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Resumo

Tomoplagia € um género neotropical de Tephritidae (Diptera) cujas fémeas ovipdem em
inflorescéncias de Asteraceae. Este género estd primariamente associado a subtribo
Vernoniinae mas algumas espécies ocorrem em plantas de outras subtribos. Uma destas
espécies associadas a outra subtribo (Lychnophorinae) € o organismo de estudo deste
trabalho. Ela estava sendo descrita como 7. spl e apresentava variagdo na coloracdo do
corpo, de laranja (escuro) a amarelo (claro). O objetivo deste trabalho foi verificar se os
morfos claro e escuro de 7. spl representam variagao intraespecifica ou espécies cripticas e
caracterizar sua variabilidade genética através de eletroforese de isozimas e RFLP dos
genes citocromo oxidase I e II do DNA mitocondrial. No capitulo 1 (isozimas), houve
evidéncias de que os morfos claro e escuro de 7. spl pertencem a espécies distintas.
Doravante, o morfo escuro serd referido como 7. spl e o morfo claro como 7. sp2. A
variabilidade genética foi investigada nos dois capitulos (dois marcadores) e os resultados
s@o congruentes. T. spl apresentou uma alta variabilidade genética, maior que a de 7. sp2.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer que fatores geraram essa baixa variabilidade em T.
sp2. Outros estudos poderao esclarecer que processos estdo gerando esse padrdo. 7. spl
teve também uma maior estruturacdo populacional que 7. sp2. Isso pode ser resultado de
barreiras fisicas (vegetagcdo e relevo) ao fluxo gé€nico mais intensas. Houve indicios de
introgressdo entre 7. spl e 7. sp2. Esse fato foi verificado tanto com isozimas quanto com
RFLP, na coleta em que as duas espécies ocorreram juntas, o que fortalece a hipétese de
introgressdo. Apesar desta hibridag@o, algum tipo de isolamento reprodutivo parece estar

mantendo a integridade genética das espécies. Estudos futuros podem esclarecer se também

h4 alguma barreira comportamental entre €las.



Abstract

Tomoplagia is a neotropical genus of Tephritidae (Diptera) whose females oviposit in
Asteraceae's flowerheads. This genus is primarily associated to the subtribe Vernoniinae
but some species occur in plants of other subtribes. One of these species associated to
another subtribe (Lychnophorinae) is the target organism of this work. It has been described
as T. spl and showed body color variation from orange (dark) to yellow (light). This work's
goal was to ascertain if the dark and light morphotypes of T. spl are intraspecific variation
or sibling species and to characterize their genetic variability, through isozymes and RFLP
of the genes citochrome oxidase I and II (mtDNA). In chapter 1 (isozymes), there were
evidences that the dark and light morphotypes of T. spl belong to distinct species. We
suggest that the dark morphotype stay named as 7. spl and the light one be named as T.
sp2. The genetic variability was surveyed in both chapters and the results are congruent. T.
spl had a high genetic variability, bigger than 7. sp2. However, it was not possible to
establish which factors generated the low genetic variability in 7. sp2. Other studies may
clarify which processes are generating this pattern. 7. spl also had a higher population
structure than 7. sp2. This can be the result of stronger physical barriers (vegetation and
relief) to gene flow. There were clues of introgression between T. spl e T. sp2. This fact
was verified through both allozymes and RFLP, in the sample in which both species
occurred together, what reinforce the hypothesis of introgression. Besides ' this
hybridization, some kind of reproductive isolation seems to keep the genetic integrity of the

species. Future works may clarify if there is also a behavior isolation between them.



INTRODUCAO GERAL

Organismo estudado

Um inseto é considerado fitéfago se em alguma etapa de seu ciclo de
desenvolvimento se alimenta de tecidos vegetais vivos ou de seiva, excluindo-se pdlen e
néctar (Jermy 1984). Esses insetos representam quase um quarto de todas as espécies de
eucariotos e sao extraordinariamente diversos em biomas tropicais e temperados (Bernays
1998).

Moscas da familia Tephritidae, uma das maiores de Diptera, sdo um exemplo de
fitéfagos. Esta familia estd distribuida nas regides temperada, subtropical e tropical com a
maior diversidade de espécies ocorrendo nos tropicos (Foote et al. 1993, Headrick &
Goeden 1998).

Trés subfamilias de tefritideos sdo reconhecidas: Dacinae, Trypetinae e Tephritinae.
As larvas das subfamilias Dacinae e Trypetinae usam predominantemente os frutos
carnosos de seus hospedeiros como fonte de alimento. J4 as larvas de Tephritinae usam
preferencialmente a parte vegetativa e capitulos dos hospedeiros para esse fim (Foote et al.
1993, Headrick & Goeden 1998). As espécies que infestam capitulos alimentam-se de
flores, aquénios e/ou de tecidos do receptdculo (Headrick & Goeden 1998).

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 ¢ a maior das familias de fanerégamas. 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
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Introdugdo Geral

sementes e reduzindo sua capacidade competitiva, algumas espécies t€m sido usadas no
controle biolégico de plantas daninhas introduzidas (White 1988).

Segundo Zwolfer (1983), o grande ndmero de hospedeiros em potencial com varios
tipos de inflorescéncias, a estabilidade e a previsibilidade da fonte de alimento e a pressdo
dos competidores gerou uma alta taxa de especiagdo combinada com um alto grau de
especializagdo ecoldgica e divisdo de nicho que ultrapassam os encontrados em tefritideos
frugivoros.

Tomoplagia (Coquillet), um género neotropical de Tephritinae, possui 47 espécies
descritas (Norrbom et al. 1998). As fémeas deste género ovipdem nas inflorescéncias das
compostas, onde as larvas parasitas endéfagas se desenvolvem.

