4) e eles sdo classificados segundo
o numero de isoprenos que possuem: monoterpendides possuem 2 unidades,
sesquiterpendides possuem 3, diterpendides possuem 4 e triterpendides possuem 6.
Terpendides sdo particularmente abundantes em algumas familias de dicotileddneas,
sendo bem representados em Asteraceae (Charlwood & Banthorpe 1991), onde se destacam
juntamente com poliacetilenos, flavondides, cumarinas, benzofuranos e benzopiramos
(Seaman et al. 1990; Hertz 1996; Emerenciano et al 1998). Eles foram escolhidos para este
estudo por serem relativamente estdveis e relacionados com Vvarios compostos
fisiologicamente potentes como reguladores de crescimentos e lactonas sesquiterpénicas

(Bidwell 1974, Kelsey et al. 1982).

CH

3
|

c CH
HC? NP

Figura 4: Estrutura quimica do isopreno, menor unidade de um terpendide.

Em Eremanthus, muitas espécies ja foram submetidas a estudos quimicos, sendo
identificados lactonas sesquiterpénicas (Vichnewski et al. 1976), flavonéides (Vichnewski
& Gilbert 1972, Vichnewski er al. 1989, Raffauf et al.1975, Bohlmann et al. 1980, Mauro
et al. 1993, Lunardello et al. 1995) e 6leos essenciais (Craveiro et al. 1989, Matos et al.

1988, Menezes et al. 1990). O maior interesse na caracterizacdo quimica deste género deve-

12



Introducdo geral

se a atividade schistosomicida de algumas lactonas sesquiterpénicas (Vichnewski & Gilbert
1972, Vichnewski et al. 1976).

Areas de estudo

O Cerrado € um dos biomas mais ricos e ameacados do planeta, representando um
dos hotspots mundiais da biodiversidade (Myers et al. 2000). Dentro do bioma do Cerrado
as vegetagcdes de canga e campo rupestre representam as dreas mais criticas e ameagadas
(Ministério do Meio Ambiente 1999). Os campos rupestres ocorrem em regides com
altitude superior a 1000m, onde predominam afloramentos rochosos de quartzito. Sua flora
esclerdfila € adaptada a condicdes extremas, tais como alta insolag@o, solos rasos com baixa
umidade e nutricionalmente pobres, e apresenta alto grau de endemismo, com vdrias
espécies ameagadas de extingdo (Mendonga & Lins 2000).

O cerrado apresenta uma fisionomia muito varidvel de acordo com a proporcao
entre elementos lenhosos (drvores e arbustos) e herbaceos. Quando os primeiros
predominam, temos a fisionomia florestal conhecida como cerradao; quando predomina o
componente herbaceo, temos o campo cerrado e o campo sujo; nas situagdes intermedidrias,
ocorre o cerrado stricto sensu (Veloso et al. 1991). O campo limpo (rupestre) corresponde a
vegetacdo baixa, sem arvores ou com raras arvoretas, muito afastadas entre si (Rizzini
1997). E um tipo de vegetacdo altamente especializado que em 4dreas montanhosas das
regides nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil, principalmente na Bahia e em Minas
Gerais. E caracterizada por uma vegetacdo aberta e herbacea, crescendo em solos arenosos
e pedregosos, misturada com ervas e moitas crescendo em ilhas de afloramentos de
quartzito, arenito, gnaisse ou canga (Giulietti & Pirani 1988, Borba & Semir 1998). Os

campos rupestres sdo interrompidos por regides de menores altitudes, ocupadas
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originalmente por mata, cerrado e/ou caatinga, fazendo com que as espécies de plantas
ocorram, na maioria das vezes, em populacdes fragmentadas (Semir 1991).

Plantas de Eremanthus glomerulatus sao encontradas principalmente nos estados de
Minas Gerais, Goids e dareas adjacentes na Bahia e em S3o Paulo, em dreas de transi¢ao de
vegetacdo campo rupestre-cerrado, em altitudes de 700 a 1500m (MacLeish 1987). Como o
cerrado € amplamente distribuido nestes estados, a distribuicdo de E. glomerulatus é
restringida pela ocorréncia de campos rupestres. Ha duas dareas principais de campo
rupestre no Brasil: ao longo da Cadeia do Espinhaco e nas montanhas do sul de Minas
Gerais. Estas duas dreas tém caracteristicas geoldgicas e floras distintas.

A Cadeia do Espinhaco se estende por aproximadamente 1000 km em seu eixo N-S
e varia de 50 a 100 km de largura. A Cadeia ndo € uma formagao geoldgica continua, sendo
composta de vdrias cadeias de montanha e afloramentos rochosos distintos e, geralmente,
isolados. A Serra do Cipd estd localizada na regido central de Minas Gerais, na por¢ao sul
da Cadeia do Espinhaco, no municipio de Santana do Riacho. O clima é tropical de
montanha com temperatura média anual variando de 17 a 18,5 ° C e precipitacao média
anual entre 1450 e 1850 mm (Antunes 1986). A regiao € coberta por cerrado, cuja estrutura
muda gradualmente com a altitude. O cerrado com estrutura arbérea ocorre em altitudes
menores (800 e 900m). Entre 900 e 1000 m, o cerrado sé € encontrado em fragmentos
isolados em solos lateriticos mais profundos. Nas rochas quartziticas, uma vegetacao
rupestre predomina. Ela ocorre de 900m até o cume (1500-1600 m) e contém varias
espécies endémicas (Giulietti 1996). De 1200 m até o cume, predominam gramineas de alta
altitude e solos quartziticos, com pequenos fragmentos de campo rupestre.

Lavras, Carrancas, Sao Thomé das Letras e Lumindrias localizam-se na regido

montanhosa do sul de Minas Gerais. A vegetacdo primitiva desta drea compreende um
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mosaico composto de manchas de floresta, cerrado, campo de altitude e campo rupestre
(Eiten 1982). Esta notdvel variagdo fisiondmica da vegetacdo deve-se a dois motivos
principais. Em primeiro lugar, a regido abriga uma das dreas de transi¢do entre os cerrados
do Brasil Central e as florestas semideciduas do Sudeste e Sul do pais. Em segundo lugar,
esta transicao se verifica em pleno dominio da serra da Mantiqueira, cujo relevo acidentado
promove uma grande variacdo ambiental com fisionomias vegetais peculiares nas maiores
altitudes. De uma maneira geral, as fisionomias de campo rupestre e campo de altitude
estdo associadas aos solos rasos e jovens do alto das montanhas, ao passo que em altitudes
menores, nos solos mais antigos e profundos, ocorrem cerrados ou florestas (Oliveira-Filho
et al. 1994).

O clima dominante no sul de Minas Gerais € tropical de altitude, com temperatura
média anual variando de 19 a 21°C e de precipitacdio média anual entre 1200 e 1500m
(Queiroz et al. 1980). A vegetagdo é composta pelos cerrados, campos cerrados, matas de
galeria, matas de encosta e campos rupestres (Queiroz et al. 1980). Os campos cerrados
constituem a fisionomia vegetal predominante até 900 m de altitude, dando lugar aos

campos rupestres, no intervalo de 900 e 1100m de altitude (Carvalho 1992).
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Capitulo 1 - Influéncia da variabilidade genética e quimica de
Eremanthus glomerulatus na distribuicio de
Tomoplagia reticulata

INTRODUCAO

A interacdo inseto-planta é uma das associacdes mais diversas entre tixons da comunidade
terrestre. Sua especificidade provavelmente ndo tem uma causa principal sendo atribuida a fatores
extrinsecos ou intrinsecos a relagdo. Fatores extrinsecos podem incluir pressdes de comunidade
como competi¢do interespecifica ou predacdo (Gilbert 1979). Ja os fatores intrinsecos sdo inerentes
ao inseto e ao hospedeiro, como os compostos quimicos das plantas. Dentre estes, as substancias do
metabolismo secunddrio geralmente restringem a variedade de hospedeiros que um inseto pode
utilizar. Ndo ha um par de espécies que tenha o mesmo perfil de metabdlitos secundérios e assim
muitas espécies podem ser identificadas pela sua composi¢do quimica. Apesar de existir um perfil
quimico caracteristico de uma espécie, a composi¢do e a concentragdao dos compostos secundarios
podem variar entre os tecidos de um individuo e entre os individuos de uma populagdo (Berenbaum
1990).

As variacdes intraespecificas na composicdo quimica das plantas sdo citadas como grandes
responsdveis pelas diferencas na susceptibilidade a ataques de insetos nas populacdes de
determinado hospedeiro (McKey 1979, Coley et al. 1985, Pereyra & Bowers 1988). Os fit6fagos
seriam capazes de perceber e discriminar pequenas variagdes quimicas com facilidade (Simmonds
2001) e apenas parte da populacdo do hospedeiro seria atacada (Jermy 1984, Bernays & Graham
1988). Mesmo entre plantas que crescem bem proximas, algumas podem ser altamente infestadas
enquanto outras sao pouco atacadas ou nem sdo predadas. A influéncia dos compostos quimicos das
plantas também pode ser indireta: eles podem ser téxicos para predadores, parasitas e doencas que
atacam os insetos, reduzindo indiretamente a mortalidade dos herbivoros (Cornell & Hawkins

2003).
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As condi¢des da planta hospedeira tornam-se ainda mais importantes em fitéfagos
endofagos, pois as larvas ndo tém mobilidade para trocar de ambiente. Fatores como pouca
competicdo, disponibilidade de recursos e compatibilidade quimica sdo avaliados por sinais
quimicos liberados pelas plantas e por outros insetos. A familia Tephritidae é composta por vérias
espécies enddfagas, cujas larvas se desenvolvem em partes vegetativas, flores e frutos do
hospedeiro. Os Tephritidae end6fagos de capitulos sdo bastante especializados. Nestes insetos, a
utilizacdo de capitulos depende de adaptacdes muito especificas a morfologia, quimica e fenologia
da planta hospedeira, que em geral impedem o uso de plantas muito diferentes (Straw 1989).

Tomoplagia reticulata é um tefritideo especialista em Eremanthus glomerulatus. Individuos
adultos ovipdem nas inflorescéncias da planta hospedeira, onde as larvas se desenvolvem. O
historico de coletas de T. reticulata mostra uma grande variacio na quantidade de insetos infestando
cada individuo de E. glomerulatus, mesmo entre plantas de uma mesma moita (Abreu 2003). Esta
variag@o pode ser um indicio da preferéncia dos insetos por uma determinada planta, que apresenta
condi¢des adequadas para o desenvolvimento da prole ou apenas um acontecimento incidental.

Os objetivos deste capitulo foram descrever a variabilidade genética e quimica de E.
glomerulatus e comparé-las entre plantas com diferentes niveis de infestagdo por 7. reticulata, a fim
de verificar se a variacdo no ndmero de herbivoros nas populacdes do hospedeiro é associada a

algum atributo quimico e/ou genético das plantas.

MATERIAL E METODOS

Eremanthus glomerulatus

Eremanthus glomerulatus (Asteraceae, Lychnophorinae) é uma espécie com flores
andréginas, cuja floragdo e frutificacdo ocorrem de margo a outubro (MacLeish 1987). Apresenta
dispersdo anemocérica e ndo forma banco de sementes (Velten & Garcia 2007). A distribuicdo dos

frutos na borda externa da copa facilita a dispersdao dos aquénios pelo vento, gragas a uma estrutura

17



Cap. 1- Influéncia de caracteristicas do hospedeiro na distribui¢do do parasita

denominada “pappus”. E. glomerulatus apresenta porte arbustivo, geralmente encontradas em
grandes coldnias, e uma distribuicdo naturalmente fragmentada. Ela ocupa uma ampla distribuicio
geografica mas, dentro de uma regido, é restrita a algumas 4reas de vegetacdo especifica, onde os
fragmentos de vegetacdo sdo separados uns dos outros por diferentes altitudes (MacLeish 1987).

Coleta dos individuos

As coletas foram realizadas nos municipios de Santana do Riacho, Lavras, Lumindria, Sdo
Tomé das Letras e Carrancas em Minas Gerais, em 2004 (figura 1). Nome, tamanho e localizacio
das amostras estdo resumidos na tabela 1. Individuos com as mesmas coordenadas geogréficas
foram coletados dentro de uma mesma mancha. Um grupo de plantas foi considerado de uma
mesma mancha se houvesse menos de 20m de distancia entre elas. O nimero de individuos em uma

mancha variou de 5 a centenas.
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Figura 1: Localizag@o geografica dos municipios amostrados.
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Tabela 1: Localidades de coleta e quantidade de adultos de T. reticulata (N) por individuo de E.

glomerulatus.
Populacdo Planta amostrada Localidade Coordenadas (N)  (N)/populacio
ST (7) AGA-1 Sao Tomé 21°42'39,4"S 44°56'379"W 0 16
AGA-2 Sado Tomé 21°42'39,4"S 44°56'37.9"W 1
AGA-8 Sado Tomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8'"W 8
AGA-9 Sado Tomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8'"W 5
AGA-10 Sao Tomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8'"W 0
AGA-11 Sado Tomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8'"W 0
AGA-12 Sao Tomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8'"W 2
LU (5) AGA-3 Lumindria 21°31,89'S 44°50,792'W 29 35
AGA-4 Lumindria 21°31,89'S 44°50,792'W 1
AGA-5 Lumindria 21°31,89'S 44° 50,792'W 0
AGA-6 Lumindria 21°31,89'S 44°50,792'W 4
AGA-7 Lumindria 21°31,89'S 44°50,792'W 1
LA (8) AGA-13 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8'"W 1 127
AGA-14 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8'"W 50
AGA-15 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8'"W 2
AGA-16 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8'"W 4
AGA-17 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8'"W 4
AGA-18 Lavras 21°19'42,2"S 44°58'23,6'W 19
AGA-19 Lavras 21°19'42,2"S 44°58'23,6'W 23
AGA-20 Lavras 21°19'40,6"S 44°58'6,3"W 24
CA (7) AGA-21 Carrancas 21°26'49,4"S 44°39'29,4"W 22 44
AGA-22 Carrancas 21°26'49,4"S 44°39'29,.4"W 11
AGA-23 Carrancas 21°26'45,8"S 44°40'30,5"W 0
AGA-24 Carrancas 21°26'45,8"S 44°40'30,5"W 4
AGA-25 Carrancas 21°26'45,8"S 44°40'30,5"W 1
AGA-26 Carrancas 21°26'45,8"S 44°40'30,5"W 3
AGA-27 Carrancas 21°26'45,8"S 44°40'30,5"W 3
SR (21) AGA-28 Santana do Riacho  19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 1 557
AGA-29 Santana do Riacho ~ 19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 1
AGA-30 Santana do Riacho ~ 19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 12
AGA-31 Santana do Riacho  19°17'56,9"S 43°36'7,6"W 3
AGA-32 Santana do Riacho  19°17'56,9"S 43°36'7,6"W 0
AGA-33 Santana do Riacho  19°17'56,9"S 43°36'7,6"W 0
AGA-34 Santana do Riacho ~ 19°17'56,9"S 43°36'7,6"W 16
AGA-35 Santana do Riacho ~ 19°17'56,9"S 43°36'7,6"W 1
AGA-36 Santana do Riacho ~ 19°17'59,8"S 43°36'8,5"W 2
AGA-37 Santana do Riacho ~ 19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 1
AGA-38 Santana do Riacho  19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 12
AGA-39 Santana do Riacho  19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 8
AGA-40 Santana do Riacho  19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 7
AGA-41 Santana do Riacho ~ 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 76
AGA-42 Santana do Riacho ~ 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 60
AGA-43 Santana do Riacho ~ 19°17728,8"S 43°36'6,4"W 6
AGA-44 Santana do Riacho ~ 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 3
AGA-45 Santana do Riacho ~ 19°17728,8"S 43°36'6,4"W 14
AGA-46 Santana do Riacho ~ 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 90
AGA-47 Santana do Riacho  19°17'28,8"S 43°36'6,4"W 88
AGA-48 Santana do Riacho ~ 19°1727,1"S 43°36'6,3"W 156
Total =779
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Foram coletadas folhas jovens dos mesmos individuos de E. glomerulatus de onde foram
retirados capitulos para a amostragem de 7. reticulata. Uma parte das folhas foi acondicionada
imediatamente apds a coleta em frascos com metanol e mantidas em congelador a -4°C até a andlise
quimica. A outra parte foi mantida em nitrogénio liquido até o0 momento das andlises moleculares.
Para quantificar o grau de infestacdo, foram coletados capitulos dos individuos de E. glomerulatus
amostrados para as andlises quimica e genética. O volume de inflorescéncias coletadas foi
padronizado. Os capitulos foram acondicionados em potes plasticos com tampa telada, até que os
adultos de T. reticulata emergissem.

Isozimas

Pequenos pedagos de tecido foliar foram triturados em 50 ul tampao de extragdo (Tris 0,1M,
sacarose 0,2M, PVP 0,6%, EDTA 1mM, BSA 0,15%, DIECA 0,06M, BORAX (Na;B407) 0,03M e
B- mercaptoetanol 0,2%, pH 7,0; modificado de Sun & Ganders 1990). Em cada macerado foram
colocados 3 retangulos de 10 x 4 mm de papel Whatman #3, que foram aplicados em géis de amido
Sigma 8,5%.