Segundo Prado & Lewinsohn (1994), Tomoplagia estd primariamente associado a
subtribo Vernoniinae. Entretanto, seis espécies deste género sao encontradas em plantas dos
géneros Eremanthus e Lychnophora (subtribo Lychnophorinae) (Prado er al. 2002). Os
fatores envolvidos na escolha do hospedeiro e distribui¢do das espécies deste gé€nero ainda
nio sio bem claros mas as caracteristicas da planta sem divida exercem grande influéncia
(Prado & Lewinsohn 1994).

O género Eremanthus Less. (Asteraceae) compreende 27 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). A floragdo e a frutificagdo ocorrem de
margo a outubro (MacLeish 1987). Lychnophora Mart. compreende 34 espécies (Robinson
1999) e é considerado um género endémico do Brasil, tendo uma distribuig¢do restrita aos
complexos rupestres de quartzito da Bahia, Goids e Minas Gerais (Semir 1991). As
espécies de Lychnophora geralmente apresentam populagdes disjuntas em vérias

localidades, excluindo-se aquelas de distribui¢@o restrita (Semir 1991).
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Introdugéo Geral

Lychnophora e Eremanthus podem exibir uma série de sobreposi¢cdes em relagio a
forma, consisténcia e bainha das folhas, habito, indumento e inflorescéncia (Semir 1991).
Entretanto, estes géneros mantém-se distintos em uma série de caracteres, principalmente
nos referentes aos habitos, padrdes de inflorescéncias e aquénios (Semir 1991). Os dois
géneros ocorrem em ecossistemas diferentes. Eremanthus parece ter se diversificado
principalmente nos cerrados, com algumas espécies estabelecendo-se nos complexos
rupestres. Ao contrario, Lychnophora € observada quase que exclusivamente nos
complexos rupestres de quartzito, com algumas espécies ocorrendo nos ecétonos campo
rupestre-cerrado destas formacdes vegetais (Semir 1991).

Uma destas espécies de Tomoplagia associada & subtribo Lychnophorinae, T. spi,
apresentou variagcdo na coloragdo do corpo dos individuos. Questionou-se entdo qual a
origem dessa variagc@o: polimorfismo intraespecifico ou espécies diferentes.

Metodologias empregadas

1) Isozimas

A influéncia da eletroforese de enzimas no nosso entendimento da estrutura
genética de populagdes naturais € inestimédvel. Desde que foi aplicada pela primeira vez em
genética de populacdes na década de 60, ela tem sido amplamente usada em sistematica,
evolucdo, ecologia e biologia da conservagao (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 ez
al. 2001). As limitagdes, por outro lado, sdo a presenga de alelos nulos, a incapacidade de
detectar uma parte da variagdo que ocorre na seqiiéncia de DNA e a modificagdo pds-

traducional das isozimas (Leberg 1996).



Introdugdo Geral

Virias pesquisas tém enfatizado a eficiéncia de enzimas para a estimativa e
entendimento da variabilidade genética em populagGes naturais, fluxo génico, hibridacgao,
reconhecimento de limites de espécies e relacdes filogenéticas, entre outros problemas
(Murphy et al. 1996). Em estudos de taxonomia e sistemdtica, o uso de dados
eletroforéticos é essencialmente limitado a duas areas principais: distinguir ou confirmar
espécies e medir a divergéncia entre populagdes da mesma espécie ou de géneros préximos
(Van der Bank er al. 2001). Apesar de atualmente serem menos usadas para a reconstrugdo
de filogenias interespecificas (Sperling et al. 1997; Mandulyn et al. 1997), isozimas t€m se
mantido uma referéncia em estudos de estrutura populacional e limite de espécies (Pinto ez
al. 1997; Bellows et al. 1994).

Na distingdo de espécies, esta técnica tem sido util na andlise de morfotipos
simpétricos entre em uma grande variedade de organismos, muitos deles invertebrados
(Thorpe & Solé-Cava 1994). O uso de técnicas moleculares na criagdo ou modificagéo da
nomenclatura formal é limitado. H4 atualmente poucas descri¢des de espécies baseadas,
pelo menos em parte, em dados moleculares (Norwak & Lanteri 1996; Pinto et al. 1997,
Bellows 1994).

2) RFLP do DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) apresenta atributos de um marcador molecular ideal
para andlise filogenética: € caracteristico, de forma que comparagdes homélogas garantidas
podem ser feitas entre uma variedade de organismos; € facil de isolar e manipular; tem uma
estrutura genética simples sem aspectos complicadores como DNA repetitivo, elementos de
transposi¢do, pseudogenes e fntrons; exibe um modo de transmissdo direto, sem
recombinacdo ou outro rearranjo genético; evolui a uma taxa répida, de forma que novos

estados de cardter surgem no periodo de vida de uma espécie. Por outro lado, nenhum
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sistema molecular € perfeito para anilise, ¢ 0 mtDNA apresenta algumas limitagdes que
devem ser consideradas como: heteroplasmia, homoplasia e desvio de amostragem devido a
heranca materna (Avise et al. 1987).

O mtDNA tem sido usado extensivamente em estudos populacionais de muitas
espécies de insetos devido as caracteristicas jé citadas e porque possui um menor tempo de
coalescéncia. Muitas regides sdo bastante conservadas de forma que os primers podem ser
usados em diferentes taxa de insetos (Roderick 1996). A variacdo no mtDNA pode ser
examinada através de seqilenciamento ou andlise de polimorfismo de fragmentos de
restri¢do (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP).

Enquanto o seqiienciamento de DNA é o método escolhido pela maioria dos estudos
moleculares sistematicos, ndo se deve esquecer que muitas alternativas podem ser mais
apropriadas ou mais praticas para certas aplica¢des. O seqiienciamento é 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 eletroforese de isozimas ¢ RFLP
(Caterino et al. 2000).

Além disso, apesar do seqlienciamento fornecer informacdes mais detalhadas do
mtDNA, deve-se considerar a velocidade e custo de uma técnica quando o poder da andlise
estatistica depende de amostras de tamanho moderado a grande, e o RFLP pode ser
consideravelmente mais rdpido e barato que o seqiienciamento. Um melhor entendimento
da arquitetura genética de populagcdes e espécies proximas sempre requererd uma
amostragem de larga escala geogrdfica e numérica. Amostras moderadas a grandes podem
também permitir resolver a histéria demogrédfica de uma espécie além de sua histéria

filogenética (Bermingham et al. 1996).
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Os marcadores do tipo RFLP apresentam uma série de vantagens em relacdo aos
marcadores morfolégicos, citolégicos ou de isozimas, tais como: sdo herdados como
marcadores mendelianos livres de pleiotropia, ndo sio afetados pelo ambiente, podem ser
obtidos em nuimero elevado e tém distribuicdo aleatéria no genoma (Arias & Infante-
Malachias 2001). Dentro de RFLP, ha a possibilidade de amplificar determinada seqiiéncia
génica ao invés de lidar com todos os genes mitocondriais. PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) € uma abordagem simples que

permite uma rdpida andlise de um grande nimero de individuos (Bermingham ez al. 1996).



Capitulo 1 - Relac¢oes intra e interespecificas em duas

espécies cripticas de Tephritidae inferidas por isozimas

INTRODUCAO

Tomoplagia (Coquillet) é um género neotropical de Tephritidae com 47 espécies
descritas (Norrbom et al. 1998). Ele pertence a subfamilia Tephritinae, cujas larvas
alimentam-se da parte vegetativa e dos capitulos de Asteraceae (Foote et al. 1993, Headrick
& Goeden 1998).

Tomoplagia estd primariamente associada a plantas da subtribo Vernoniinae (Prado
& Lewinsohn 1994). Entretanto, seis espécies deste género sao encontradas em Eremanthus
e Lychnophora, representantes da subtribo Lychnophorinae (Prado ez al. 2002).

Uma destas espécies de Tomoplagia associadas a subtribo Lychnophorinae estava
sendo descrita como T.spl. Esta espécie tem o género Eremanthus como hospedeiro
principal, com eventos raros de ocorréncia em Lychnophora. Das coletas de Eremanthus
emergem centenas de individuos enquanto de Lychnophora emergem somente um ou dois
individuos.

Os individuos que emergiram das coletas de Eremanthus apresentavam variagao na
coloragdo do corpo, de laranja a amarelo. Como a maioria das espécies deste género foi
descrita a partir de poucos espécimes, a variabilidade intra e interpopulacional dos
caracteres sistematicos recebeu pouca atencdo (Prado & Lewinsohn 1994). Assim, essa
variagdo foi ignorada e considerada polimorfismo.

Todas as coletas de T.spl até 1999 foram realizadas em Santana do Riacho (Serra

do Cip6-MG). Nesse local ocorrem principalmente individuos com corpo laranja, o
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Cap. 1- Relagdes em duas espécies cripticas inferidas por isozimas

morfo escuro. A ocorréncia de individuos amarelos (morfo claro) neste local é bem rara.
Esse foi um dos motivos que levaram a considerar a variagdo na coloracdo como
polimorfismo. No ano de 1999, ndo se obtiveram moscas das coletas da Serra do Cipé.
Como a distribuicdo de Eremanthus estende-se até Goids, tentou-se obté-las de coletas
deste local. Os individuos que emergiram dos capitulos do Centro-Oeste eram todos
amarelos (morfo claro). Em 2000, coletou-se novamente no Cip6 e emergiram tanto
individuos claros quanto escuros. Entretanto, em 2001 e 2002 emergiram somente moscas
escuras. No Centro-Oeste, em todos os anos coletados, emergiram apenas individuos claros.

Com esse grande nimero de individuos claros, tanto no Centro-Oeste quanto em
Minas Gerais, pode-se comparar melhor os morfos. Nesta comparagdo, a diferenga de
coloragdo entre eles ficou evidente. Questionou-se, entdio, se a hipitese de variag@o
intraespecifica era vdlida ou se os morfos eram espécies distintas, caracterizando espécies

cripticas segundo Mayr (1963).

OBJETIVOS

a) verificar se os morfos claro e escuro de 7. spl representam variacdo intraespecifica ou
espécies cripticas.

b) caracterizar e comparar a variabilidade genética dos dois morfos de T. spl.

10



Cap. 1- Relagbes em duas espécies cripticas inferidas por isozimas

MATERIAL E METODOS

Pontos de coleta

As coletas foram realizadas de 1999 a 2002, nos municipios de Brasilia (DF),
Pirenépolis (GO), Andpolis (GO) e Santana do Riacho (Serra do Cip6-MG) (tabelal).
Foram coletados capitulos dos géneros Eremanthus e Lychnophora mas somente
emergiram individuos em nimero suficiente de Eremanthus. Das coletas do Centro-Oeste
(Brasilia ¢ Goids) emergiram apenas individuos claros e do Cipé emergiram individuos

escuros em todas as populagdes e claros somente em Cip6-1 e Cip6-2.

Tabela 1: Localizagdo das coletas e nimero de individuos utilizados na andlise.