Os sistemas-tampdo utilizados estdo na tabela 2 e as enzimas testadas na tabela 3. Apos a
eletroforese os géis foram cortados e incubados a 37°C, em solucao de coloracdo (Shaw & Prasad
1970). Ap6s a coloragdo os géis foram fixados em uma mistura de metanol, dgua e acido acético
glacial (5:5:1). Depois de fixados, os géis sdo fotografados para registro e diafanizados em glicerina

5%.

Tabela 2: Sistemas e condi¢des de corrida utilizados para E. glomerulatus.

Sistema B Sistema C Sistema D
180V 30mA 50mA
Solugdo H;BO5;0,3 M LiOH 10 mM H;BOs0,3 M
cletrodo NaOH 60 mM H;BO;90 mM NaOH 60 mM
HCI até pH 8,0 EDTA 3mM HCI até pH 8,0
Gel Tris 10 mM Solug@o eletrodo diluida 1:10 _ Tris 33 mM
HCI até pH 8,5 Ac. citrico 2,5 mM
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Tabela 3: Enzimas e sistemas em que a eletroforese de individuos de E. glomerulatus foi realizada.

Referéncia (EC) Enzima (abreviagdo) Sistema
34.11.1 Aminopeptidase da leucina (LAP) ©
1.6.2.2 Diaforase (DIA) B)
1.1.1.8 Desidrogenase do glicerol-3-fosfato (G3PDH) (D)
1.1.1.42 Desidrogenase do isocitrato (IDH) (D)
1.1.1.37 Desidrogenase do malato (MDH) (D)
1.1.1.40 Enzima malica (ME) B)
3.1.1.1 Esterase (ESTo) (B)
5422 Fosfoglicomutase (PGM) ©
4.2.1.2 Fumarase (FUM) ©
1.4.1.2 Desidrogenase do glutamato (GDH) ©
5.3.1.9 Isomerase da glicose-fosfato (PGI) ©
1.1.1.25 Desidrogenase do xiquimato (SKDH) (D)
1.1.1.49 Desidrogenase da glicose-6-fosfato (G6PDH) (D)
3.1.3.2 Fosfatase acida (ACPH) B)
2743 Adenilato quinase (AK) ©
3.4.11 Peptidase da leucina-alanina (PEP) (B)
Quimica

A regido caracteristica dos sesqui e diterpenos (figuras 2 e 3, Patitucci et al. 1995) foi a escolhida
para a andlise. Os compostos foram inicialmente extraidos em metanol com o auxilio do Politron. O
extrato obtido foi filtrado e o residuo deixado por 24h em um frasco com 20 ml de hexano. Fez-se
uma nova extracdo da fracdo metandlica com hexano e a solugéo resultante foi fracionada num funil
de separagdo. A fracdo hexanica desta etapa foi unida ao residuo inicial e filtrada. O volume desta
solugdo foi reduzido em rotaevaporador a 40°C. O extrato foi analisado por Cromatografia Gasosa-
Espectrometria de Massa (GC-MS) em um cromatégrafo Hewlett Packard 6890. As condicdes de
injecdo, adaptadas de Adams (1995), foram: temperatura de inje¢do, 240°C; temperaturas da
coluna, 60°C-300°C, 3°C/min, 300°C; injecdo sem divisdo (splitless) durante 1,50 minutos; gis de

arraste He ImL/min, fluxo constante; volume injetado de cada amostra, 0,2 ou 1mL.
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Figura 2: Cromatograma padrdo para a detec¢@o de terpenos, retirado de Patitucci et al. (1995). 1-3
referem-se a monoterpenos, 4-7 a sesquiterpenos, 8-11 a diterpenos e 12-15 a triterpenos.
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Figura 3: Detalhe dos sesqui- (4-7) e diterpenos (8-11) apresentados na figura 2, retirado de Patitucci

et al. (1995).
22



Cap. 1- Influéncia de caracteristicas do hospedeiro na distribui¢do do parasita

Analises utilizadas

Isozimas

As freqii€ncias génicas foram avaliadas pela leitura direta dos géis. As estimativas de
variabilidade genética (nimero de locos polimérficos, heterozigosidades observada e esperada,
riqueza de alelos) foram calculadas no programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 2004). Os
estimadores da estatistica ' (0 e f — Weir & Cockerham 1984) foram calculados no programa
GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 2004). Testes para verificar desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg (por teste exato) e desequilibrio de ligagdo foram feitos no programa GENEPOP 3.3
(Raymond & Rousset 1995). Nos testes multiplos, as probabilidades foram corrigidas pelo niimero
de testes feitos segundo Rice (1989). Foi construido um dendrograma usando como distancia, Nei
(1972) e como método de agrupamento, neighbor-joining, com confiabilidade dos ramos avaliada
por bootstrapping (1000 replicag¢des), serdo calculados no pacote PHYLIP, ver. 3.6 (Felsenstein
1989) e visualizada no programa TREEVIEW (Page 1996).

O teste de Mantel foi feito para verificar se havia correlacdo entre as distancias genéticas
(Fst par a par) e geograficas. Os valores de Fgr foram transformados em Fgst/(1- Fst) e plotados
contra as distdncias geograficas em uma dimensdao (Rousset 1997). As matrizes de distincia
genética e geografica foram permutadas 10.000 vezes no programa GENEPOP 3.3 (Raymond &
Rousset 1995).
Quimica

Para cada composto foi calculado o seu indice de retengdo (IR), de acordo com van den
Dool & Kratz (1963). Para cada individuo de E. glomerulatus, foi feito um perfil de presenca e
auséncia e de quantidade relativa de sesquiterpenos. Utilizando-se os dados quantitativos, foi
calculado o indice de Shannon para todas as populacdes e foi feita uma andlise de agrupamento,
utilizando-se a distincia euclidiana média e varidncia minima como método de agrupamento (Ward

1963). A confiabilidade dos ramos foi avaliada por p-valor aproximadamente ndo-enviesado (AU),
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que é um valor mais acurado que os valores de probabilidade por bootstrap (BP). A reamostragem
foi feita com o auxilio dos pacotes pvclust (Suzuki & Shimodairae 2006) e ape (Paradis et al. 2004)
do programa R (http://www.r-project.org/).
Relacdo planta-parasita

Foi feita uma andlise de agrupamento, com varidncia minima como método de agrupamento
(Ward 1963), utilizando-se dados genéticos e quimicos de cada individuo de E. glomerulatus.
Verificou-se se havia relacdo entre o padrdo de agrupamento e a quantidade de parasitas (7.
reticulata) presente no organismo (tabela 1). Como método complementar, foi feita uma andlise de
coordenadas principais (PCO) com a mesma matriz de distdncia euclidiana usada na andlise de
agrupamento. Na andlise quimica, os dados foram transformados em arco seno antes de serem
analisados.
RESULTADOS
Isozimas

Foram observados nove locos polimdrficos nas 5 populacdes analisadas: LAP-1, EST,

GDH-1, ACPH, DIA, PGM, G6PDH, IDH, e SKDH. Quatro alelos foram encontrados somente em

populagdes SR (alelos ACPH’, PGM’, GDH® ¢ GDH’) mas nenhum foi encontrado somente em

populagdes do Sul. Os alelos privados foram PGM" em ST e SKDH® em CA (tabela 4).
A diversidade genética (Hg) média foi 0,125 (tabela 5). Néo foi observado desequilibrio de

ligacdo. Os locos DIA e G6PDH apresentaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-

Weinberg. Todos os valores de f foram positivos e a média das populacdes foi 0,77.
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Tabela 4: Distribui¢do das freqii€ncias alélicas nos locos polimoérficos em E. glomerulatus.

Loco Mobilidade relativa ~ Sdo Thomé Lavras Carrancas Luminarias Santana do Riacho

LAP-1 N) 7 8 7 5 19

4 0,571 0,625 1,000 0,800 0,947

5 0,429 0,375 - 0,200 0,053
EST N) 7 8 7 5 21

3 0,143 - - - 0,143

4 0,857 0,750 0,857 1,000 0,857

5 - 0,250 0,143 - -
GDH-1 N) 7 8 7 5 21

3 - - - - 0,048

4 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905

5 - - - - 0,048
ACPH N) 7 8 7 5 21

4 1,000 1,000 1,000 1,000 0,952

5 - - - - 0,048
DIA N) 7 8 7 5 21

4 1,000 0,875 0,857 1,000 0,810

5 - 0,125 0,143 - 0,190
PGM N) 7 8 7 5 20

1 - 0,125 0,071 0,100 0,075

2 0,571 - - 0,200 0,150

3 0,071 - - 0,200 -

4 0,357 0,875 0,929 0,500 0,625

5 - - - - 0,150
G6PDH N) 2 5 6 5 9

3 - - 0,333 - 0,111

4 1,000 0,800 0,500 0,600 0,556

5 - 0,200 0,167 0,400 0,333
IDH N) 3 8 6 5 8

4 0,667 0,750 1,000 1,000 0,375

5 0,333 0,250 - - 0,625
SKDH N) 4 8 7 5 5

3 - - 0,071 - -

4 0,500 1,000 0,786 0,800 1,000

5 0,500 - 0,143 0,200 -

Tabela 5: Estimativas de variabilidade genética (A: nimero médio de alelos por loco; P: % de locos
polimorficos a 95%; Ho: heterozigosidade média observada; Hy : heterozigosidade média
esperada; desvios-padrdo entre parénteses) e endocruzamento (f; NS: valores ndo
significativos) nas populacdes de E. glomerulatus.

Populacdo A P% He Ho f

Sdo Thomé 1,4 37,5 0,163 (0,230) 0,062 (0,194) 0,69
Lavras 1,4 37,5 0,123 (0,174) 0,016 (0,062) 0,89
Carrancas 1,2 18,7 0,065 (0,152) 0,021 (0,057) 0,73
Santana do Riacho 1,7 43,7 0,157 (0,210) 0,028 (0,112) 0,83
Luminarias 1,4 31,2 0,116 (0,194) 0,062 (0,193) 0,54 NS
Média 1,42 33,8 0,125 0,037 0,77
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O valor de 0 entre cidades foi 0,09 (0,010-0,017) enquanto a diferenciacdo entre regides ndo
foi significativa. As distancias genéticas ndo foram correlacionadas com as distancias geograficas
(teste de Mantel, r=-0,00005, p>0,05). A distancia genética média foi de 0,029, variando de 0,003 a
0,049. No dendrograma (figura 2), a populacdo de Santana do Riacho ficou no ramo mais externo e
as populagdes do Sul nos ramos mais internos. Ndo foi possivel definir a relacdo entre as

populagdes do Sul pois os ramos internos nao foram consistentes.

Santana do Riacho

Sdo Tomé

1000

Luminarias

100 1244
Lavras

299

Carrancas

Figura 2: Dendrograma das populagdes de E. glomerulatus gerado pelo método de neighbor-
joining, baseado na distancia genética de Nei (1972). Nos nds, estdo os valores de
bootstrap.

Quimica
Na andlise quimica, foram encontrados 57 compostos na regido caracteristica dos sesqui e
diterpenos (anexo 1). Destes, sete foram encontrados em todos os individuos. As populacdes

apresentaram indices de diversidade bem proximos (tabela 6) e estes ndo foram correlacionados
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com o tamanho amostral (p=0,3). O dendrograma agrupou num ramo as populagdes Sdo Tomé e

Luminarias e no outro Lavras, Santana do Riacho e Carrancas (figura 3).

Tabela 6: Indice de diversidade de Shannon baseado na presenca e auséncia de terpenos em
populacgdes de E. glomerulatus.

Populacdo N Indice de Shannon
Sdo Thomé 7 3,06
Luminarias 5 2,95
Lavras 8 3,22
Carrancas 6 3,26
Santana do Riacho 20 3,28
SantanadoRiacho
— ]
Carrancas
%]
Lavras
L]
Luminarias
[ 04 ]
SdoTomé
14 12 10 8 6 4 2 0

Figura 3: Andlise de agrupamento dos dados quimicos quantitativos de E. glomerulatus, usando
distancia euclidiana e variadncia minima (Ward 1963). Nos nds, os valores de p-valor
aproximadamente ndo-enviesado (AU).

Relacao planta-parasita

A infestacio média foi de 16,23 (5°=923,23) insetos adultos de T. reticulata por planta.
Plantas de SR foram mais atacadas que plantas SM; a infestagdo média em SM foi 8,22 (Sz=145,02)
e em SR, 26,52 (S2=1784,86). Nao houve nenhum padrio de agrupamento utilizando tanto dados
quimicos (figuras 4 e 6) quanto genéticos (figuras 5 e 7). Em outras palavras, os ramos terminais

ndo agruparam os individuos nem por localidade nem por presenca de parasitas. Para verificar a
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consisténcia deste resultado, outros métodos de agrupamento (UPGMA, ligacdo minima — dados

ndo apresentados) foram usados e obtivemos 0os mesmos resultados.

48—

40

32 4

24

16—

| S e b T e,

311301219222 4 5 7 1 424745371026234038316 1561617 0 25 8 202413 353234 14 28 4643 39 36 2144 41 4818 2C

Figura 4: Andlise de agrupamento, usando varidncia minima, entre os 46 individuos de E.
glomerulatus analisados quimicamente.
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T 454619472021161817242523 5 4 11126 7 3 1514 1348222627 31302037 333632424441431030 940 2 38343528 8 -
Figura 5: Andlise de agrupamento, usando varidncia minima, entre os 48 individuos de E.

glomerulatus analisados geneticamente .
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Figura 6: Andlise de coordenadas principais da composi¢cdo quimica dos 46 individuos de E.
glomerulatus analisados. Circulos pretos referem-se a individuos de Sdo Tomé, brancos de
Lumindrias, azuis de Lavras, amarelos de Carrancas e vermelhos de Santana do Riacho.
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Figura 7: Anélise de coordenadas principais da composicdo genética dos 48 individuos de E.
glomerulatus analisados. Circulos pretos referem-se a individuos de Sdo Tomé, brancos
de Lumindrias, azuis de Lavras, amarelos de Carrancas e vermelhos de Santana do

Riacho.
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DISCUSSAO

Variabilidade genética em E. glomerulatus

Os niveis de variabilidade e estrutura¢do genética de uma espécie sdo altamente dependentes
de caracteristicas de histdria de vida e de histéria populacional. Em uma revisdo de estudos de
isozimas em plantas, Hamrick & Godt (1989) encontraram que o padrio de distribuicdo geografica
e o sistema de cruzamento s@o os principais determinantes do nivel de variabilidade de uma espécie.
Espécies com distribui¢do restrita, por exemplo, teriam menos variabilidade genética que espécies
de distribui¢do mais ampla. Isto se deve ao pequeno tamanho das populacdes, naturalmente
fragmentadas, que as torna mais susceptiveis aos efeitos da deriva genética.

E. glomerulatus pertence a subtribo Lychnophorinae, cujos membros apresentam um alto
grau de endemismo. O padrdo de baixa variabilidade genética em espécies com distribui¢do restrita
(Hg=0,063, Hamrick & Godt 1989) foi observado nesta subfamilia, com excecdo de Lychnophora
(tabela 7). E. glomerulatus apresentou uma variabilidade genética (Hg=0,125) maior que Proteopsis
e Minasia mas menor que Lychnophora (tabela 7). H4 indicios de que Lychnophora forme banco de
sementes, 0 que contribuiria para uma maior diversidade nas espécies deste género (Azevedo 2004).
Os géneros Minasia e Proteopsis sdo compostos por espécies de distribui¢do extremamente restrita,
descrita como micro-endémica. Essas populacdes seriam menores que as de E. glomerulatus e
sofreriam os efeitos da deriva mais intensamente, o que justificaria a menor variabilidade observada
nestes géneros.

Tabela 7: Variabilidade genética em outras espécies de Lychnophorinae.

Espécie Fsr Hg

Lychnophora nanuzae * 0,046 0,256
Lychnophora ramosissima * 0,221 0,237
Lychnophora rupestris* 0,113 0,197
Lychnophora granmogolense* 0,216 0,153
Minasia pereirae b 0,041 0,035
Minasia alpestris b 0 0,046
Minasia scapigera® 0 0,079
Minasia cabralensis® 0,621 0,080
Proteopsis argentea” 0,300 0,058

aAzevedo 2004, PJesus et al. 2009, Jesus et al. 2001.
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Além de baixa variabilidade, espécies de distribuicdo restrita apresentam uma grande
diferenciacdo entre as populagdes (Fsr=0,248, Hamrick & Godt 1989). Entretanto, houve pouca
estruturacdo entre as populacdes de E. glomerulatus (0,09). Alguns autores sugerem que o sistema
de cruzamento e o modo de dispersdo dos frutos e sementes seriam as caracteristicas com maior
influéncia sobre os niveis de estruturacdo populacional de espécies de plantas (Edwards & Wyatt
1994, Purdy et al. 1994). J4 foi observado que em espécies anemocdricas, como E. glomerulatus, ha
maior fluxo génico entre as populagdes em ambientes fragmentados (e.g. Young ef al. 1996, Ballal
et al. 1994). Foré et al. (1992), por exemplo, compararam a divergéncia genética em Acer
saccharum antes e depois da fragmentagdo. Eles observaram uma redugfo na estruturacdo apds a
fragmentacdo, atribuida a um maior fluxo génico devido a alteracdo das correntes de vento. J4 foi
demonstrado que a fragmentacdo aumenta a velocidade do vento nas bordas dos fragmentos e assim
pode aumentar a transferéncia de pélen e sementes (Saunders et al. 1991). Além disso, os efeitos de
uma fragmentacdo recente mais intensa podem ainda ndo ser percebidos na estrutura genética, ja
que E. glomerulatus é uma planta com um longo tempo de gerag¢do. A baixa estruturacdo pode
refletir um fluxo génico histérico, que ocorreu entre as regides em uma época onde a distribuicao da
planta era mais continua.