Data de

Nome Local coleta Coordenadas N° de individuos
Brasilia—1 Brasilia (DF) 08/08/1999  15°36'24"S 47° 34'32'W 55
Brasilia—2 Brasilia (DF) 10/06/2001  15°36'50"S 47° 41' 30"W 25
Cipé-1 Serra do Cip6 (MG)  21/06/2000  19° 17' 58"S 43° 36' 08"W 24
Cip6-2 Serra do Cip6 MG)  21/06/2000  19° 17'29"S 43° 36’ 06'W 47
Cip6-3 Serra do Cip6 (MG)  19/06/2001  19° 17' 58"S 43° 36' 08'W 32
Cip6-9 Serra do Cipé (MG)  15/05/2002  19° 17'28"S 43° 36' 06'W 27
Goias—1 Pirendpolis (GO) 13/06/2001  15°53"30"S 48° 53" 19"W 32
Goias—2 Andpolis (GO) 13/06/2001  16°03'49"S 48°51' 15"W 34
Goids—-3 Anépolis (GO) 13/06/2001  16° 12'05"S 48° 54' 39"W 34
Goids-5 Anépolis (GO) 13/06/2001  16° 13" 14"S 48° 55' 20'W 31
Goids—6 Andpolis (GO) 13/06/2001  16°24'27"S 48° 59' 08'"W 41

Tratamento dos insetos

Os capitulos coletados foram colocados em potes pldsticos com tampa telada. De
cada coleta foi retirada uma exsicata que foi depositada no Herbério da Unicamp (UEC). Os
adultos de 7. spl que emergiram foram alimentados com mel e dgua por 4 -5 dias e depois

foram congelados em nitrogénio liquido.
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De cada individuo estudado foi retirada uma das asas, que foi montada em lamina
com bdlsamo do Canadd sintético. A genitdlia também foi dissecada e colocada
individualmente em frascos tipo eppendorf contendo solucdo de glicerina - etanol (1:1).
Essas estruturas podem ser Uteis no esclarecimento de dividas quanto a identificacdo desses
insetos.

Procedimentos de eletroforese

1) Extracao

Os individuos inteiros foram macerados manualmente com um bastdo de vidro em
30ul de solucdo de gel do "sisterma a" (tabela 1).
2) Aplicacao das amostras

Em cada macerado foram colocados 3 retangulos de 10 x 4 mm de papel Whatman
#1, que foram aplicados em géis de amido Sigma 8,5%. As amostras aplicadas nas
extremidades do gel foram marcados com azul de bromofenol a fim de indicar a posi¢ao de
corrida. Os sistemas-tampao utilizados estdo na tabela 2.
3) Coloracao

Apbs a eletroforese os géis foram cortados e incubados a 37°C em recipiente de
plastico contendo solugdo de coloragdo (Shaw & Prasad 1970). As enzimas testadas € 0s
sistemas usados em cada uma delas estdo listados na tabela 3.

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 sdo fotografados para registro e

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

Sistema a Sistema b Sistema ¢
pH 8,6/ 50mA 180V pH 8,0/ 30mA
Solugio ) Tr’is.0,34 M H;BO;0,3 M LiOH 10 mM
eletrodo Ac. citrico 78 mM NaOH 60 mM H;BO;90 mM
HCI até pH 8,0 EDTA 3mM
Gel ~ Tns38mM Tris 10 mM Solugdo eletrodo diluida
Ac. citrico 2,5 mM HCl até pH 8,5 1:10

Tabela 3: Enzimas e sistemas em que a eletroforese foi feita.

Referéncia (EC) Enzima (abreviacio) Sistema
4213 Aconitase (ACO) (b)
1.2.3.1 Oxidase aldeidica (AO) (a)
1.1.1.44 Desidrogenase do 6-fosfogluconato (6-PGD) (©)
1.1.1.49 Desidrogenase da glicose-6-fosfato-1 (G6PD) (c)
1.1.1.30 Desidrogenase do 3-hidroxibutirato (HBDH) )
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 (ESTa) (b)
5422 Fosfoglicomutase (PGM) (a)
4.2.1.2 Fumarase (FUM) (c)
1.4.1.3 Desidrogenase do glutamato (GDH) (b)
5.3.1.9 Isomerase da glicose-fosfato (PGI) (c)
3.4.11 0u3.4.13 Peptidases (PEP) (b)

Andlises utilizadas

As freqiiéncias génicas foram avaliadas pela leitura direta dos géis. As estimativas
de variabilidade genética (nimero de locos polimoérficos, heterozigosidades observada e
esperada, nimero de alelos por loco) e as distancias e identidades genéticas (Nei 1972,
1978) foram calculadas no programa BIOSYS I (Swofford & Selander 1981).

A matriz de identidade genética foi usada para desenhar um dendrograma por
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e um por neighbor
Jjoining (NJ) no programa Mega 2.1 (Kumar ez al. 2000). Os estimadores da estatistica F (6
e f— Weir & Cockerham 1984) e o teste de significincia do f para verificar desvios do

equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados no programa Fstat (Goudet 2001). As
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probabilidades foram corrigidas pelo niimero de testes feitos segundo Rice (1989 —
correcdo de Bonferroni).

Para localizar desequilibrios de ligacdo entre os locos foram criadas tabelas de
contingéncia para todos os pares de locos em cada populagdo. Foram entdo feitos testes de
probabilidade para cada tabela usando a cadeia de Markov com 1000 replicacdes no
programa Genepop (Raymond & Rousset 1995) e as probabilidades foram corrigidas pelo

nimero de testes feitos segundo Rice (1989 — correcao de Bonferroni).

RESULTADOS

Obteve-se boa resolucdo nos seguintes locos enzimaticos: Aco-1, Aco-2, Ao, Est,

Fum, 6-Pgd, G6pd, Gdh, Hbdh, Idh, Mdh, Me, Pgm, Pep-1, Pep-2, Pgi-1 e Pgi-2. Os locos

Aco-2, Pgi-2, Pep-1 e G6pd foram monomorficos para o morfo claro e Aco-2, Pep-1, Pep-2
e Est para o morfo escuro.