Todas as populagdes apresentaram indicios de endogamia, dados os altos valores de f. Os
niveis de endogamia variam em fung¢fo do tipo de distribui¢do da planta, da forma de polinizacdo e
do sistema de reproducdo. Nao existem estudos de biologia floral em E. glomerulatus mas espécies
préximas sdo polinizadas por abelhas. Abelhas exploram a maioria dos recursos disponiveis em
uma inflorescéncia antes de voar para a proxima, restringindo o fluxo génico a individuos préximos,
0 que pode proporcionar o cruzamento entre individuos aparentados (endogamia biparental). Caso a
planta seja auto-compativel, ainda pode ocorrer auto-fecundacio (endogamia uniparental). Apesar
de um sistema de auto-incompatibilidade existir em 50% das angiospermas, incluindo Asteraceae,

vérias espécies dentro destas familias fazem auto-fecundagao (de Nettancourt 2001).
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As plantas s@o similares entre si. O padrido de agrupamento dos ramos refletiu a distincia
geogréafica entre as populacdes: a populacdo de Santana do Riacho ficou no ramo mais externo e as
populagdes do Sul se agruparam no outro.

Variabilidade quimica em E. glomerulatus

Houve pouca variabilidade quimica tanto entre individuos de uma populagdo quanto entre
populagdes, e esta foi bem menor que a variabilidade genética. Como a maior parte da variabilidade
observada em isozimas geralmente é neutra, esperava-se que nem toda a diversidade genética fosse
refletida em variabilidade fenotipica. Ademais, os locos controlando a variagdo destes caracteres
podem ndo ter ligacdo com os locos enzimdticos estudados. Isozimas sdo co-dominantes e
codificadas por um ndmero limitado de locos (Weeden & Wendel 1989), enquanto que um tinico
gene pode codificar varios terpenos (Vogel et al. 1996). Além do fator genético, a producgdo de
compostos secunddrios também € determinada pelo ambiente e pela interagdo entre genética e
ambiente. A sintese de terpendides pode mudar, por exemplo, durante o desenvolvimento da planta,
sob pressdo de herbivoria (Sturgeon 1979, Langenheim 1994) ou devido a diferentes condigGes
ambientais (Figueiredo et al. 1997, Robles & Garzino 2000).

A concordancia entre a variagio genética e de terpendides entre populacdes ja foi observada
(Adams et al. 2003, Khanuja et al. 2005) mas a relacdo entre as duas varidveis permanece
inadequadamente definida (Vogel et al. 1996, Adams et al. 2003). Apesar de Hannover (1992) dar
evidéncias de que os quimiotipos de terpeno sdo fortemente controlados por fatores genéticos, ele
também relatou eventos de variagdo ambiental na expressdo destes compostos sob condicdes
ambientais extremas. A influéncia de fatores ambientais na composi¢do quimica de 6leos essenciais
também foi relatada em Asteraceae (Haider et al. 2004, Curado et al. 2006). Ja Osier & Lindroth
(2001) encontraram uma grande influéncia genética na producdo de glicosideos fendlicos mas
pequena em taninas condensadas Desta forma, fatores ambientais poderiam ter uma maior

influéncia do que o gendtipo na similaridade quimica entre as populacdes desta espécie.
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Provavelmente, fatores ambientais justificam a presenga de Santana do Riacho no mesmo ramo que
Lavras e Carrancas. Apesar de localizar-se a mais de 200 Km de distdncia de qualquer outra
populagdo, Santana do Riacho deve compartilhar caracteristicas abidticas com Lavras e Carrancas.
Experimentos controlados poderiam determinar qual a contribui¢@o relativa de gendtipo e ambiente
na variag¢do observada.

Relacio planta-parasita

A maioria dos insetos fitofagos ataca apenas uma parcela da populacdo da planta hospedeira
(Jermy 1984) mas as razdes ecoldgicas e evolutivas por trds deste fato sdo, entretanto, bastante
controversas. Os dados de infestacéo de tefritideos de frutos se ajustam a uma distribui¢do binomial
negativa, com a variancia excedendo em muito a média de insetos por fruto (Mangan et al. 1997).
Este mesmo padrio foi observado em nossos dados, o que sugere que a distribuicio de adultos de T.
reticulata em E. glomerulatus siga a mesma distribui¢do. Nao houve padrido de agrupamento das
plantas em relag@o a presenca de parasitas, nem na andlise genética nem na quimica.

A variagdo genética na concentragdo e tipo de terpendides produzidos por uma espécie
ocorre em vdrias plantas e muitas vezes € associada a herbivoria. Em Arabdopsis thaliana, por
exemplo, foi observada a variagdo genética na produgdo de metabdlitos secundédrios em resposta a
herbivoria, mas somente para intera¢des com fitéfagos generalistas (Mosleh Arany et al. 2008). A
variag@o genética pode ndo influir no desempenho de especialistas, como 7. reticulata. Além disso,
a variag¢do que influencia no grau de parasitismo pode ser resultado de plasticidade fenotipica; um
mesmo gendtipo conferiria fenodtipos diferentes dependendo de fatores ambientais bidticos e
abidticos. Ja foram relatados casos em que a resposta induzida pela presenca de herbivoros era
plastica (Callaway et al. 2003).

Uma consideragdo que deve que ser feita é que a extragdo foi feita a partir das folhas de E.
glomerulatus e T. reticulata parasita os capitulos desta planta. Pode haver algum composto que

varie entre estas estruturas e seja primordial para a escolha do parasita. Terpendides encontrados em
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folhas também sdo encontrados em flores (ver Azuma et al. 1999) mas a maioria dos tefritideos se
especializa em estruturas de flores e frutos que ndo possuem os compostos secundirios
caracteristicos da planta (Mitter & Farrell 1991). Além disso, muitas espécies acumulam maiores
concentracdes de metabdlitos secunddrios defensivos nos orgdos reprodutivos do que nos
vegetativos (Schoonhoven er al. 2005) e pode haver diferengas entre o perfil de terpenos presente
em folhas de galhos vegetativos e de galhos com flores, como ja observado para outra composta,
Artemisia tridentata (Byrd et al. 1999). Por fim, a concentracdo foliar de metabdlitos secundarios
varia ao longo das estagdes do ano (Osier et al. 2000, Riipi et al. 2002, Rehill et al. 2006). Assim,
para realmente se avaliar a influéncia destes na comunidade de artropodes seria necessario avaliar
estas concentracdes ao longo do tempo.

Os sesquiterpenos podem ndo ser os principais compostos de atracdo para este parasita,
mesmo sendo altamente defensivos contra herbivoros (Harbone 2001). Uma enorme gama de
compostos secunddrios pode exercer esse papel tanto em conjunto quanto isoladamente. Outro
aspecto relevante € que a qualidade nutricional (substancias do metabolismo primério) do capitulo
também pode influenciar na escolha de um hospedeiro, e na posterior sobrevivéncia da larva.
Acucares como glicose e frutose (Girolami et al. 1986) e proteinas (Fontellas-Brandalha &
Zucoloto 2004), por exemplo, estimulam a oviposi¢do. Herbivoros podem responder também a
pistas visuais e ndo-volateis que diferem entre os individuos/populacdes mas que ndo tem relagio
com a produgdo de metabolitos secundarios.

Outros fatores como intera¢des bioldgicas, a fenologia do hospedeiro, microorganismos e
fatores abidticos (e.g. condi¢des micro-climédticas) podem influir na escolha de uma planta
(Courtney & Kibota 1990). Mopper & Simberloff (1995), por exemplo, observaram que as plantas
menos atacadas eram as que primeiro produziam folhas na primavera. A maior infestagdo observada
em Santana do Riacho pode ser um indicio de alguma condicdo ambiental favordvel a infestacdo

nesta regido. Apesar de SR e SM apresentarem clima e vegetacdo parecidos, algum fator mais
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especifico, como temperaturas minimas e maximas ou umidade podem favorecer a proliferacido de
T. reticulata em SR.

Assim, parece ndo haver relacdo entre o perfil quimico e/ou genético individual em E.
glomerulatus e a presenca de T. reticulata em seus capitulos. Urzida et al. (2007) também nido
acharam correlacdo entre a composi¢cdo quimica de flores de duas compostas, Haplopappus berterii
e Chrysantemum coronarium, e as preferéncias dos visitantes, dentre eles uma espécie de tefritideo
(Trupanea sp). Talvez ndo haja diferengas significativas entre individuos sauddveis e parasitados e
o que importa é simplesmente identificar a espécie de planta a ser parasitada. Por outro lado,
caracteristicas quimicas e genéticas da planta podem ser apenas um dos mecanismos que, em
conjunto, conduzem a interacio entre parasita e hospedeiro. Como o niimero de insetos e a arvore
mais povoada variam de ano para ano, isso sugere que as pressdes seletivas variam sazonalmente.
Em cochonilhas, a taxa de infestagdo apresentou correlacio com varidveis ambientais, que

independem do gendtipo (Alstad 1998). Futuros estudos podem esclarecer que fatores abidticos

proporcionam uma maior taxa de infestagdo de E. glomerulatus em Santana do Riacho.
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Capitulo 2 — Padroes de diferenciacao e diversidade genética em
um fitéfago especialista, Tomoplagia reticulata

INTRODUCAO

Insetos fitéfagos representam um quarto de todos os organismos terrestres e esta grande
diversidade ¢ atribuida ao processo evolutivo de especializagao nas plantas hospedeiras (Bernays
& Chapman 1994). A relacao de dependéncia que se estabelece entre inseto e planta limita a
distribuicao dos herbivoros a disponibilidade do hospedeiro (Dempster 1989). Esta dependéncia é
mais critica em especialistas que em generalistas pois a distribuicdo dos moné6fagos € limitada
pela disponibilidade de uma tnica espécie de planta. Assim, hébitats adequados sdo mais
fragmentados para especialistas que para generalistas, o que reduz a coesdo entre as populagdes
de insetos, reduzindo o fluxo génico. Conseqiientemente, espera-se que especialistas apresentem
uma maior diferenciacdo genética que insetos com uma dieta mais ampla (Price 1980, Futuyma &
Moreno 1988). Além disso, a reducdo do fluxo gé€nico pode causar uma diminui¢do da
variabilidade genética nos especialistas, devido ao pequeno tamanho efetivo das populagdes
(Slatkin & Voelm 1991, Ingvarsson & Olsson 1997). Generalistas, por outro lado, geralmente
ocorrem em populagdes maiores e mais diversas e a sobreposi¢do da distribui¢do dos varios
hospedeiros cria uma distribuicdo mais continua de plantas.

Em uma revisdo sobre padrdes de diferenciacdo genética em insetos herbivoros, Peterson
& Denno (1998b) questionaram a hipdtese de maior estruturagdo em especialistas. Os autores nao
encontraram relacdo entre a amplitude da dieta e o grau de estruturacdo de populagdes de
fitofagos. Neste trabalho, entretanto, mondfagos foram definidos como fitéfagos que se
alimentam em um unico género de planta. Esta definicdo ainda permite a sobreposicdo da
distribuicao de diferentes espécies de plantas hospedeiras, como em generalistas. Assim, como

eles mesmos sugerem, a relacdo talvez exista se forem estudados insetos estritamente mondfagos,
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ou seja, que se alimentem em apenas uma espécie de planta hospedeira. Apesar de poucos
estudos terem focado em espécies estritamente mondfagas, uma maior diferenciacio em
especialistas que em generalistas é geralmente encontrada (e.g. Gaete-Eastman et al. 2004).

Tephritidae é uma das familias mais estudadas de fit6fagos. Ela estd distribuida nas
regides temperada, subtropical e tropical, com a maior diversidade ocorrendo nos trépicos
(Headrick & Goeden 1998). A maioria dos estudos, entretanto, concentrou-se em espécies
temperadas das subfamilias Dacinae e Trypetinae, que apresentam importancia econdmica. Elas
usam os frutos carnosos de seus hospedeiros como fonte de alimento. Pouco se sabe sobre a outra
subfamilia, Tephritinae, que usa a parte vegetativa e as inflorescéncias dos hospedeiros como
alimento para as larvas (Foote et al. 1993, Headrick & Goeden 1998).

Tomoplagia (Coquillet) € o género de Tephritinae mais abundante no Brasil (Prado et al.
2002). As fémeas ovipdem nas inflorescéncias das compostas, onde as larvas enddfagas se
desenvolvem. Tomoplagia reticulata ¢ uma espécie monéfaga que parasita Eremanthus
glomerulatus (Asteraceae). A distribuicdo deste fitéfago € restrita ao estado de Minas Gerais, em
areas de ocorréncia da planta hospedeira. E. glomerulatus € uma arvoreta encontrada em grandes
coldnias, na transi¢do de vegetacdo campo rupestre-cerrado, cujas floracao e frutificacdo ocorrem
de marco a outubro (MacLeish 1987).

O objetivo deste capitulo foi testar a hipdtese de que fitéfagos especialistas apresentam
maior diferenciagdo genética e menor diversidade do que generalistas. Para isso, caracterizamos a
variabilidade e a estrutura genética de um fitéfago especialista, T. reticulata, e comparamos com

o observado para outros fitéfagos com diferentes amplitudes de hospedeiro.
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MATERIAL E METODOS

Coleta dos individuos

As coletas foram realizadas em 2004 e 2005 em Minas Gerais (figura 1 e tabela 1). As
populagdes amostradas nos municipios de Lumindrias, Carrancas e Lavras foram consideradas
como da regido Sul de Minas (SM daqui em diante), e as populacdes amostradas no municipio de
Santana do Riacho da regido SR. Foram coletados capitulos de Eremanthus glomerulatus, que
foram acondicionados em potes plasticos com tampa telada. Apds emergirem, os adultos de T.
reticulata foram alimentados com mel e dgua por 4 -5 dias e depois congelados em nitrogénio
liquido. A genitalia externa foi dissecada e preservada individualmente em frascos contendo

solucdo de glicerina - etanol (1:1), para um registro morfoldgico das espécies.

o
Santana do Riacho

MG

Lavras
[

. o Carrancas
Luminarias L]

0 24 48 72 96 km

Figura 1: Localizacdo geografica dos municipios amostrados.
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Procedimentos de eletroforese

Os individuos inteiros foram macerados manualmente com um bastdo de vidro em 30ul
de solu¢dao de gel do "sistema A" (tabela 2). Em cada homogeneizado foram colocados 3

retangulos de 10 x 4 mm de papel Whatman #1, que foram aplicados em géis de amido Sigma

8,5%.

Tabela 1: Localidades de coleta e nimero de individuos amostrados e utilizados em isozimas.
Codigo .dO Localidade Coordenadas Isozimas Total
hospedeiro amostrado

CA04-1 Carrancas 21°26'49,4"S 44°39'29,4"W 11 11
CAO05-1 Carrancas 21°26'45,4"S 44°40'36,7"W 10 11
LA04-1 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 31 51
LAO05-4 14 50
SM LAO05-1 Lavras 21°19'42,2"S 44°58'23,6'"W 10 12
LAO05-2 Lavras 21°19'42,2"S 44°58'23,6'"W 9 10
LAO05-3 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 9 10
LAO05-5 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 8 9
______ LU05-1 Lumindria 21°31'53"S 44°5047"W 12 12
e Total =114 Total =166
SR04-1 Santana do Riacho  19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 11 12
SR04-2 Santana do Riacho  19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 12 12
SR05-2 9 9
SR04-3 Santana do Riacho  19°17"28,8"S 43°36'6,4"W 30 76
SR SR04-4 Santana do Riacho  19°17"28,8"S 43°36'6,4"W 25 60
SR04-5 Santana do Riacho  19°17'28,8"S 43°36'6,4"W 14 14
SR04-6 Santana do Riacho  19°17'28,8"S 43°36'6,4"W 34 90
SR04-7 Santana do Riacho  19°17"28,8"S 43°36'6,4"W 34 88
SR04-8 Santana do Riacho  19°1727,1"S 43°36'6,3"W 63 156
SR05-1 Santana do Riacho  19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 9 10

Total =241 Total = 527

Os sistemas-tampao utilizados estdo na tabela 2. Apds a eletroforese os géis foram
cortados e incubados a 37°C em recipiente de pldstico contendo solugdo de coloragdo (Shaw &
Prasad 1970). As enzimas testadas e os sistemas usados em cada uma delas estdo listados na
tabela 3. Apds a coloragdo os géis foram fixados em uma mistura de metanol, dgua e 4cido
acético glacial (5:5:1). Depois de fixados, os géis sdo fotografados para registro e diafanizados

em glicerina 5%.
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Tabela 2: Sistemas e condi¢des de corrida utilizados em isozimas.