As freqiliéncias alélicas dos locos com variabilidade estdao apresentadas de duas
formas: na tabela 4, os individuos estdo agrupados por local de coleta, sendo consideradas
quatro OTUs no Cipé, duas em Brasilia e cinco em Goids. Na tabela 5, estao apresentados
somente os locos nos quais as freqiiéncias alélicas diferiram quando cada morfo foi
separado por local de coleta. Tem-se uma OTU clara no Cipé, duas claras em Brasilia,
cinco claras em Goids e quatro escuras no Cip6. A outra OTU clara do Cipé (Cip6-2)

apresentou apenas trés individuos e foi excluida da analise.
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Quatro locos (Pgi-1, Me, Mdh e G6pd) claramente separavam os morfos claro e
escuro (figuras 1, 2, 3 e 4). Segundo Ayala (1983), um loco é considerado diagnéstico se
qualquer individuo puder, baseando-se no genétipo deste loco, ser dito de um ou outro pool
génico com uma certeza de 99 ou 99,9%. Seguindo esta defini¢do, nenhum destes locos
pode ser considerado diagnéstico apesar do alelo mais freqiiente em cada morfo ser sempre
0 mesmo, mas diferente entre eles.

No agrupamento por local de coleta, a populacdo Cip6-1 apresentava mais
individuos claros no total que a Cip6-2. Na tabela 4 vé-se que, apesar dos morfos estarem
juntos nas OTUs, nos locos Pgi-1, Mdh o alelo mais freqiiente em Cipé-1 (Pgi-1"%,
Mdh"%) foi 0 mesmo de Brasilia-1, Brasilia-2, Goias-1, Goiés-2, Goids-3, Gois-5 e Goiss-
6 e diferente de Cip6-2, Cip6-3 e Cip6-9 (Pgi-1%*, Mdh®").

No agrupamento por coloragio e local de coleta, os alelos mais freqiientes em Cip6-
1 clara, Brasilia-1, Brasilia-2, Goias-1, Goids-2, Goids-3, Goids-5 e Goids-6 nos locos Pgi-
1, Me, Mdh e G6pd (_I_’_gi—ll‘oo, Mdh"®° Me'%, _(_}_ch_il‘oo) foram diferentes dos mais
freqiientes em Cipd-1 escura, Cip6-2, Cip6-3 e Cip6-9 (Egi—13 2 Mdh®", Me® e Me®"®,
G6pd®®*) (figuras 1,2, 3 e 4).

Detectou-se desequilibrio de ligacdo entre os locos Pgi-1-Pgm em Cip6-1, Me-Mdh
e Me-G6pd em Cipé-2 e Idh-Mdh em Cipé-3, no agrupamento por local de coleta. No
agrupamento por coloragédo e local de coleta somente os locos Me-Mdh em Cip6-2 e Idh-

Mdh em Cipé-3 apresentavam desequilibrio de ligagdo.
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Morfo escuro
Cip6-1

100%

Cip6-2

88%

Cip6-3

100%

Cip6-9

94%

Figura 1: Distribui¢@o das freqiiéncias alélicas no loco Gépd nas %05)
por co]oragao e local de coleta. Em branco o alelo G6pd
. Na primeira coluna, estdo as populaces do morfo escuro e nas

Gﬁpd

Cip6-1 clara

Brasilia-1

Brasilia-2

Goias-1

100%

outras duas, as do morfo claro.

20

Morfo claro

Goids-2

100%

Goids-6

100%

ulacoes agrupadas
e em cinza o alelo



Cap. 1- Relagdes em duas espécies cripticas inferidas por isozimas

Morfo claro

Morfo escuro
Cipé-1 Cip6-1 clara Goids-2
. P / —T-\--\.\\\
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| \
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Cipé-2
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| 98%

24%
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Cip6-3 Brasilia-2

33%
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— | 98%

&

100%

Figura 2: Distribui¢do das freqiiéncias al€licas no loco Mdh nas populagdes agrupadas
Mdh®”?, em branco Mdh®®?,

por coloragao e local de coleta. Em preto o alelo
190 & em cinza escuro Mdh"'°. Na primeira coluna, estdo as

em cinza claro Mdh
populagdes do morfo escuro e nas outras duas, as do morfo claro.
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Morfo escuro Morfo claro
Cipé-1 Cip6-1 clara Goids-2

50% | 50%

29%

Cipg-2 Brasilia-1

81%

Cipé-3 Brasilia-2

50% | 50%

Cipo-9 Goids-1 Goias-6

48% 529

100%

100%

Figura 3: Distribui¢do das freqtiéncias al€licas no loco Me nas popula¢Ges agrupadas
por coloragao e local de coleta. Em branco o alelo Me’”%, em preto Me®”, em
cinza claro &1‘0 e em cinza escuro 1\@1'05 . Na primeira coluna, estao as
populagdes do morfo escuro e nas outras duas, as do morfo claro.
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Figura 4: Distribuicdo das freqiiéncias alélicas no loco Pgi-1 nas
por coloragao e local de coleta. Em preto o alelo Pgi- 1%

e em cinza claro Pgi- 1%
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As tabelas 6 e 7 resumem a variabilidade genética nos morfos claro e escuro,

respectivamente. Os locos Aco, Me, Mdh, Pgm, 6-Pgd, G6pd, Ao apresentaram desvios

significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg em pelo menos uma amostra e este desvio
foi sempre no sentido de falta de heterozigotos. A diversidade genética (H.) média nas duas
populacdes (Cipo-1 e Cip6-2) onde os dois morfos co-ocorriam foi de 0,217. Quando
separadas por colorac@o, a H. foi de 0,183 nas escuras (Cip6-1 escura e Cip6-2 escura) e

0,137 na clara (Cipé-1 clara).

Tabela 6: Estimativas de variabilidade genética nas popula¢gdes do morfo claro. Entre
parénteses, os desvios-padrdo.