Sistema A Sistema B Sistema C
pH 8,6 / 50mA pH 8,5/180V pH 8,0 / 30mA
Solugdo ) Tr/is.0,34 M H;BO;0,3 M LiOH 10 mM
cletrado Ac. citrico 78 mM NaOH 60 mM H;B0O;90 mM
HCI até pH 8,0 EDTA 3mM
Gel Ae‘{ﬁ;ig ;n;vl M Hglsa tléoprlr{‘l\g’ s Solugdo eletrodo diluida 1:10

Tabela 3: Enzimas e sistemas em que a eletroforese de individuos de 7. reticulata foi realizada.

Referéncia (EC) Enzima (abreviagao) Sistema
1.2.3.1 Oxidase aldeidica (AO) (A)
1.6.2.2 Diaforase (DIA) ©
1.1.1.30 Desidrogenase do 3-hidroxibutirato (HBDH) (B)
1.1.1.42 Desidrogenase do isocitrato (IDH) (A)
1.1.1.37 Desidrogenase do malato (MDH) (A)
1.1.1.40 Enzima malica (ME) (A)
3.1.1.1 Esterase (EST) (B)
54.2.2 Fosfoglicomutase (PGM) (A)
42.1.2 Fumarase (FUM) ©
1.4.1.3 Desidrogenase do glutamato (GDH) (B)
5.3.1.9 Isomerase da glicose-fosfato (PGI) ©
34.11 Peptidase da leucina-alanina (PEP) (B)

Analises utilizadas

As freqiiéncias génicas foram avaliadas pela leitura direta dos géis. As estimativas de
variabilidade genética (nimero de locos polimérficos, heterozigosidades observada e esperada,
nimero de alelos por loco) e a distdncia genética entre as populacdes (Nei 1978) foram
calculadas no programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir ez al. 2004). O teste de Spearman foi usado para
avaliar se havia correlagdo entre as estimativas de variabilidade e o tamanho amostral. As
estimativas de variabilidade foram comparadas entre regides e entre anos de coleta através de um
teste Mann-Whitney (Zar 1996). Os estimadores da estatistica F, 0 para Fsr e f para Fis (Weir &
Cockerham 1984), foram calculados no programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 2004). Testes
para verificar desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (por teste exato) e desequilibrio de
ligacdo foram feitos no programa GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset 1995). Nos testes multiplos,

as probabilidades foram corrigidas pelo nimero de testes feitos segundo Rice (1989). A matriz de
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distancias de Nei (1978) foi analisada pelo método de ordenacdo denominado escalonamento
multidimensional ndo-métrico (NMDS).

Para testar evidéncias de gargalos populacionais recentes, usou-se a abordagem de
coalescéncia de Cornuet & Luikart (1996), no programa BOTTLENECK. O teste de Wilcoxon
(signed-rank test) foi usado para testar se a heterozigosidade observada excedia a esperada em
um equilibrio mutacao-deriva, sob o modelo de alelos infinitos. O teste de Mantel foi feito para
verificar se havia correlagcdo entre as distancias genéticas (Fst par a par) e geogréficas. Os valores
de Fsr foram transformados em Fgsy/(1- Fst) e plotados contra as distdncias geograficas em uma
dimensao (Rousset 1997). As distancias geograficas (km) foram calculadas pressupondo-se que a
dispersdo entre as populacdes ocorre através de uma linha reta. As matrizes de distancia genética
e geografica foram permutadas 10.000 vezes no programa GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset
1995).

RESULTADOS

Obteve-se boa resolucdo nos seguintes locos enzimaticos: AO, DIA-1, DIA-2, HBDH,

IDH, MDH, ME, EST, PGM, FUM, GDH, PEP, PGI-1 e PGI-2 (tabela 4). Trés deles, PGI-2,

GDH e DIA-1 foram monomorficos em todas as populacdes. A variabilidade genética estd
apresentada na tabela 5. A diversidade genética média (Hg) foi 0,116, o nimero médio de alelos
por loco (A), 1,64 e a porcentagem média de locos polimérficos (P), 36%. O tamanho amostral
apresentou uma correlacdo positiva e significativa com o nimero médio de alelos por loco (A)
(p=0,58, p=0,008), mas nao apresentou correlacdo com as outras medidas de variabilidade (Hg:
p= 0,5; P: p= 0,15). Populacdes SR tiveram uma variabilidade significativamente menor que as

SM (teste de Mann-Whitney, Hg. p=0,037, P: p=0,03).
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Tabela 4 - Distribui¢do das freqii€ncias alélicas nos locos com variabilidade em 7. reticulata.
Loco Alelo SR4-1 SR4-2 SR4-3 SR4-4 SR4-5 SR4-6 SR4-7 SR4-8 SR5-1 SR5-2

FUM (N) 10 11 30 25 13 34 34 60 9 9
2 - 0,136 0,017 - 0,038 0015 0,015 - 0,111 -
3 - - 0,033 - 0,038 0,029 0015 - 0,056 -
4 1,000 0864 0917 1,000 0923 0956 0941 0983 0,833 1,000
5 - - 0,033 - - - 0,029 0,017 - -
PEP (N) 10 11 27 24 8 33 33 57 6 9
3 - - 0,037 - - 0,030 - - - -
4 1,000 1000 0926 1,000 1000 0970 1000 0982 1,000 1,000
5 - - 0,037 - - - - 0,018 - -
PGI-1 (N) 11 12 30 25 13 34 34 55 9 8
2 - 0,167 - - 0,077 - - - - -
30045 0,167 0,045 0,063

4 0,955 0,667 0,983 1,000 0,500 1,000 1,000 0,927 1,000 0,938

5 - - 0,017 - 0,423 - - 0,027 - -
GDH (N) 11 12 21 21 14 29 28 56 9 9

3 - - - - - - - 0,018 - -

4 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 00964 0,982 1,000 1,000

5 - - - - - - 0,036 - - -
DIA2  (N) 7 10 27 22 9 26 25 40 5 4

3 - - 0,111 - - - - 0,025 . -

4 1,000 1,000 0,88 1,000 1,000 1,000 1,000 00975 1,000 1,000
IDH (N) 11 12 19 15 13 21 22 50 9 8

2 - 0,010

3 0,136 0,042 0,184 - 0,192 0,167 0,068 0,180 0,278 0,063
4 0,182 0,333 0,658 0,800 0,308 0,738 0,795 0,680 0,722 0,938
5 0,682 0,625 0,158 0,200 0,500 0,095 0,136 0,130 - -

HBDH N) 11 12 30 25 14 28 28 52 8 6

30,045 - 0017 0040 0,071 - - - - -
4 0909 1,000 098 0960 0929 00946 0964 0,990 1,000 1,000
5 0,045 - - - - 0,054 0036 0010 - -
ME (N) 11 12 28 23 14 25 28 58 9 9
3 - - - - 0,036 - - - - 0,167
4 1,000 0833 0964 1,000 0964 1,000 1,000 1,000 1,000 0,833
5 - 0,167 0,036 - - - - - - -
MDH (N) 11 12 2 19 13 18 17 47 6 8
3 0364 0,105 0,029 0,064

4 0,864 0,625 0,591 0,895 0,808 1,000 0,912 0,840 0,917 0,813

5 0,091 0,333 - - 0,192 - - 0,043 0,083 0,188

6 0,045 0,042 0,045 - - - 0,059 0,053 - -
PGM N) 11 12 23 15 13 19 21 57 9 8

2 0,042 - - - 0,026 - - 0,063

3 0,045 0,250 - - - - - 0,009 - -
4 0,909 0,708 1,000 1,000 0,962 0,974 1,000 0,991 1,000 0,938
5 0,045 - - - 0,038 - - - - -

AO ) 11 11 24 21 12 26 25 49 4 5
2 - - - - 0,019 - -
3 0,045 - 0,042 0,048 0,083 0,077 - 0,020 - -
4 0,955 0,909 0,833 0,952 0,917 0,904 0,960 0,980 1,000 1,000
5 - 0,091 0,125 - - - 0,040 - - -
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Continuacdo da tabela 4.

Loco  Alelo LA04 CAO4 LA5-1 LA5-2 LA53 LA54  LA55 CA05 LUO5
FUM N) 31 11 10 9 9 14 8 10 11

2 . . . . . 0,071 - - -

3 0,177 0,091 . 0,111 . 0,143 - - -

4 0,758 0,909 1,000 088 1,000 0,714 0,875 1,000 0,909

5 0,065 - - - - 0,071 0,125 - 0,091
PGI-1  (N) 31 11 10 8 9 14 8 10 12

3 0403 0318 0,150 0313 0333 0,107 0250 0,150 0,083

4 0,565 0,591 0,850 0,688 0667 0,893 0,750 0,850 0917

5 0,032 0,045 - - - - - - -

6 - 0,045 - - - - - - -
GDH N) 23 9 8 9 7 12 8 9 12

4 1,000 1,000 1,000 0889 1,000 1,000 1,000 0,889 0917

5 . . . 0,111 - - - 0,111 0,083
DIA2  (N) 27 7 6 4 5 8 7 6 7

3 0,074 - - - - 0,125 - - 0,143

4 0,926 1,000 1,000 1,000 1,000 0,875 1,000 1,000 0,857
IDH (N) 21 11 10 9 9 13 8 10 12

3 0,024 - - 0,056 0,056 0,115 0,125 - -

4 0,857 0,636 1,000 0944 0833 0,808 0,875 1,000 1,000

5 0,119 0,364 - - 0,111 0,077 - - -
ME N) 31 11 10 9 9 12 8 10 12

3 0,016 - 0,050 - - - 0,250 - -

4 0468 0,136 0450 0889 0667 0417 0,625 05500 0,292

5 0,516 0,864 0500 0111 0333 0,500 0,125 0400 0,708

6 - - - - - 0,083 - 0,100 -
MDH (N) 25 9 10 9 8 13 8 10 11

3 0,080 - - - - - - - -

4 0,740 0,778 0,850 0889 0,750 0,615 1,000 0,800 0,864

5 0,160 0222 0,150 01111 0250 0,385 - 0,200 0,136

6 0,020 - - - - - - - -
PGM N) 27 11 10 8 9 11 8 10 8

1 0,019 - - - - - - - -

2 0,056 0,182 - - - - - 0,050 -

3 0204 0318 0350 0063 0611 0,182 0,063 0200 -

4 0,648 0409 0,650 00938 0389 0818 0,875 0,750 1,000

5 0,074 0,091 - - - - - - -

6 - - - - - - 0,063 - -
AO (N) 22 10 8 4 9 14 8 10 5

3 0,091 0,100 0250 - - 0,071 - 0,100 -

4 0,818 0,900 0,750 1,000 1,000 0,929 1,000 0,900 1,000

5 0,091 - - - - - - - -
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Tabela 5: Estimativas de variabilidade genética (A: nimero médio de alelos por loco; P:% de
locos polimérficos; Hop: heterozigosidade observada; Hg: heterozigosidade esperada;
desvios-padrao entre parénteses) e endocruzamento (f, NS: valores ndo significativos)
nas populacdes de T. reticulata.

Populagdo A P Hg Ho f

LA04-1 2,36 57 0,222 (0,312) 0,078 (0,119) 0,66

CA04 1,78 50 0,187 (0,330) 0,081 (0,155) 0,60
LAO5-1 1,40 33 0,126 (0,196) 0,053 (0,106) 0,61
LAO05-2 1,47 47 0,096 (0,127) 0,056 (0,111) 0,47 (NS)
LAO05-3 1,40 33 0,135 (0,202) 0,061 (0,128) 0,59
LAO5-4 1,80 53 0,178 (0,204) 0,094 (0,150) 0,50
LAO5-5 1,47 33 0,105 (0,170) 0,033 (0,088) 0,71

CAO05 1,53 40 0,128 (0,186) 0,027 (0,059) 0,81

LUO05 1,40 40 0,091 (0,130) 0,023 (0,050) 0,77
SR04-1 1,71 28 0,088 (0,291) 0,078 (0,114) 0,17 (NS)
SR04-2 1,78 50 0,186 (0,315) 0,108 (0,180) 0,46
SR04-3 2,07 43 0,139 (0,302) 0,042 (0,074) 0,71
SR04-4 1,28 14 0,048 (0,282) 0,012 (0,032) 0,75
SR04-5 1,78 43 0,148 (0,317) 0,094 (0,151) 0,40
SR04-6 1,64 21 0,064 (0,285) 0,021 (0,040) 0,68
SR04-7 1,71 21 0,060 (0,279) 0,029 (0,058) 0,52
SR04-8 2,07 20 0,081 (0,138) 0,032 (0,071) 0,61
SRO5-1 1,27 20 0,056 (0,126) 0,033 (0,072) 0,46 (NS)
SR05-2 1,33 33 0,062 (0,105) 0,057 (0,104) 0,14 (NS)
Média 1,64 36 0,116 0,0533 0,56

Houve evidéncias significativas de gargalo genético nas populagdes SRO1, SR03, SR06,
SR0O7 e SRO8. Nao foi observado desequilibrio de ligacdo entre pares de locos. Desvios
significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg foram detectados nos locos FUM (LAO4-1,
LAO5-4 e SR04-7), PGI-1 (LAO4-1 e SR04-5), DIA-2 (LAO4-1 e SR04-3), IDH (LA04-1, CA04,
SR04-3, SR04-4, SR04-5, SR04-6, SR04-7 e SR04-8), ME (LA04-1, LA05-1, LA05-5 e CA0S),
PGM (LAO4-1), MDH (SR04-3, SR04-4 e SR04-8), AO (LA0O4-1, SR04-3 e SR04-6), EST
(SR04-8), e PEP (SR04-3). Todos os desvios observados tiveram valores de f positivos.

O valor médio de 0 foi 0,163 (0,078-0,243), em sua maior parte devido a diferenciacdo
entre populacdes SR (6=0,101; 0,038-0,131). A estruturagdo entre populacdes SM foi bem mais
baixa (6=0,05; 0,019-0,074). O teste de Mantel indicou uma correlacdo significativa entre

distancia genética e geogréfica (r=0,53, p=0,0014). Nao houve correlacido dentro de cada regido.
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Os valores de 0 par a par variaram bastante entre as populacdes; populacdes numa mesma regiao
e populacdes em regides diferentes tiveram valores proximos (tabela 6). A distancia genética
média entre populagdes foi 0,026. O NMDS apresenta a representacdo grafica bidimensional
destas distancias (figura 2). O eixo 2 separa as populacdes SM (acima da linha pontilhada) das

populacdes SR (abaixo da linha pontilhada).

0,4+
%.:\04
0,31
%uos
0.2 1
| A04
1.;\054 1_,\(]5.4
% A0s
1 % A0s
¥ = 3
2 ®LAD5-5
B L i s sase s seae ek et ae s e b Sh e ts bt stk St st kS bass b bt OLAOS 2 e
B ¥ SR05-2
SRO4] gSROS-|
0,11 X SRO4-6
SRO4-8® gRO4-4
®SR04-3
021 %Ro4-2
0,31
%Rro4-5
%R04-1
02 20,1 0 0.1 02
Eixo |

Figura 2: Distribuicdo das populagdes de T. reticulata no espaco bidimensional obtido por
NMDS (valor de stress=0,094), usando a distancia de Nei (1978).
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Tabela 6: Valores de 0 par a par entre todas as populacdes de 7. reticulata.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1.LA4-1
2.CA4-1 0,025
3.SR4-1 0,226 0,343
4.SR4-2 0,105 0,153 0,052
5.SR4-3 0,169 0,322 0,143 0,143
6.SR4-4 0,206 0432 0,235 0,228 0,057
7.SR4-5 0,181 0,287 0,074 0,052 0,147 0,229
8.SR4-6 0,211 0426 0,218 0,239 0,081 0,003 0,218
9.SR4-7 0,211 0440 0,235 0,237 0,066 -0,022 0,235 -0,008
10.SR4-8 0,223 0423 0,161 0,202 0,048 0,005 0,170 0,005 -0,001
11.SR5-1 0,142 0,349 0,227 0,164 0,016 0,040 0,166 -0,032  -0,004 -0,023
12.SR5-2 0,099 0,29 0,288 0,167 0,051 0,049 0,197 0,041 0,032 0,017 0,037
13.LA5-1 0,005 0,072 0,344 0,176 0,202 0,286 0,274 0,260 0,280 0,262 0,209 0,128
14LA5-2 0,038 0,233 0,271 0,138 0,086 0,115 0,168 0,091 0,085 0,062 0,062 0,014 0,087
15LA5-3 0,020 0,076 0,308 0,100 0,225 0,329 0,241 0,313 0,321 0,278 0,252 0,184 0,025 0,108
16.LA5-4 0,012 0,073 0,245 0,109 0,151 0,242 0,203 0,233 0,234 0,224 0,128 0,088 0,015 0,075 0,063
17.LAS-5 0,037 0,193 0,264 0,149 0,119 0,150 0,179 0,113 0,126 0,100 0,075 0,005 0,060 -0,026 0,101 0,063
18.CA5-1 0,005 0,092 0,298 0,146 0,151 0,204 0,233 0,194 0,194 0,187 0,137 0,044 -0,059 0,013 0,023 -0,013 0,005
19.LUS-1 0,054 0,133 0404 0,260 0,235 0,366 0,331 0,330 0,336 0,305 0,285 0,203 0,040 0,163 0,202 0,012 0,116  -0,002
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DISCUSSAO

Diversidade genética

Virios estudos em invertebrados verificaram a influéncia da distribui¢do fragmentada
do hospedeiro nos niveis de variabilidade e estruturagdo genética dos fitéfagos (e.g., Britten &
Rust 1996, Keyghobadi er al. 1999, Britten et al. 2003). Aparentemente, esta relacdo também
é observada em Tephritidae. Tomoplagia reticulata apresentou baixa variabilidade
(Hg=0,116) em comparacdo com outros tefritideos oligéfagos ou polifagos, como Tephritis
bardanae (Hg=0,181; Eber et al. 1991), Rhagoletis zephyria (Hg= 0,245; Feder et al. 1999),
Ceratitis capitata (Hg=0,144; Gasperi et al. 1991) e Rhagoletis alternata (Hg=0,190; Vaupel
et al. 2007). Seus niveis de variabilidade estdo mais proximos ao de espécies monéfagas
como Bactrocera oleae (Hg=0,107; Ochando & Reyes 2000), que é especialista em Olea
europaea. E interessante observar que se usdssemos a mesma definicio de mondfago que
Peterson & Denno (1998b), fitéfagos que se alimentam em um género de planta, Rhagoletis
zephyria e Tephritis bardanae seriam consideradas especialistas e a relagdo entre nivel de
especializacdo e variabilidade ndo seria observada. Rhagoletis zephyria parasita plantas do
género Symphoricarpos e Tephritis bardanae parasita o género Arctium.

Na comparacdo entre regides, SR apresentou menor variabilidade que SM. Houve
evidéncias significativas de gargalo apenas em populacdes de SR. Estes gargalos diminuiriam
as populagdes desta regido, tornando-as mais susceptiveis aos efeitos da deriva, o que
explicaria a menor variabilidade observada nesta regido.

Houve uma significativa deficiéncia de heterozigotos em todas as populacdes,
indicada pelos desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes desvios podem
ser explicados pela ocorréncia de endocruzamento nas populacdes, como indicado pelos
valores de f altos e positivos. Outras explicagdes para os desvios ao equilibrio de Hardy-
Weinberg seriam a presenga de alelos nulos e o efeito Wahlund. Se alelos nulos estivessem

presentes, alguns locos apresentariam desvios consistentes, independente da populagdo, o que
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ndo foi observado. A deficiéncia de heterozigotos poderia, entdo, ser resultado da mistura de
vdrias populacdes com diferentes freqiiéncias alélicas (efeito Wahlund). Como nossa unidade
amostral engloba moscas de uma unica arvore, € bastante improvavel termos amostrado mais
de uma populagcdo ao mesmo tempo. Entretanto, ha exemplos de demes diferentes em uma
unica arvore como no homoéptero Nuculaspis californica que parasita pinheiros (Pinus
ponderosa). Este inseto, extremamente sedentdrio, apresenta populagcdes geneticamente
diferenciadas a distincias extremamente curtas, at€ mesmo entre ramos de uma arvore (Alstad
& Corbin 1990).

Estruturacao genética

A estrutura genética de insetos fitéfagos € influenciada pela distribuicdo e
disponibilidade do hospedeiro. A distribuicio fragmentada de E. glomerulatus restringe o
fluxo génico entre as populagdes T. reticulata, criando uma grande estruturacdo entre elas
(6=0,163). A influéncia da distribuicdo do hospedeiro na diferenciagdo das populacdes de
fitéfagos jd foi observada em vdrios estudos com isozimas. Urophora cardui, um tefritideo
galhador que parasita exclusivamente Cirsium arvense apresenta um alto valor de Fsr (0,13;
Eber & Brandl 1997). Ja Rhagoletis alternata, que possui vdrias espécies de Rosaceae como
hospedeiro, apresenta uma estruturacio bem menor (0,018; Vaupel et al. 2007) pois a
distribuicdo de todas as plantas formaria um continuo de hospedeiros. Este padrao fica ainda
mais claro quando observamos os valores de estruturacdo em Bactrocera oleae (Ochando &
Reyes 2000). Este fitéfago € especialista em Olea europaea, mas apresenta baixa estruturagio
(0,027). Esta menor diferenciacdo entre as populacdes de B. oleae pode ser explicada pela
grande disponibilidade da planta hospedeira na Espanha, local onde o estudo foi realizado.

Estimadores de estruturagéo indicaram que a diferenciaco é consideravelmente maior
entre regides que entre populagdes dentro de uma regido, sugerindo restri¢des ao fluxo génico
com o aumento da distancia geografica. Esta restri¢ao foi confirmada pela correlagio positiva

e significativa entre distancia genética e geografica entre populagdes localizadas em regides
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diferentes, geograficamente distantes. Dentro de uma regido, todavia, ndo se detectou
isolamento por distncia (IBD). Para que o Fsr esteja correlacionado com o fluxo génico deve
haver um equilibrio entre os efeitos da deriva genética e o fluxo génico (Wright 1946, Kimura
& Weiss 1964). Entretanto, populagdes naturais geralmente ndo se encontram neste equilibrio
devido a vdrios fatores como gargalos ou expansdes populacionais recentes (Lavery et al.
1996, Comes & Abbott 1998, Turgeon & Bernatchez 2001). J4 o IBD a longas distincias
pode ser devido a processos que ndo pressupdem equilibrio entre deriva e migragdo, como
demonstrado por Rousset (2001).

A grande diferenciacdo local e a auséncia de isolamento por distincia dentro de uma
regido sugerem que o fluxo génico entre as populacdes € bastante limitado, como ja
observado para artrépodes sedentarios por Peterson & Denno (1998b). Nao ha estudos sobre o
comportamento de dispersdo de T. reticulata mas estudos em outros tefritideos sugerem que
eles ndo dispersam grandes distancias. Em Eurosta solidaginis o movimento das fémeas
dentro de um fragmento é relativamente curto; as moscas se deslocaram em torno de 6,4m em
um periodo de 2,5-3,0h (Cronin et al. 2001). Para Anastrepha fraterculus, Kovaleski et al.
(1999) encontrou que 94,7% das moscas marcadas permaneceram dentro de 200m do ponto
de liberag@o. Dados de marcacdo e recaptura de Bactrocera latifrons sugerem que esta espécie
tem pouco movimento na presenca do hospedeiro. Quando o hospedeiro ndo estd presente,
pelo menos algumas moscas voam mais longe do que o esperado (dispersores de longa
distancia). Desta forma, o fluxo génico em B. latifrons € restrito na escala local, mas alguns
eventos de migracdo a longa distdncia ocorrem esporadicamente (Peck & McQuate 2004).
Estes eventos podem ser facilitados pelo carregamento pelo vento, como sugerido por
Goldenberg et al. (1975) para Ceratitis capitata.

Em nosso estudo, a tendéncia de maior diferenciacdo e menor diversidade genética em
fitéfagos especialistas foi confirmada. A discordancia entre nossos resultados e os de Peterson

& Denno (1998a) provavelmente relaciona-se a definicdo de especialista utilizada, como ja
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observado em outros trabalhos (Kelley et al. 2000). A disponibilidade restrita de habitats
adequados causaria as baixas taxas de migracdo entre populagdes. Além disso, como o
fragmento no qual as populacdes sdo encontradas é estdvel, pode ser vantajoso para os

individuos neles permanecerem, ja que eles podem atingir facilmente plantas hospedeiras

préximas (Ronce & Olivieri 1997, Travis & Dytham 1999).
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Capitulo 3 — Evidéncias genéticas de uma zona de contato entre
duas espécies cripticas de Tomoplagia

INTRODUCAO

O clima ¢ um fator determinante da distribuicio geogrifica de muitas espécies
(Andrewartha & Birch 1954). O recente aquecimento do globo durante as ultimas décadas,
seguido pelo aumento da temperatura, causou rapidas mudancas nos limites de distribui¢do de
espécies de varios grupos como borboletas, invertebrados marinhos e aves (e.g. Southward et al.
1995, Thomas & Lennon 1999, Parmesan & Yohe 2003, Root et al. 2003, Bohning-Gaese &
Lemoine 2004). No hemisfério norte, varias espécies estdo se movendo para o norte devido aos
invernos mais quentes. O limite norte da borboleta Atalopedes campestris, por exemplo,
expandiu da Califérnia para o estado de Washington (670 Km) em apenas 35 anos (Crozier 2003,
2004).

No hemisfério sul, a resposta ao aquecimento global ocorre em direcdo contrria; as
espécies migram para regides mais temperadas, ao sul de sua distribui¢ao original. No Brasil, foi
registrada uma grande expansdo da drea de distribuicdo de um tefritideo (Diptera), Tomoplagia
pallens, em direcdo a uma regido mais fria. 7. pallens € normalmente encontrada em Goids mas,
em 2000, chegou a Minas Gerais, regido ocupada por uma espécie irma, 7. reticulata. Neste
evento de simpatria, no municipio de Santana do Riacho, houve hibridacdo entre as espécies
(Abreu & Solferini 2008). Nas coletas realizadas em MG nos anos subseqiientes, somente
individuos de T. reticulata foram obtidos e houve um decréscimo na freqiiéncia dos genétipos de
T. pallens nas populacdes de T. reticulata com o passar dos anos. O cardter episddico da
migracdo de 7. pallens a MG levantou a possibilidade de sua associagdo com algum fendmeno

ocasional de temperatura ao invés do aquecimento global.
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Figura 1: Foto de um individuo adulto de Tomoplagia reticulata, acima, e de Tomoplagia
reticulata, abaixo.

Alguns fendmenos naturais, como o El Nifio, podem causar o aumento da temperatura em
uma regido. Esses eventos podem provocar mudangas bruscas na distribui¢io de uma espécie
mas, dado seu cardter eventual, a distribui¢do muitas vezes retorna a sua extensdo original nos
intervalos de ocorréncia do fendmeno (Walther ef al. 2002). Pouco se sabe, entretanto, sobre o
tempo de recuperacdo da distribuicao original apés um El Nifio. Foi observado um grande
declinio nas populagdes de vérios taxa marinhos sésseis na Bahia no evento de 1997-1998, por
exemplo, e uma recuperacdo ocorreu somente a partir de 2001 (Attrill & Kelmo 2007). Neste El
Nifio, o Sudeste do Brasil apresentou um inverno mais ameno e um verdo ligeiramente rigoroso,
com anomalias de temperatura entre 1 e 4°C acima da média (Oliveira & Satyamurty 1998). As
condi¢cdes climdticas mais quentes, propiciadas por este evento de El Nifio, poderiam ter
permitido a migracdo de T. pallens até MG. O retorno as condi¢des climaticas originais, alguns
anos ap6s o El Nifio, teria restabelecido a distribuicdo original das espécies.

Para testar a hipétese de migracdo associada a um evento natural, resolvemos amostrar
novamente em Minas Gerais logo apds outro evento de El Nifio (2002-2003). Tomoplagia
reticulata e T. pallens ovipdem nas inflorescéncias de Eremanthus glomerulatus (Asteraceae),
onde suas larvas se desenvolvem. Esta estreita relacdo com o hospedeiro restringe a distribuicao
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destes tefritideos a regides de ocorréncia de E. glomerulatus. Desta forma, o caminho migratdrio
de T. pallens até MG seguiria a distribui¢do da planta hospedeira. De acordo com a distribui¢ao
mapeada de E. glomerulatus (MacLeish 1987), este caminho seria pelo sul do Estado de MG
(figura 1).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢do genética das populagdes de
Tomoplagia reticulata e T. pallens ao longo da distribuicdo da planta hospedeira e testar a
hipdtese de que a migracdo de T. pallens para Minas Gerais estd associada a eventos de El Nifio.
Os dados obtidos neste trabalho foram comparados com os obtidos em um trabalho anterior, onde

a hibridacao foi descrita (Abreu & Solferini 2008).

MATERIAL E METODOS

Coleta dos individuos

Foram analisadas 16 populacdes de 7. pallens (tabela 1) e 45 populacdes de T. reticulata
(tabela 2). Destas, 9 populacdes de T. reticulata (SR-1 a SR-9) e todas as de T. pallens foram
coletadas entre 1999-2002 (Abreu & Solferini 2008). O restante das populacdes de T. reticulata
foi coletado entre 2004 e 2005. Nao foram obtidos individuos de T. pallens em MG nas coletas
de 2004-2005. As populacdes de T. reticulata foram separadas de acordo com a regido de Minas
Gerais de onde foram coletadas: as populacdes amostradas nos municipios de Lumindrias, Sao
Thomé das Letras, Carrancas e Lavras formam a regido do Sul de Minas (SM daqui em diante) e

aquelas amostradas no municipio de Santana do Riacho, a SR (figura 2).
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Pirenopolis Brasilia
Santana do Riacha

150 Km

Lavras

Sdo Thomé S Carrancas
Luminanas

Figura 2: Localizacdo geografica dos municipios estudados. Localidades onde 7. pallens foi
amostrada estdo indicadas por quadrados pretos, onde 7. reticulata foi amostrada pelo
quadrado vermelho e onde ambas foram amostradas pelo quadrado branco. Circulos
pretos indicam a distribuicdo de Eremanthus glomerulatus segundo MacLeish (1987) e
a linha verde, o suposto caminho percorrido por 7. pallens de Goids a Minas Gerais.

ApOs a coleta os capitulos foram acondicionados em potes plasticos com tampa telada.

Ap0s emergirem, os adultos foram alimentados com mel e dgua por 4 -5 dias e depois congelados

em nitrogénio liquido. A genitdlia externa foi dissecada e colocada individualmente em frascos

contendo soluc¢do de glicerina - etanol (1:1).
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Tabela 1: Localidades de coleta e nimero total de individuos de 7. pallens amostrados e
utilizados nas andlises.
Cédigo do

. Ano Localidade (Estado) Coordenadas Isozimas RFLP Total
hospedeiro
BSB-1 1999 Brasilia (DF) 15°3624"S 47°34'32"W 55 31 182
BSB-2 2001 Brasilia (DF) 15°36'50"S 47°41'30"W 25 30 55
BSB-3 2002 Brasilia (DF) 15°40'50"S 47°52'03"W - 30 30
BSB-4 2002 Brasilia (DF) 15°40'50"S 47°52'03"W - 24 24
GO-1 2001 Pirenépolis (GO) 15°53'30"S 48°53'19"W 32 29 128
GO-2 2001 Anépolis (GO) 16°03'49"S 48°51'15"W 34 30 114
GO-3 2001 Andépolis (GO) 16°12'05"S 48°54'39"W 34 29 63
GO-+4 2001 Andpolis (GO) 16°12'05"S 48°54'39"W - 30 30
GO-5 2001 Andpolis (GO) 16°13'14"S 48°5520"W 31 30 61
GO-6 2001 Andépolis (GO) 16°2427"S 48°59'08"W 41 30 71
GO-7 2001 Andpolis (GO) 16°13'16"S 48°5522"W - 25 25
GO-8 2001 Andpolis (GO) 16°12'06"S 48°54'40"W - 30 30
GO-9 2001 Andépolis (GO) 16°02'38"S 48°51'07"W - 20 20
GO-10 2001 Pirendpolis (GO) 15°53'36"S 48°52'52"W - 30 30
SRp-1 2000  Santana do Riacho (MG) 19°17'58"S 43°36'08"W 24 - 24
SRp-2 2000  Santana do Riacho (MG) 19°1729"S 43°36'06"W 3 - 3
Isozimas

As corridas foram realizadas em dois sistemas-tampao: (A) eletrodo: Tris 0,34 M, 4cido
citrico 78 mM, pH 8,6; gel: Tris 38 mM, 4cido citrico 2,5 mM, pH 8,6; (C) eletrodo: LiOH 10
mM, H;BO; 90 mM, EDTA 3mM, pH 8,0; gel: solugdo eletrodo diluida 1:10. Os individuos
inteiros foram macerados manualmente com um bastdo de vidro em 30ul de solucdo de gel do
"sistema A". Em cada homogeneizado foram colocados 3 retangulos de 10 x 4 mm de papel
Whatman #1, que foram aplicados em géis de amido Sigma 8,5%. Apds a eletroforese os géis
foram cortados e incubados a 37°C em recipiente de plastico contendo solug¢do de coloragdo
(Shaw & Prasad 1970). Foram testados os seguintes sistema enzimaticos: desidrogenase da
glicose 6- fosfato (GO6PD - EC 1.1.1.49, sistema A), isomerase da glicose-fosfato (PGI - EC
5.3.1.9, sistema A), enzima mélica (ME - EC 1.1.1.40, sistema C) e desidrogenase do malato
(MDH - EC 1.1.1.37, sistema C), que possuem locos diagndsticos para as espécies (Abreu et al.
2005). Ap6s a coloragdo os géis foram fixados em uma mistura de metanol, d4gua e 4cido acético

glacial (5:5:1). Depois de fixados, os géis foram fotografados e diafanizados em glicerina 5%.
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Tabela 2: Localidades de coleta e nimero de individuos de 7. reticulata amostrados e utilizados
nas analises.