Tamanho médio N}irpero Porcentagem Heterozigosidade

= médio de

Populacio da amostra por de locos Esperada por
alelos L * Observada
loco polimérficos Hdy-Wbg

por loco
Cip6-1 clara 9,8(1,3) 1,5(0,2) 294 0,015 (0,015) 0,137 (0,059)
Brasilia-1 33,3(4,2) 2,0(0,3) 294 0,038 (0,027) 0,134 (0,053)
Brasilia-2 21,2 (1,3) 1,8 (0,2) 17,6 0,039 (0,029) 0,105 (0,046)
Goias-1 24,2 (2,1) 1,7 (0,3) 29,4 0,048 (0,037) 0,092 (0,046)
Goids-2 28,3 (1.5) 1,7 (0,3) 23,5 0,031 (0,024) 0,074 (0,043)
Goias-3 29,4 (1,2) 1,8 (0,3) 294 0,043 (0,032) 0,089 (0,043)
Goias-5 26,0 (2,0) 1,8 (0,3) 294 0,045 (0,033) 0,082 (0,040)
Goias-6 343 (24) 1,8 (0,3) 11,8 0,036 (0,025) 0,061 (0,036)

Média 25,8 1,8 25 0,037 0,097

E3 . s :
Um loco € considerado polimorfico se o alelo mais comum ocorre em uma freqii€ncia menor que 0,95.

Tabela 7: Estimativas de variabilidade genética nas popula¢gdes do morfo escuro. Entre
parénteses, os desvios-padrao.

Tamanho médio N}lrpero Porcentagem Heterozigosidade
= médio de
Populacio da amostra por de locos Esperada por
alelos Ny *  Observada ‘
loco polimérficos Hdy-Wbg
por loco
Cip6-1 escura 4,6 (0,7) 1,5 (0,2) 41,2 0,037 (0,030) 0,197 (0,060)
Cip6-2 27,1 (3.4) 1,8 (0,3) 41,2 0,034 (0,016) 0,169 (0,058)
Cip6-3 24,4 (1,9) 1,5 (0,2) 23,5 0,024 (0,018) 0,133 (0,058)
Cip6-9 21,9 (1,5) 1,5 (0,2) 23,5 0,027 (0,015) 0,082 (0,040)
Média 19,5 1,6 32,3 0,030 0,145

* . z : A .
Um loco é considerado polimérfico se o alelo mais comum ocorre em uma fregiiéncia menor que 0,95.
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O 6 (Weir & Cockerham 1984), estimador de Fst), foi 0,425 (+0,126) no
agrupamento por locais, € 0,462 (£0,139) por local de coleta e coloragdo. Esses valores de 0
ndo sdo significativamente diferentes entre si pelo teste z (p=0,5361; z=0,48; g.l.=1). O f
(Weir & Cockerham 1984), estimador de Fs), foi 0,549 (£0,214) no morfo claro e 0,798
(£0,1 13) no escuro, reforcando a deficiéncia de heterozigotos. O 6 foi 0,069 (£0,047) nas
populagdes claras, e 0,117 (£0,061) nas escuras, o que indica diferenciagdo genética entre
as populagOes de ambas as espécies. De acordo com Wright (1978), valores maiores que
0,05 indicam diferenciag@o genética substancial entre populagdes.

As distancias e identidades genéticas (Nei 1978) entre todas as combinagbes de
pares de populagdes estdo nas tabelas 8 € 9. A populagdo Cip6-1 clara € a que apresenta
maiores diferencas com as outras populagoes claras (Brasilia e Goids), o que € esperado
dado a grande distancia geogréfica entre elas. No morfo escuro, Cipé-2 apresenta menor

identidade com Cip6-3 e Cip6-9 do que com Cipé-1. E interessante notar que Cip6-2, que

1,00 1,00 e

Pgi-1 1% em comum com as populacdes claras, possui

apresenta os alelos Me ™, G6pd

uma identidade maior com essa outra espécie do que suas coespecificas com ela. Outras
populacdes escuras também possuem estes alelos em comum com as claras, mas somente

Cip6-2 possui os trés a0 mesmo tempo.

Tabela 8: Distancia (acima da diagonal) e identidade (abaixo da diagonal) genéticas,
segundo Nei (1978) no morfo escuro.

Populacao 1 2 3 4
1.Cipé-1 escura - 0,017 0,019 0,019
2.Cip6-2 0,983 - 0,034 0,025
3.Cip6-3 0,982 0,966 - 0,019
4.Cipé-9 0,981 0,975 0,981 -
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Tabela 9: Distancia (acima da diagonal) e identidade (abaixo da diagonal) genéticas
segundo Nei (1978) no morfo claro.
Populacio 1 2 3 4 5 6 7 8
1.Brasilia-1 - 0,031 0,018 0,013 0,009 0,010 0,010 0,013
2.Cip6-1 clara 0,970 - 0,073 0,074 0,067 0,065 0,064 0,067
3.Brasilia-2 0,983 0,930

- 0,003 0,006 0,004 0,003 0,004
4.Goids-1 0,987 0,928 0,997 - 0,001 0,002 0,003 0,005
5.Goids-2 0.991 0,936 0,994 0,999 - 0,000 0,001 0,003
6.Goids-3 0,990 0937 0,99 0,998 1,000 - 0,000 0,002
7.Goids-5 0,990 0,938 0,997 0,997 0,999 1,000 - 0,000
8.Goids-6 0,987 0,935 0,996 0,995 0,997 0,998 1,000 -

O agrupamento por coloragdo e local de coleta resultou em um dendrograma
consistente (figura 5). Como a correlacdo cofenética (0,995) foi alta agrupando-se por
UPGMA, a topologia se manteve quando usou-se neighbor joining. Ambas as distancias de

Nei (1972, 1978) geraram a mesma topologia.

‘{ Gotic 2
Goits 3

Goiis 5

—_—

Gois 6

L Goiis 1

| Brasilh 2

Brasitha 1

Cipd1 (clary)

— Cipd2
‘_L— Cipd 1 (escury)

Cipd3

Cipd9

Figura 5: Dendrograma (UPGMA) de similaridade (Nei 1978) baseado em 17 locos de 12
amostras de T. spl. (Correlagdo cofenética:0,995)
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Uma andlise morfolégica mais detalhada foi feita posteriormente e ela detectou

diferencas nas genitalias masculina e feminina dos dois morfos. (figura 6).