Cédigo do

. Ano Localidade (MG) Coordenadas Isozimas RFLP Total

hospedeiro

CA04-1 2004 Carrancas 21°26'49,4"S 44°3929,4"W 11 - 11
CA04-2 2004 Carrancas 21°26'49,4"S 44°3929,4"W - 18 22
CAO05-1 2005 Carrancas 21°26'45,4"S 44°40'36,7"W 10 - 11
CA05-2 2005 Carrancas 21°26'45,1"S 44°40'36,2"W - 17 27
CA05-3 2005 Carrancas 21°26'45,1"S 44°40'35,6'"W - 30 65
CA05-4 2005 Carrancas 21°26'45,7"S 44°4023,7"W - 13 14
LAO4-1 2004 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 31 20 51
LAO5-4 2005 14 36 50
LA04-2 2004 Lavras 21°19'42,2"S 44°58723,6"W - 19 19
LAO04-3 2004 Lavras 21°19'42,2"S 44°58723,6"W - 22 23
LA0O4-4 2004 Lavras 21°19'40,6"S 44°58'6,3"W - 19 24
LAO05-7 2005 - 17 17
LAO5-1 2005 Lavras 21°19'42,2"S 44°58723,6"W 10 - 12
LAO05-2 2005 Lavras 21°19'42,2"S 44°5823,6"W 9 - 10
LAO05-3 2005 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 9 - 10
LAO5-5 2005 Lavras 21°19'43,1"S 44°58'19,8"W 8 - 9
LAO05-6 2005 Lavras 21°19'42,4"S 44°5823,5"W - 22 22
LAO05-8 2005 Lavras 21°19'41,6"S 44°5826,4"W - 15 15
LU04 2004 Lumindria 21°31'53"S 44°50'47"W - 27 29
LUO05-1 2005 Lumindria 21°31'53"S 44°50'47"W 12 - 12
LUO05-2 2005 Lumindria 21°31'53"S 44°50'47"W - 20 20
STO5 2005 Sdo Thomé 21°43'14,8"S 44°59'53,8"W - 14 14
SRr-1 2000 Santana do Riacho 19°17'58"S 43°36'08"W 24 - 24
SRr-2 2000 Santana do Riacho 19°1729"S 43°36'06"W 47 24 71
SR-3 2001 Santana do Riacho 19°17'58"S 43°36'08"W 32 30 487
SR-4 2001 Santana do Riacho 19°17'58"S 43°36'08"W - 20 20
SR-5 2001 Santana do Riacho 19°17'51"S 43°36'09"W - 20 20
SR-6 2001 Santana do Riacho 19°1729"S 43°36'06"W - 30 30
SR-7 2002 Santana do Riacho 19°17'56"S 43°36'09"W - 21 21
SR-8 2002 Santana do Riacho 19°1728"S 43°36'06"W - 17 17
SR-9 2002 Santana do Riacho 19°1728"S 43°36'06"W 27 28 55
SR04-1 2004 Santana do Riacho 19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 11 - 12
SR04-2 2004 Santana do Riacho 19°16'43,6"S 43°35'4,3"W 12 - 12
SR05-2 2005 9 - 9
SR04-3 2004 Santana do Riacho 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 30 30 76
SR04-4 2004 Santana do Riacho 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 25 30 60
SR04-5 2004 Santana do Riacho 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 14 - 14
SR04-6 2004 Santana do Riacho 19°17'28,8"S 43°36'6,4"W 34 30 90
SR04-7 2004 Santana do Riacho 19°1728,8"S 43°36'6,4"W 34 30 88
SR04-8 2004 Santana do Riacho 19°1727,1"S 43°36'6,3"W 63 32 156
SR05-4 2005 - 23 23
SR04-9 2004 Santana do Riacho 19°17'56,9"S 43°36'7,6"W - 16 16
SRO5-1 2005 Santana do Riacho 19°17'56,7"S 43°36'8,2"W 9 - 10
SR05-3 2005 Santana do Riacho 19°17'56,9"S 43°36'7,6"W - 13 14
SRO05-5 2005 Santana do Riacho 19°17'12,2"S 43°36'1,2"W - 12 13
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PCR-RFLP do mtDNA

O 4cido nucléico total foi isolado utilizando-se o protocolo de fenol-cloroférmio descrito
por Azeredo-Espin et al. (1991) com adaptacdes. A elui¢cdo final foi feita em 30 ul de 1xTE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0). A regidao contigua dos genes COI/COII, com 2325pb,
foi amplificada utilizando-se os primers TY-J-1460 (mtD-4) e TK-N-3785 (mtD-20) (descritos
em Simon et al. 1994), compreendendo a regido entre as posi¢des 1460 e 3785 do mtDNA de
Drosophila yakuba (Clary & Wolstenhome 1987).

Todos os fragmentos amplificados foram digeridos com 6 enzimas que reconhecem de 4 a
6 pares de base. As enzimas e os respectivos sitios de clivagem estdo indicados a seguir: Ddel,
EcoRV, Haelll, Pvull, Rsal e Xbal. A digestdo foi realizada utilizando-se 8ul de produto
amplificado, 2,5ul do tampao de digestdo de cada enzima, 1U de enzima de restricdo e dgua
milliQ até o volume final de 15ul. Posteriormente as amostras foram aplicadas em gel de agarose
(2,5%) em tampao TAE 1x, submetidas a uma voltagem de 100V e mantidas até que se
completasse a corrida (aproximadamente 4 horas). Os géis foram corados com brometo de etideo,
visualizados com luz UV e fotografados, para leitura posterior.

Analises utilizadas

Isozimas

As freqiiéncias génicas foram avaliadas pela leitura direta dos géis. As estimativas de
variabilidade genética (nimero de locos polimérficos, heterozigosidades observada e esperada,
ndimero de alelos por loco) e a distincia genética entre as populacdes (Nei 1978) foram
calculadas no programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 2004). As estimativas de variabilidade
foram comparadas entre regides e entre anos de coleta através de um teste Mann-Whitney (Zar
1996). Testes para verificar desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (por teste exato) e

desequilibrio de ligacao foram feitos no programa GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset 1995). Nos
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testes multiplos, as probabilidades foram corrigidas pelo nimero de testes feitos segundo Rice
(1989). Foi construido um dendrograma por neighbor-joining usando Nei (1978) como distancia
no programa MEGA 3.0 (Kumar ef al. 2004).

PCR-RFLP do mtDNA

Os géis foram analisados visualmente e o tamanho dos fragmentos foi estimado pelo
programa DNAfrag (Schaffer & Sederoff 1981), utilizando-se um marcador de tamanho
molecular de 100 pares de base (Invitrogen®) como referéncia. Posteriormente, foi construida
uma matriz de presenca/auséncia (1/0) de sitios de restri¢do a partir destes perfis. Estimativas da
diversidade de haplétipos (h; Nei 1987) e de nucleotideos (m; Nei 1987), o nlimero de diferencas
nucleotidicas entre as populacdes (D), este numero corrigido (descontando a variagdo
intrapopulacional) (DA) (Nei & Li 1979) e as arvores de haplétipos (minimum spanning
networks) foram calculados pelo programa ARLEQUIN (Excoffier et al. 2005). Neste mesmo
programa também foi feita a analise de varidncia molecular hierarquica (AMOVA), com 1000
replicacdes e foi calculado o Fsr (Excoffier et al. 1992). A estrutura genética das populacdes foi
investigada por uma anélise da composi¢do da variancia (AMOVA). A matriz de distancias (DA)
foi analisada pelo método de ordenacdo denominado escalonamento multidimensional nao-
métrico (NMDS). As estimativas de variabilidade foram comparadas entre espécies, entre regides
e entre anos de coleta através de um teste Mann-Whitney (Zar 1996).

A atribuicdo de cada individuo a uma populacdo, com base no seu gendétipo, foi feita no
programa STRUCTURE (Falush et al. 2007). Vinte simulagdes independentes foram feitas para
cada valor de nimero de agrupamento K (K de 1 a 6). Em cada simulacao, foram feitas 500 000
iteragdes com um descarte inicial (burn-in) de 50 000 iteragdes. As andlises foram inicialmente

N

feitas sem priori em relacdo a populacdo. As simulacdes foram entdo feitas para o K mais

58



Cap. 3- Zona de contato entre duas espécies cripticas

provavel (segundo Evanno et al. 2005), usando o local de coleta como informacgdo prévia, e
estimando-se a probabilidade de mistura para cada individuos nas quatro tltimas geracdes.
RESULTADOS

Isozimas

Obteve-se boa resolugdo nos seguintes locos enzimdticos: PGI, MDH e ME. As

freqiiéncias alélicas dos locos enzimaticos estdo apresentadas nas tabelas 3 e 4. Os alelos mais

freqiientes nas populagdes de 7. pallens foram PGI’, MDH’ ¢ ME’ e nas populagdes de T.

reticulata foram PGI', MDH' ¢ ME". Entretanto, algumas populagdes de T. reticulata SM

possuem alelos caracteristicos de 7. pallens, em freqiiéncia préxima ao alelo caracteristico de sua

propria espécie, muitas vezes em homozigose.

Tabela 3: Distribuicao das freqiiéncias alélicas nos locos diagndsticos entre 7. pallens. Em cinza
claro, estdo os alelos caracteristicos de 7. pallens e em cinza escuro, os de T.

reticulata.
Loco Alelo BSB-1 SRp-1 BSB-2 GO-1 GO-2 GO-3 GO-5 GO-6
PGI-1 N) 54 16 25 32 34 34 31 41
2 - - 0,040 0,065 - - - 0,024
3 0,954 1,000 0,960 0,938 1,000 1,000 1,000 0,976
5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
ME N) 43 14 25 32 34 34 34 42
3 - 0,071 - - 0,029 - - -
5 0,814 0,429 0,960 1,000 0,941 0,912 0,971 1,000
6 0,047 0,214 0,040 - 0,029 0,088 - -
MDH (N) 45 14 24 30 34 32 34 40
3 0,067 - 0,021 0,017 - - - -
5 0,933 1,000 0,979 0,917 1,000 0,984 0,971 0,975
6 - - - 0,067 - - - 0,025




Tabela 4: Distribui¢@o das freqii€ncias alélicas nos locos diagnoésticos entre 7. reticulata. Em cinza claro, estdo os alelos caracteristicos

de T. pallens e em cinza escuro, os de T. reticulata.
Loco Alelo SRr-1 SR-2 SR-3 SR-9 SR4-1 SR4-2 SR4-3 SR4-4 SR4-5 SR4-6 SR4-7 SR4-8 SR5-1 SR5-2

PGI-1 (N) 8 44 32 27 11 12 30 25 13 34 34 55 9 8
2 - ; - - - 0,167 - ; 0,077 ; - ; - ;
3 - 0,057 0,016 0037 0045 0,167 - ; - ; - 0,045 - 0,063
4 1000 0943 0984 0963 0955 0667 0983 1,000 0500 1,000 1,000 0927 1,000 0938
5 - - - - - - 0,017 - 0,423 - - 0,027 - -
ME (N) 6 33 32 27 11 12 28 23 14 25 28 58 9 9
30,500 0,333 0500 0,519 - ; - ; 0,036 ; - ; - 0,167
4 0500 0576 0500 0481 1,000 0833 0964 1000 0964 1,000 1,000 1,000 1,000 0833
5 - 0,091 - - - 0,167 0,036 - - - - - - -
MDH (N) 7 38 30 26 11 12 22 19 13 18 17 47 6 8
30571 0,763 0,667 1,000 - - 0,364 0,105 - - 0,029 0,064 - -
4 0429 0237 0333 - 0864 0625 0591 0895 0808 1,000 0912 0840 0917 0813
5 - - - - 0,091 0,333 - - 0,192 - - 0,043 0,083 0,188
6 - : - - 0,045 0,042 0,045 : - : 0,059 0,053 - :
Loco Alelo  LAO4 CAO4 LAO05-1 LAO52 LA053 LAO054 LA055 CAO05  LUO5
PGL-1 (N) 31 11 10 8 9 14 8 10 12
2 0,403 ;

3 0,565 0,318 0,150 0,313 0,333 0,107 0,250 0,150 0,083

5 - 0,045 - - - - - - -
6 31 0045 - - - - - - -
ME N) 0016 11 10 9 9 12 8 10 12
30468 - 0,050 - - - 0250 - -
4 0516 013 0450 0889 0667 0417 0625 0500 0292
5 25 0864 0500 0111 0333 0500 0,125 0400 0,708
6 0080 - - - - 0,083 - 0,100 -
MDH  (N) 0740 9 10 9 8 13 8 10 11
30160 - - - - - - - -

5 0,222 0,150 0,111 0,250 0,385 - 0,200 0,136
6 i, i, i, _ i _ _ i
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A variabilidade genética de T. reticulata esta apresentada na tabela 5 e a de 7. pallens na
tabela 6. T. reticulata apresentou maior variabilidade que 7. pallens (Hg - pmw=0,003; Ho -
pmw=0,004; P- pyw=0,005); as populagdes SM tiveram uma variabilidade significativamente
maior que as SR (Hg - pmw=0,006; P - puw=0,004). A diversidade genética média (Hg), por
exemplo, foi 0,092 em T. pallens e 0,261 em T. reticulata, sendo 0,364 em SM e 0,196 em SR. O

valor de 0, estimador de Fsr, foi 0,09 (0,002-0,15) em T. pallens e 0,36 (0,19-0,41)em T.

reticulata.

Tabela 5: Estimativas de variabilidade genética dos locos enzimaticos (A: nimero médio de
alelos por loco; P:% de locos polimérficos; Hp: heterozigosidade observada; Hg:
heterozigosidade esperada; desvios-padrao entre parénteses) nas populacdes de T.

reticulata.

Populagdo A P Hg Ho
LAO4-1 3,33 100 0,484 (0,055) 0,206 (0,165)
CA04 2,67 100 0,376 (0,157) 0,226 (0,136)
LAO05-1 2,33 100 0,352 (0,167) 0,167 (0,115)
LAO05-2 2,00 100 0,275 (0,134) 0,199 (0,187)
LAO05-3 2,00 100 0,421 (0,040) 0,083 (0,144)
LA05-4 2,33 100 0,411 (0,196) 0,233 (0,203)
LAOS5-5 2,00 66,7 0,302 (0,273) 0
CAO05 2,33 100 0,385 (0,172) 0,100 (0,100)
LUO05 2,00 100 0,267 (0,133) 0,114 (0,046)
SRr-1 1,67 66,7 0,288 (0,256) 0,167 (0,289)
SRr-2 2,33 100 0,339 (0,222) 0,038 (0,066)
SR-3 2,00 66,7 0,325 (0,256) 0,021 (0,018)
SR-9 1,67 33,3 0,190 (0,270) 0,025 (0,043)
SR04-1 2,00 33,3 0,110 (0,124) 0,091 (0,091)
SR04-2 2,67 100 0,425 (0,127) 0,222 (0,255)
SR04-3 2,33 33,3 0,206 (0,269) 0,065 (0,029)
SR04-4 1,33 33,3 0,063 (0,109) 0
SR04-5 2,33 66,7 0,315 (0,248) 0,178 (0,179)
SR04-6 1,00 0 0 0
SR04-7 1,67 33,3 0,055 (0,095) 0,059 (0,102)
SR04-8 2,67 66,7 0,141 (0,142) 0,060 (0,054)
SRO5-1 1,33 333 0,051 (0,088) 0,056 (0,096)
SR05-2 2,00 100 0,233 (0,101) 0,204 (0,148)
Média 2,09 71,0 0,261 0,109
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Tabela 6: Estimativas de variabilidade genética dos locos enziméticos (A: nimero médio de
alelos por loco; P:% de locos polimérficos; Ho: heterozigosidade observada; Hg:
heterozigosidade esperada; desvios-padrao entre parénteses) nas populacdes de T.

pallens.
Populagio A P H. H,
BSB-1 2,33 66,7 0,176 (0,122) 0,031 (0,053)
BSB-2 2,00 0 0,065 (0,021) 0,014 (0,024)
GO-1 2,00 66,7 0,092 (0,081) 0,011 (0,019)
GO-2 1,67 33,3 0,037 (0,065) 0,020 (0,034)
GO-3 1,67 33,3 0,064 (0,085) 0,010 (0,018)
GO-5 1,67 0 0,038 (0,033) 0
GO-6 1,67 0 0,032 (0,028) 0
SRp-1 2,00 33,3 0,228 (0,395) 0
SRp-2 1,33 33,3 0,093 (0,160) 0,111 (0,192)
Média 1,81 29,62 0,092 0,022

Nao foi observado desequilibrio de ligacdo entre pares de locos. Desvios significativos do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram detectados nos trés locos: PGI-1 (LA0O4-1 e SR04-5 em T.
reticulata ¢ GO-01 em T. pallens), ME (LAO4-1, LAO5-1, LAO5-5, CAOS, SRrl e SRr2 em T.
reticulata e BSB1, Srpl e GO-03 em T. pallens), MDH (SR04-3, SR04-8, SR3 em T. reticulata e
BSB1 em T. pallens). Todos os desvios observados tiveram valores de f positivos.

No dendrograma, as populacdes se agruparam por espécie (figura 3). Dentro do ramo de
T. reticulata, as populacdes se agruparam por regido. As populagdes SM ocupam uma posi¢dao
intermedidria entre as populagdes SR e as populacdes de T. pallens; algumas populacdes SM sdao
mais similares a 7. pallens do que a populacdes de sua propria espécie. Estas populacoes SM

possuem alelos comuns em 7. pallens (PGI’, MDH’ ¢ ME’) em alta freqii€ncia.
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SR04-01
SR04-05
SR04-02
SR04-08
SR04-04
SR04-07
|} SR04-06
SR05-01
SR04-03
SR-3
I SRr-1
SRr-2
1 SR-9
SR05-02
LA05-02
LA05-05
CA05
LA05-04
LUO5
LA0501
LA0503
LAO4
CA04
SRp-1
r GO-6
GO-5
T GO-3
o GO-2
GO-1
BSB-2

BSB-1
SRp-2

63

T reticulata

1. pallens

Figura 3: Dendrograma das populacdes de T. reticulata e T. pallens gerado pelo método de
neighbor-joining baseado na distancia genética de Nei (1978). No quadrado vermelho
estdo as populagdes de T. reticulata SM e no preto, as SR
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PCR-RFLP do mtDNA

A freqiiéncia observada dos 35 haplétipos mitocondriais em cada espécie estd
representada nas tabelas 7 e 8 e a relacdo entre eles na figura 3. Os haplétipos A, B e J foram os
mais freqiientes: A em todas as populagdes de 7. pallens, J em 21 populagdes de T. reticulata
(todas as populacdes SR e 5 SM) e B em 10 populacdes de T. reticulata (somente em populagdes
SM). Os haplétipos A e B foram compartilhados entre as espécies. O haplétipo mais comum em
T. pallens, A, estd a apenas um passo mutacional do haplétipo mais comum nas populagdes SM

de T. reticulata, B. J4 a distancia entre os haplétipos mais comuns em SM e SR é bem maior

(figura 4).
H
/ > 7
\ [/

= P! (Bl—BB
0'4 \ = \ \-ll )

X = _ \

O——EE

Figura 4: Rede dos haplétipos observados em 7. pallens (branco) e T. reticulata (SM — azul claro
e SR — azul escuro). O preenchimento dos circulos reflete a freqiiéncia em que eles
foram observados, circulos maiores representam os haplétipos mais freqiientes e
circulos cinza representam haplétipos ausentes.
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Tabela 7: Freqii€ncias haplotipicas em 7. reticulata.

Hap. LA4-1 LA4-2 LA4-3 LA4-4 LA5-4 LA5S-6 LAS5-7 LAS5-8 CA4-2 CAS5-2 CAS5-3 CAS5-4 LU04 LUO05-2 STO05 SR04-3
AA - — 0,045 - - - - - - - 0,033 - - - - -
B 035 0,737 023 0833 0263 0,091 1 06 0,778 0588 0133 0769 0815 085 078 -
BB . - - 0,042 ; - - . ; - ; ; - ; ; -
cC - - - 0,083 - - - - 0111 - - - - - - -
EE 005 - - - - - - - - - - - - - - -
GG ; - 0,045 ; ; - - ; ; - ; ; - ; ; -
HH - - - - - - - - - - - - - - 0,071 -
i ; - - ; ; 0,045 - ; ; - ; ; - ; ; -
I ; - 0,091 ; 0,105 0,409 - ; 0,056 0,059 02 ; - ; 0,071 0,067
J 040 0,158 0,545 0,042 0632 0455 - 04 0,056 0353 0633 0231 0148 0,15 0071 0,867
R ; 0,053 0,045 ; ; - - : ; - ; ; - ; - 0,033
S 0,20 - - - - - - - - - - - 0,037 - - -
Y - - - - - - - - - - - - - - - 0,033
z - 0053 - - - - - - - - - - - - - -
Total 20 19 22 24 19 22 17 15 18 17 30 13 27 20 14 30
Continuacdo da tabela 7.

Hap. SR04-4 SR04-6 SR04-7 SR04-8 SR04-9 SR05-3 SR05-4 SR5-5 SR-2 SR-3 SR-4 SR-5 SR-6 SR-7 SR-§ SR-9
A - - - - - - ~ 0375 - 005 009 - - - -
B - - - 0,125 0,077 - 0,167 - - - - - 0095 - 0071
I 0,333 0,167 0,1 0,125 0,062 0,077 0,043 0,083 0,208 0,067 - - 0,133 0,19 0,059 0,321
J 0,633 0,833 0,9 0,844 0,75 0,692 0,957 0,75 0417 0,567 0,85 0,095 0,7 0,714 0,941 0,607
Q - - - - - - - - 0,033 0,1 0,762 - - - -

R 0,033 - - - - - - - 0,033 - - - - - -

S - - 0,031 0,062 - - - - 0,233 - - - - - -

T - - - - - - - - 0,033 - - - - - -

U - - - - - - - - 0,033 - - - - - -

v - - - - - - - - - - 0,048 - - - -

w - - - - - - - - - - - 0,167 - - -

Z - - - - 0,154 - - - - - - - - - -
Total 30 30 32 16 13 23 12 24 30 20 21 28 30 21 17




Tabela 8: Freqii€ncias haplotipicas em 7. pallens.

Hap. BSB-1 BSB-2 BSB-3 BSB4 GO-1 GO-2 GO-3 GO4 GO-5 GO-6 GO-7 GO-8 GO-9 GO-10

A 0613 0,733 09 0875 0862 0967 09 0967 0967 0967 0,8 00967 0,55 00967
B 0032 - - 0,083 - - - - - - 016 - - 0,033
C 0032 - - - - - - - - - - - - -
D 0064 - - - 0034 - - - - - - - - -
E 0129 - - - - - - - - - - - - -
F 0032 - 0,033 - - 0033 0067 - - - - - - -
G 0,064 - - - - - - - - - - - - -
H 0032 - - - - - - - - - - - - -
K - 0,067 - - - - - - - - - - - -
L - 0,133 - 0,042 0,103 - - - - 0033 - 0033 - -
M - 0,033 - - - - - - - - - - 045 -
N - 0,033 - - - - - - - - - - - -
0 - - - - - - 0033 0033 - - - - - -
P - - 0,033 - - - - - 0033 - - - - -
X - - 0,033 - - - - - - - 004 - - -

Total 31 30 30 24 29 30 30 30 30 30 25 30 20 30
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O nivel de diversidade variou bastante entre as populacdes (tabelas 9 e 10). De
maneira geral, as populacdes com maior diversidade nucleotidica tiveram também maior
diversidade haplotipica. Como em isozimas, 7. reticulata apresentou maior variabilidade que
T. pallens (pmw=0,003); as populacdes SM de T. reticulata foram mais diversas que as SR
(pmw=3,27x107). A estimativa do nimero de populacdes no programa STRUCTURE indicou
que a estrutura genética mais provavel, considerando todas as amostras, consiste em dois

agrupamentos (figura 5, AK = 2).

Tabela 9: Diversidade haplotipica e nucleotidica em T. reticulata. Entre parénteses, o desvio-

padrao.

Populagio Diversidade haplotipica (&) Diversidade nucleotidica (1)
LAO4-1 0,710 (0,054) 0,128 (0,085)
LA04-2 0,450 (0,128) 0,088 (0,064)
LA04-3 0,667 (0,092) 0,111 (0,076)
LA04-4 0,308 (0,118) 0,040 (0,037)
CA04-2 0,399 (0,138) 0,058 (0,048)
LUO4 0,325 (0,104) 0,056 (0,046)
LAO5-4 0,550 (0,099) 0,087 (0,064)
LAO05-6 0,645 (0,061) 0,074 (0,058)
LAO05-7 0 0
LAO05-8 0,514 (0,069) 0,103 (0,073)
CA05-2 0,559 (0,083) 0,101 (0,071)
CA05-3 0,559 (0,086) 0,075 (0,056)
CA05-4 0,385 (0,132) 0,077 (0,060)
LU05-2 0,268 (0,113) 0,054 (0,045)
STO5 0,396 (0,159) 0,054 (0,046)
SR-2 0,670 (0,043) 0,137 (0,087)
SR-3 0,637 (0,081) 0,102 (0,068)
SR-4 0,279 (0,123) 0,035 (0,033)
SR-5 0,419 (0,127) 0,076 (0,055)
SR-6 0,480 (0,053) 0,076 (0,057)
SR-7 0,467 (0,112) 0,080 (0,057)
SR-8 0,118 (0,101) 0,020 (0,024)
SR-9 0,542 (0,070) 0,093 (0,063)
SR04-3 0,251 (0,102) 0,026 (0,028)
SR04-4 0,503 (0,064) 0,035 (0,336)
SR04-6 0,287 (0,092) 0,019 (0,023)
SR04-7 0,186 (0,088) 0,012 (0,018)
SR04-8 0,280 (0,095) 0,022 (0,025)
SR04-9 0,442 (0,145) 0,064 (0,051)
SRO05-3 0,526 (0,153) 0,085 (0,064)
SR05-4 0,087 (0,078) 0,006 (0,012)
SRO05-5 0,439 (0,158) 0,068 (0,055)
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Tabela 10: Diversidade haplotipica e nucleotidica em 7. pallens. Entre parénteses, o desvio-

padrao.
Populagio Diversidade haplotipica (k) Diversidade nucleotidica ()
BSB-1 0,615 (0,096) 0,096 (0,065)
BSB-2 0,453 (0,104) 0,058 (0,046)
BSB-3 0,193 (0,095) 0,012 (0,018)
BSB-4 0,235 (0,109) 0,020 (0,024)
GO-1 0,254 (0,100) 0,033 (0,031)
GO-2 0,067 (0,061) 0,004 (0,009)
GO-3 0,191 (0,093) 0,012 (0,017)
GO-4 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)
GO-5 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)
GO-6 0,067 (0,061) 0,008 (0,014)
GO-7 0,347 (0,108) 0,022 (0,025)
GO-8 0,067 (0,061) 0,008 (0,014)
GO-9 0,521 (0,042) 0,032 (0,032)
GO-10 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)

Na AMOVA (tabela 11), a maior parte da variacdo (65,57%) encontrada é devido a
diferenca entre grupos, ou seja, entre as espécies. As populacdes de T. reticulata (Fs1=0,55)
apresentaram maior diferenciacdo que as de 7. pallens (Fs1=0,12). Dentro de T. reticulata, as
populagdes SM apresentaram maior diferenciagdo (Fsr=0,28) que as SR (Fs1=0,15), refletindo
uma maior porcentagem de variagdo entre populagdes de SM (27,75%) que de SR (14,98%).

Todas as estimativas foram significativas (p< 0,0001).

A

BsSB1 BSH2 Gm GOz GO3 God GOs GO6 GO7 GOS8 GO9 GOl BSB3 BSB4

B
LARA IO O AR

LAO4-T LADS-Z LAM-3  LAG4 CA04Z LU LAOSS LAOS6 LAOS-7 LADS-SCAOS-2  CA05-3CADS-4LUDS-2 STOS

R2 SH3

Figura 5: Estrutura genética provavel dos dados mitocondriais (K=2) segundo STRUCTURE. A
corresponde as populagdes de T. pallens, B corresponde as populagdes 7. reticulata
SM e C as populagdes T. reticulata SR.

C

5| SR4 SRS SR6 SR7 SR8 Ske SRO4-3 SRO4-4 SRO4-6 SRO4-7 SRO4-8 SRO4-9 SRO5-35R05-4 SRO5-5
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Tabela 11: Andlise de varidncia molecular (AMOVA) de T. reticulata e T. pallens.

Fonte de variagao es]i;)rét;;s T regzlf/? lata T reglczulata T. reticulata T. pallens
Entre grupos 65,57% - - 42.36% -
Entre populacdes 13,27% 27,75% 14,98% 13,24% 11,96%
Dentro das populacdes 21,16% 72,25% 85,02% 44,24% 88,04%
Graus de liberdade 1102 296 382 679 398
Fsr 0,79 0,28 0,15 0,55 0,12

O NMDS apresenta a representacdo grafica bidimensional dos valores do nimero

médio de diferencas nucleotidicas entre as populagdes (figura 6). O NMDS evidencia a

posicdo intermedidria das populacdes SM e SR-2 de T. reticulata, entre as populacdes de T.

pallens e o restante das populagdes de T. reticulata. As populagdes SM compartilham alelos e

haplétipos tanto com outras populagdes da sua espécie quanto com 7. pallens. J& SR-2, foi

descrita como uma populaga@o hibrida por Abreu & Solferini (2008).

0.16 .
T pallens T reticulata
0,12
: TAQST
: LAO4-4
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Figura 6: Distribui¢do das populagdes de T. pallens e T. reticulata no espago bidimensional
obtido por NMDS (valor de stress=0,047), usando o niumero de diferencas

nucleotidicas entre as populacdes. No quadrado vermelho estdo as populacdes de T.
reticulata SM e no preto, as SR.
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DISCUSSAO
Os modelos climdticos prevéem um aumento médio da temperatura global de 1,4 a 5,8

°C até o fim deste século, em resposta ao aumento nas concentracdes de gases ligados ao
efeito estufa (Houghton et al. 2001). O estudo de eventos episddicos como o El Nifio podem
fornecer informacdes importantes sobre as conseqiiéncias deste aumento na distribuicdo das
espécies.

Nao foi detectada a presenca de 7. pallens em MG ap6s o El Nifio de 2002-2003. Este
evento teve uma intensidade bem menor que os anteriores (figura 7, CPTEC/INPE), com
temperaturas menos elevadas. A simpatria, e conseqiiente hibridagao, entre T. reticulata e T.
pallens foi observada durante o El Nifio de 1997-1998, o mais forte do século (McPhaden
1999). Assim, ndo € possivel determinar se a presenca de T. pallens em 2000 foi conseqiiéncia
do El Nifio pois as temperaturas foram bem diferentes entre os eventos 1997-1998 e 2002-
2003. Além disso, dois eventos de El Nifio ocorreram em seqiiéncia (2002-2003 e 2004-
2005), o que também pode restringido a migracdo de T. pallens. Ja foram descritos outros
casos em que extensdo da zona hibrida entre duas espécies variou com a freqii€ncia e
intensidade de eventos de El Nifio. Gee (2004), por exemplo, descreveu como a extensio de
uma zona hibrida entre duas espécies de aves varia com o nivel de precipitacdo, associado a

eventos de El Nifio.
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Figura 7: Evolugdo da temperatura de superficie do mar (TSM) dos dltimos eventos de El
Nifio. (CPTEC/INPE, http://img0.cptec.inpe.br/~rclima/enso/tsm/evolucao/evolnino3.gif)

Apesar de ndo termos amostrado individuos de T. pallens em MG ap6s o El Nifio de
2002-2003, varios individuos de T. reticulata da regidao SM apresentaram alelos de isozimas
caracteristicos de T. pallens em seu genoma, muitas vezes em homozigose. Esta mistura de
gendtipos de duas espécies resultou no aumento da heterozigosidade esperada nesta regido,
bem superior a observada tanto em SR quanto em 7. pallens. As populacdes SM também
possuem elevados niveis de diversidade nucleotidica, significativamente maiores do que os
observados nas outras localidades. A hibridagdo também influenciaria na diversidade
nucleotidica; a populagdao SR-2, hibrida segundo Abreu & Solferini (2008), apresenta o maior
valor desta estimativa. O haplétipo mais comum em SM foi observado em SR e T. pallens em
baixa freqiiéncia. Este haplétipo apresenta uma grande similaridade com os haplétipos de T.
pallens, o que pode ser um indicio de que ele provém desta espécie. Além disso, as
populagdes SM onde a freqiiéncia do haplétipo B € alta sdo as mesmas que apresentam alelos
de T. pallens nos locos enzimaticos (figura 8). Assim, ambos os marcadores sugerem uma
origem hibrida de alguns individuos de SM. A presenga de alelos/haplétipos introgredidos de
T. pallens em SM torna estas populacdes diferentes de SR, o que explicaria a grande
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estruturacio observada nesta espécie. Outra evidéncia da origem hibrida das populacdes SM
de T. reticulata € a posi¢do que elas ocupam nos agrupamentos dos dois marcadores
(dendrograma de isozimas, NMDS do mtDNA, agrupamentos genéticos do STRUCTURE). Nas
trés figuras, as populacdes SM ocupam uma posi¢do intermedidria entre 7. pallens e as

populagdes SR de T. reticulata.
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Figura 8: Composicdo genética mitocondrial e nuclear (locos ME, PGI e MDH) média das
populacdes de T. reticulata (quadrados vermelhos) e 7. pallens (quadrados pretos).