9 Ny
1Y

DAY

B
[BNTRRYN
[

T

Figura 6 - Prihcipais diferengas morfoldgicas entre os morfos claro e escuro de T. spl:
Abdbémen das fémeas, vista dorsal, barra = 0,5 mm: A — morfo claro, B — morfo escuro;
Actileos, vista ventral, barra = 0,1 mm: C — morfo claro, D — morfo escuro; Distiphallus,
vista lateral (E,G) e inferior (F,H), barra = 0,2 mm: E, F — morfo claro; G, H - morfo
escuro. Autoria: Eduardo Kickholfen.
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DISCUSSAO

Detecgdo de duas espécies cripticas em Tephritidae.

Amostras que contém grupos distintos devem apresentar uma maior variabilidade
intrapopulacional do que quando os grupos sdo considerados separadamente. Assim, a
diminui¢édo da diversidade genética quando separaram-se 0s organismos por colorag@o pode
estar indicando que este ultimo reflete grupos mais diferenciados geneticamente. Como
somente duas amostras (Cip6-1 e Cip6-2) apresentavam os dois morfos juntos, comparou-
se somente a diversidade destas populagoes.

O valor de 6 encontrado entre as populacOes separadas por local de coleta foi 0,425
e, por coloragdo, 0,462. Esses valores sdo préximos ao do complexo de espécies cripticas
Anastrepha fraterculus Wiedemann (0,428) (Steck 1991). A. fraterculus € tao variavel
morfologicamente que ji foi descrita com nove nomes diferentes (Stone 1942, Zucchi
1981). Por outro lado, em duas espécies geneticamente distintas mas morfologicamente
cripticas, Rhagoletis pomonella Walsh e R. mendax Curran, o 0 entre populagSes
simpatricas foi menor (0,311) (Feder et al. 1989). Os dois morfos de T. spl seriam uma
situagdo intermedidria entre Rhagoletis ¢ Anastrepha, ja que possuem diferengas, mesmo
que sutis, na coloragdo e diferengas genéticas.

Na andlise de desequilibrio de ligacdo, dos locos detectados quando agrupados por
local de coleta (Pgi-1-Pgm em Cipé-1, Me-Mdh e Me-G6pd em Cip6-2 e Idh-Mdh em
Cip6-3), somente Me-Mdh em Cip6-2 escura e Idh-Mdh em Cip6-3 permaneceram em
desequilibrio quando separados também por coloragdo. Em Cip6-1 e Cip6-2, havia os dois

morfos juntos e esses locos em desequilibrio apresentam alelos diferentes em maior
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freqiiéncia para cada morfo. Assim, esse desequilibrio enfatiza a jungio de grupos
separados em uma mesma populacio.

A identidade encontrada entre os morfos (0,764) € menor que entre espécies
morfologicamente distintas de Anastrepha e do que entre espécies cripticas de Rhagoletis.
Entretanto, € maior que de espécies morfologicamente distintas de Rhagoletis e de

Tomoplagia (0,66) (tabela 10).

Tabela 10: Comparagéo de identidade genética média entre populagdes e espécies de trés
géneros de Tephritidae.

Rhagoletis ° Anastrepha ° Tomoplagia
Espécies cripticas 0,936 0,838 0,764
Espécies morfologicamente distintas 0,726 0,856 0,660

# Berlocher & Bush 1982
b Morgante et al. 1980

Thorpe (1982), em uma revisao de niveis de divergéncia sistemética (vertebrados,
invertebrados e plantas), concluiu que o valor critico para valores de identidade genética de
Nei (1972) entre espécies e populagdes de uma mesma espécie é de 0,85. Entre espécies,
97% dos valores de identidade estariam abaixo de 0,85 e entre populagdes, 98% dos valores
estariam acima deste limite. Esse padrao foi verificado nas identidades entre populagdes
dos dois morfos. Em Cipé6-1, onde haviam mais individuos do morfo claro que do escuro,
as identidades ficaram marginais entre essa populagdo e as populacdes escuras (0,854 e
0,871). J4 em Cip6-2, onde haviam poucos individuos claros, os valores entre esta
populacgdo e todas as outras seguiram o padrao de populagdes escuras.

O agrupamento por coloracdo e local de coleta resultou em um dendrograma
consistente com a hipétese de espécies cripticas e com alta correlacdo cofenética (0,995)
(figura 5). Em uma filogenia do género Tomoplagia construida a partir do seqiienciamento

dos genes mitocondriais COII e 16S, feita posteriormente, foram incluidos dois individuos
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de cada morfo. Esse quatro individuos agruparam em um ramo consistente que, por sua
vez, se dividiu em outros dois, contendo cada um deles individuos de apenas um dos
morfos (Yotoko 2003). Além disso, as genitdlias masculina e feminina dos morfos
apresentam diferencas marcantes.

Sendo assim, hé evidéncias de fontes diferentes que apdiam que os morfos claro e
escuro de T. spl pertencem a espécies distintas. Doravante, o morfo escuro serd referido

como T. spl e o morfo claro como T. sp2.
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Variabilidade genética em duas espécies cripticas de Tomoplagia.

Em Tephritidae, os niveis de variabilidade sdo bastante diferentes entre espécies e,
em alguns casos, dentro delas (tabela 11). Segundo Malavasi & Morgante (1982), varias
caracteristicas biologicas e ecologicas de cada tixon podem ser responsdveis pela
determinacio de niveis particulares de heterozi gosidade e polimorfismo.