Aparentemente nao hé barreira morfologica que impega o cruzamento entre 7. pallens
e T. reticulata ji que houve hibridacdo durante a simpatria. A maior introgressdo nas
populagdes SM de T. reticulata indica que esta regido provavelmente tem um contato mais
freqliente com a espécie irma que as populacdes SR. Além disso, a hibridacdo nesta drea ndo
parece ser um evento fortuito dado que as freqiiéncias dos alelos introgredidos nao variaram
muito de um ano para outro. Como as duas regides apresentam o mesmo tipo de clima e

vegetacdo, alguma outra barreira impede que elas entrem em contato em SR.
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A maior proximidade geografica entre SM e Goids facilitaria a chegada de T. pallens a
esta regido. Isso justificaria a maior ocorréncia de hibridag@o nesta regidao mas nio explicaria
a auséncia de hibridos em SR em 2002-2003, visto que 7. pallens € capaz de chegar a SR.
Para muitas espécies de inseto, a temperatura minima é um fator critico para a sobrevivéncia,
principalmente para aqueles dispersando fora de sua distribui¢do habitual. O municipio de
Santana do Riacho apresenta uma temperatura minima média mais baixa e uma maior
quantidade de noites mais frias que os municipios do sul de Minas (CPTEC/INPE). Esta
informacdo foi baseada na temperatura dos meses de abril e maio pois estes seriam os meses
que os parentais da geracdo amostrada enfrentariam. Paradis et al. (2008) quantificaram esta
informacdo para um pulgdo invasor (Adelges tsugae) nos EUA. Apenas uma noite a -40°C
matou 100% dos individuos assim como 93 dias com temperatura minima menor que -10°C.
Assim, ndo somente a temperatura minima influi na mortalidade desta espécie como também
a duracdo do frio. Diferengas na tolerdncia ao frio ji foram relatadas em tefritideos.
Populacdes de Eurosta solidaginis coletadas em diferentes latitudes nos EUA apresentaram
diferentes taxas de sobrevivéncia. Larvas de locais mais frios eram mais resistentes ao frio
que as de locais mais quentes (Williams & Lee 2008). Assim, dispersores chegariam
eventualmente a SR mas seus descendentes néo atingiriam a fase adulta.

A taxa de hibridac@o entre as espécies provavelmente é alta pois apesar de haver
hibridos entre as espécies em SM, ndo foram amostrados individuos de 7. pallens nesta
regido. Altas taxas de hibrida¢do s@o comuns em casos em que a abundancia das espécies é
diferente, como no caso de imigrantes ocasionais com distribuicdo alopétrica (Chan & Levin
2005). A baixa densidade da espécie migrante comparada com a residente favoreceria
cruzamentos interespecificos devido ao pequeno nimero de parceiros da mesma espécie
(Hubbs 1955). Em uma revisao de hibrida¢do em animais, Wirtz (1999) encontrou evidéncias

para esta hipdtese e prop0s que “cruzamentos hibridos geralmente ocorrem entre fémeas da
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espécie rara e machos da espécie comum, mas ndo o contrario”. Assim, a maioria dos hibridos
teria uma fémea de 7. pallens como mae.

Os eventos de introgressdo em SR estariam associados a anos excepcionalmente
quentes, como aqueles sob o efeito do El Nifio intensos. Se isto se confirmar, o aquecimento
global poderia contribuir para a expansao da distribui¢do de 7. pallens, rumo a distribui¢éo de
T. reticulata, o que aumentaria o contato entre estas espécies e, conseqiientemente, o fluxo
génico e a hibrida¢do. Como conseqiiéncia, as espécies parentais podem se fundir em uma
nova espécie hibrida, podem originar uma espécie hibrida enquanto permanecem intactas ou
podem continuar hibridizando sem uma mudanga significativa nas suas composi¢Oes
genéticas (Arnold 1992). O Sul de Minas Gerais parece fazer parte da rota de migracao de 7.
pallens rumo a Santana do Riacho. A introgressao entre T. pallens e T. reticulata é mais
comum no Sul provavelmente devido a temperaturas minimas mais quentes no periodo de

migracdo. Futuros estudos dirdo se esta zona de contato € uma zona hibrida estdvel.
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CONSIDERACOES FINAIS

Capitulo 1 - Influéncia da variabilidade genética e quimica de Eremanthus glomerulatus na
distribuicao de Tomoplagia reticulata

a) Eremanthus glomerulatus tem baixa variabilidade genética, provavelmente associada a
distribuicao restrita desta espécie.

b) Apesar da distribuicdo fragmentada, ha pouca estruturacdo entre as populacdes de E.
glomerulatus. Em espécies anemocoricas, como E. glomerulatus, hd maior fluxo génico entre
as populagdes em ambientes fragmentados, o que reduziria a diferenciacdo entre as
populacoes.

c) As caracteristicas genéticas e quimicas estudadas ndao explicam a variagdo no nivel de
herbivoria das populagdes da planta hospedeira.

Capitulo 2 - Padrées de diferenciacao e diversidade genética em um fitéfago especialista,
Tomoplagia reticulata

d) As populacdes de Tomoplagia reticulata t€m baixa variabilidade genética. Especialistas
apresenta populagcdes pequenas devido a sua distribuicdo fragmentada, o que reduz a
variabilidade genética.

e) Ha uma grande estruturacdo entre as populagdes de Tomoplagia reticulata. A distribuicao
fragmentada da planta hospedeira restringe a distribuicdo do inseto. Esta fragmentacdo do
habitat reduz a coesdo entre as populagdes, reduzindo o fluxo génico e causando
diferenciagdo entre as populagdes.

f) A tendéncia de maior diferenciacdo e menor diversidade genética em fit6fagos especialistas
foi confirmada quando se usa a definicdo de mondfago com especialistas em uma tdnica

espécie de planta hospedeira.
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Consideragdes finais

Capitulo 3 - Evidéncias genéticas de uma zona de contato entre duas espécies cripticas de
Tomoplagia

g) Nao foram obtidos individuos de 7. pallens nas coletas de 2002-2003. Entretanto, nio é
possivel determinar se o El Nifio de 1997-1998 foi o responsdvel pela migracio de 7. pallens
até Santana do Riacho pois este evento foi muito mais forte que o de 2002-2003.

h) H4 uma zona de contato entre 7. pallens e T. reticulata no Sul de Minas Gerais, onde as
espécies hibridizam.

i) O Sul de Minas Gerais parece fazer parte da rota de migracao de 7. pallens rumo a Santana
do Riacho. A introgressdo entre as espécies € mais comum no Sul provavelmente devido a
temperaturas minimas mais quentes no periodo de migragao.

j) A migracdo de T. pallens a Santana do Riacho estd provavelmente associada a anos
excepcionalmente quente, como os sujeitos aos efeitos do El Nifio. Nestes anos, as
temperaturas minimas médias seriam melhores e permitiram a sobrevivéncia de 7. pallens

nesta regido de MG.
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Anexo 1: Composicdo quantitativa relativa de sesqui e diterpenos em 46 individuos de Eremanthus glomerulatus.

Geral 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1869 0,59
1848
1815 5,34 1,54 1,53 1,04
1800
1703 0,47
1698 43 478 553 568 3,69 539 47 511 3,04 561 585 4286 4,1 552 538 428 553 487 4,17 352 4,03 3,02
1693
1684 1,61 2,47 0,95 0,8 1,74 0,85 0,81 1,75 2,1
1675 3,27 2,73 2,73 2,06 0,87 2,68 053 263 2,23 1,87 0,32
1674 226 249 2,69 1,76 24 2,72 29 3,03 2,5 2,07 2,5 2,12 2,76 2,11 1,57
1670 1,52 1,46 2,13 207 135 205 183 1,85 1.4 1,86 1,8 1,46 2 1,94 1,6 1,67 5 161 133 1,38
1663 0,8 0,83 0,56 0,84 087 0,64 0,48
1660 2,12 2,03 2 24 242 1.6 2,18 204 214 141 187 243 202 174 24 225 1,79 229 198 1,8 1,55 1,82 1,39
1653 20,21 16,22 16,96 19,48 21,67 14,44 18,773 17,15 18,779 10,95 20,47 20,19 19,39 15,13 16,99 19,85 18,44 15 12,9 143 11,37
1645 194 208 1,77 222 239 183 221 211 222 1,56 2,1 227 221 1776 24 241 208 201 193 181 169 176 151
1641 887 7,74 73 842 94 693 831 758 8,15 54 8,7 86 827 6,75 887 867 741 8729 79 655 622 631 5,69
1637 0,61
1634 226 2,67 1,78 24 261 199 269 205 212 1,52 268 243 211 194 243 251 199 213 198 179 185 2,1 1,72
1631 1,23 1,39 1,28 1,07 1,42 1,26 0,93 1,17 1,06 139 142 1,18 1,16 093 1,11 085
1627 0,71 094 095 0,67 0,5
1619 0,71 1,07 0,68
1616 8,03 658 7,05 828 877 591 803 721 786 453 825 835 793 6,02 088 832 691 824 726 626 523 4,62
1609
1608 2,44 233 231 286 267 199 269 241 252 1,77 2,4 26 232 208 278 278 2,19 25 211 223 1,86 223 1,71
1600 1,6 1283 1,68 1,72 141 1,61 1,8 1,7 134 2,13 161 1,74 236 221 1,71 165 1,84 164 13 162 127
1590 8,62 0,97 1,06 1,04 0,73 1,21 085 1,21 1,37 1,34 1,07 1,o6 0,8 097 0,72
1589 9,89 7,1 7,67 10,68 6,17 8,34 1752 843 4,7 8,88 92 855 6,778 849 878 752 892 793 656 563 656 484
1586 1,12 0,82 1 111 1,04 085 1,23 1,2 0,96 0,87 0,69
1581 533 158 481 557 557 438 517 447 487 3,15 513 562 508 459 533 562 443 508 448 433 342 451 3,1
1580 1,95
1577 094 1,06 0,69 1,2 083 076 083 088 0,76 0,9 0,78 0,51
1576 5,64 552 574 535 483 491 433 437 449 3,69 454 636 447 6,19 773 624 459 373 44 553 391 095 3,89
1565 1,41 1,52 1,62 1,12 1,51 1,64 1,12 1,35 1,1 144 1,56 L3 1,33 1,29 121 1,04 1,14 096




Geral 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1560
1549
1538
1534
1523 2,96 3,161 343 2,63 2,68 3 334 34 3,69 482 214 232 335 505 325 23 2,77 348 3,08 331 254 295
1518 37
1513 1,39 2,12 147 1,15 2729 0,88 093 0,8 0,88 1,97 2,21
1508
1499 0,83 0,87 1,06 0,97 0,73 0,77 087 1,74 0,8 0,8 142 082 09 1,17
1495 1,69 1,06 1,36 3,21 3,66 588 11,12 4,59 331 501 5,28 18,37 3,76
1493 2,27 11,17 0,81 094 08 149 0,49
1480 423 594 624 527 3,16 867 535 807 4,19 1477 874 193 4,73 3,03 463 5,14 289 806 732 175 17,14
1476 0,94 4,22 9,94 0,55
1475
1458 097 147 091 1,23
1455 2,04
1452 1,75 231 283 195 127 293 336 222 159 309 224 227 211 3,19 3,13 209 276 25 235 289 232 393 282
1447
1427 0,53 0,43
1418 10,97 11,83 11,39 879 5,71 10,59 1093 839 7,11 982 10,68 7,78 824 11,35 10,04 11,37 87 993 973 12,82 873 12,46 9,6
1400 0,97 1,25 1,74 0,68 146 056 1,16 429 1,03 0,93
1389 0,75 1,08 1,22 1,27
1383 2,12 1,75 1,54 0,73 0,87 1,62
1375 0,74 0,91 1,24 1,23 1,07 0,82




Continuagdo do anexo 1.

Geral 24 25 26 28 29 30 31 32 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
1869 0,66 0,43
1848 0,44
1815 1,11 2,16 089 142 141 2,63 1,1 1,59 0,89
1800 1,8
1703 0,81
1698 4,11 4,53 3,29 32 394 536 251 463 399 481 458 375 372 432 3,09 499 4 451 27 396 44 441 494
1693 0,4
1684 1,08 225 0,78 1,21 1,15 1,05 094 1,08 0,69 0,58 0,67
1675 2,88 L5 2,19 19 062 232 054 26 264 28 199 271 294 283 296
1674 2,01 251 248 1,25 243 199 248 1,8 1,68
1670 1,7 181 1,17 1,31 1,73 1,66 094 1,78 143 1,66 5 149 1,82 1,36 141 1,83 375 1,71 1,78 1,72 1,9
1663 0,69 0,74 0,6 0,69 0,6 0,65 0,71 0,72 0,7
1660 1,74 197 1,51 1,44 1,7 216 1,1 204 1,72 207 188 1,75 1,67 197 1,38 215 1,75 202 1,16 181 206 197 2,05
1653 15,97 16,59 12,37 11,57 16,46 19,59 9,83 16,52 14,23 17,3 17,06 13,73 14,77 15,51 11,97 18,74 14,04 15,41 9,49 14,39 15,89 15,49 17,82
1645 1,79 198 1,64 1,51 196 204 1,29 197 163 199 L75 1,73 195 205 149 229 1,772,08 1,52 188 2,03 195 2,09
1641 6,87 744 595 532 724 845 495 17,19 6,31 76 731 698 691 6,03 841 6,3 6,9 5,4 703 695 17,54
1637 1,06 0,54
1634 2,06 2,14 1.8 143 191 221 143 198 161 213 L7 215 1,71 2,17 145 236 1,74 194 1,12 173 232 22 224
1631 1,03 1,14 1,1 1,04 069 1,15 093 1,16 093 1,12 1,04 1,21 087 131 102 121 1,07 1,12 1,14 1,22
1627 0,42 0,72 0,78 0,69 0,68 1,54 0,62 0,64
1619 0,66 0,57
1616 6,39 7,07 493 486 652 798 3,64 695 588 724 695 577 567 641 469 764 574 655 1292 626 6,69 6,62 7,53
1609 0,69
1608 2,09 2,23 1,81 1,96 2,1 241 1,31 237 198 233 2,1 221 197 238 1,66 26 222 252 223 232 248 241 2,6
1600 1,56 1,55 1,38 1,62 1,7 1,6 0,99 1,63 14 167 148 1,74 191 1,57 166 198 1,75 1,55 53 1,66 162 1,64 1,92
1590 1 1 088 0,8 0,88 052 097 077 101 09 084 097 105 083 1,19 081 091 1,53 088 087 0,83 0,9
1589 6,93 7,58 5,12 496 7,15 846 403 7,18 6,08 755 727 6,02 6,05 6,7 48 809 6,11 671 469 648 693 6,776 8,006
1586 0,84 0,99 0,7 0,73 0,88 048 087 0774 09 078 093 077 088 066 103 086 1,01 097 1,02 09 1,05
1581 4,74 4,19 36 341 495 455 261 4,18 34 411 396 3,73 368 415 309 519 384 4,17 279 406 438 4,02 5,04
1580
1577 0,97 0,92 0,68 1,03 041 0,78 0,58 0,68 0,77 06 091 087 087 0,98 L1 0,79 1,18
1576 6,39 3,75 406 351 633 362 3,08 3,14 266 328 309 417 359 3,62 333 497 425 386 227 382 379 391 371




Geral 24 25 26 28 29 30 31 32 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
1565 1,09 1,27 1,1 1,01 1,18 069 129 101 123 1,04 127 1,11 124 087 153 1,2 141 497 139 149 1,32 1,62
1560 1,27
1549 0,97
1538 0,85 0,97
1534 0,65 0,82 3,86
1523 2,62 293 272 503 283 475 3,31 4,4 5 416 4283 42 495 441 592 444 561 399 434 405 455 4,18 3,58
1518 1,94
1513 1,12 22 1,23 2,04 0,79 207 L76 1,14 217 1,61 1,03 L2 1,19 1,05
1508 0,53
1499 099 089 149 0,72 0,77 098 0,79 0,87 2 083 09 1,19 135 1,06 1,15 154 1,09 123 1,12 1,79
1495 7,54 1,77 229 2,18 1,82 4,55 139 254 1,64 1,1 229 147 133 2,59 0,69 1,13 1,59 1,11
1493 0,96 0,84 0,62 1,03 0,71 1,11 0,94 0,68 0,53 0,83 0,8
1480 4,69 9,97 1249 88 634 626 198 569 823 7,04 574 1245 7,78 6,5 10,38 4,79 6,94 8,61 2 766 511 779 2,99
1476 0,76 0,76 0,69 0,71 0,68 0,79 0,47
1475 1,76
1458 0,99 1 0,76 0,91 0,87 1,12 0,84 1,83
1455 0,9 1,25 0,64
1452 3,62 1,98 36 619 33 348 501 348 44 3,13 486 335 245 391 348 205 258 325 147 451 3,08 287 253
1447 1,64
1427
1418 11,47 844 11,72 19,26 12,2 1295 13,8 13,25 15,85 12,19 16,54 10,36 843 12,84 10,81 8,32 9,09 104 495 14,48 10,25 10,35 10,28
1400 0,81 1,08 1,58 0,8 0,94 0,95 1,77
1389 0,89 0,9 0,75 0,67 0,68
1383 1,74 0,75 0,61 1 0,64
1375 0,76 2,11 073 1,03 184 134 1,04 129 1,59 121 252 1,91 196 141 1,11 083

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98 100 100 100 100 100