O complexo de espécies cripticas Rhagoletis pomonella, possui varios membros.
Alguns deles e suas heterozigosidades médias estdo apresentados na tabela 11. Vé-se que,
dentro deste complexo, a heterozigosidade esperada (H.) varia de 0,115 a 0,40. Em
Ceratitis capitata, a variabilidade depende da regido amostrada. As populagdes na regido de
origem desta espécie (Africa) apresentam alta varibilidade. J4 as populagdes introduzidas
ao longo do mundo, t€m uma variabilidade menor (Gasperi et al. 1991). Em populag¢des
espanholas de Bactrocera oleae, uma praga de oliveiras, a H, é considerada alta, mesmo se
comparada com outras espécies do género (Ochando & Reyes 2000).

O nivel de variabilidade encontrado em 7. spl € alto (0,145) e préximo ao das
populacdes de origem de Ceratitis capitata e de alguns membros do complexo R.
pomonella. T. sp2, por outro lado, possui uma variabilidade menor (0,097) que 7. spl,

superando apenas a das populagdes introduzidas de C. capitata.
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Tabela 11: Variabilidade genética em espécies de Tephritidae.

Espécie Subdivisao Heterozigosidade esperada (H,)
Complexo de espécies R. mendax* 0,115
Rhagoletis pomonella R. zephyria® 0,243
R. pomonella® 0,400
sparkleberry fly ¢ 0,115
flowering dogwood fly 4 0,134
Ceratitis capitata’ Africa 0,144
resto do munto 0,067
Bactrocera oleae’ Espanha 0,107

 Berlocher 1995

® Feder et al. 1999

° Payne & Berlocher 1995
¢ Berlocher 1999

¢ Gasperi et al. 1991

f Ochando & Reyes 2000

Como ja visto, a variabilidade genética de 7. spl € um pouco maior que a de T. sp2.
Isso pode indicar um gargalo genético recente em 7. sp2 que levou a uma perda de
variabilidade. Esse gargalo pode ter sido causado por um evento fundador ou por uma
redugéo populacional dréstica. O efeito fundador poderia ter ocorrido recentemente com a
migracdo de alguns individuos fundando novas populagdes e até ampliando a distribuicdo
da espécie. Esse efeito também parece ser responsével pelo baixo nivel de variabilidade nas
populagdes de C. capitata introduzidas em todo mundo (Gasperi et al. 1991), que é
proximo ao nivel de 7. sp2. Entretanto, h4 controvérsias em relacdo & diminuicdo da
variabilidade devido a um evento fundador. Considerando-se apenas a populacdo de T. sp2
do Cipd, vé-se que ela apresenta a menor heterozigozidade entre as populacdes desta
espécie. Além disso, apesar de quatro anos de coleta nesta localidade, obtiveram-se
individuos desta espécie somente em um dos anos (2000). Assim, ao invés de um unico
evento fundador no Cipd, poderiam ocorrer inser¢des de 7. sp2 neste local anualmente e,
por algum motivo, as populagdes nao conseguiriam se estabelecer.

A outra possibilidade para a baixa variabilidade, redugdo populacional drastica,

provavelmente ocorre todos os anos em Tomoplagia. As populagdes destas moscas
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dependem dos capitulos de Asteraceae para sobrevivéncia e as floradas ocorrem de margo a
outubro (MacLeish 1987). Assim, hd uma contragio populacional seguida de uma expansio
na florada seguinte. Uma redugdo seguida de uma expansio pouco tempo depois
geralmente nao provoca grandes mudancas na variabilidade genética de uma espécie. Além
disso, 7. spl também sofre estas reducdes populacionais todos os anos e apresenta uma
variabilidade maior que 7. sp2. Logo, ndo € possivel estabelecer que fatores estao gerando a
baixa variabilidade desta espécie. Outros estudos poderdo esclarecer que processos estdo
causando essa baixa variabilidade.

As duas espécies sdao estruturadas geneticamente, o que € indicado pelos altos
valores de 6. Em T. spl, esta estruturacao € maior apesar da pequena distancia entre os
quatro pontos (0,9 km). Além disso, Cipé-1 e Cipé-3, e Cipd-2 e Cip6-9 sdo apenas dois
pontos geograficos amostrados em anos diferentes. Em T. sp2 a distancia pode chegar a 663
Km e apesar disso, a estruturacdo é bem menor. Esse nivel diferente de estruturagdo pode
ser resultado de um menor fluxo génico entre as populagdes do Cip6 (T. spl) devido a
barreiras fisicas como vegetagcao mais densa e relevo acidentado.

Na faixa em que Eremanthus ocorre na Serra do Cipd, hd uma transi¢cdo entre as
fisionomias campo rupestre e cerrado. No cerrado, as arvores sao espagadas, menores, mais
retorcidas e a vegetacdo baixa torna-se ricamente dotada de gramineas e subarbustos
campestres. O campo limpo (rupestre) corresponde a vegetagdo baixa, sem drvores ou com
raras arvoretas, muito afastadas entre si. No Centro-Oeste (Brasilia e Goias), hd uma forte
influéncia do campo limpo na constituicio da vegetacdo do cerrado devido a grande
identidade climdatica entre chapadas elevadas e os planaltos paulista e goiano. Em Goiés e

Sao Paulo, a ocorréncia da vegetacdo campestre € muito grande no planalto, ao passo que
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em Minas (e Bahia) ela ocupa preferencialmente as serras, por ser o planalto mais baixo
(Rizzini 1997). A vegetagédo do cerrado do Centro-Oeste €, assim, bem mais espacada do
que o esperado devido a essa influéncia campestre. Essa maior distancia entre as plantas
hospedeiras no Centro-Oeste também poderia restringir o fluxo génico mas o relevo plano
seria uma barreira a menos em comparagio com a Serra do Cipé.

Essas barreiras fisicas também podem estar gerando a deficiéncia de heterozigotos
indicada pelos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e pelos altos e positivos valores de
Jf. Elas poderiam estar isolando as populacdes e, assim, aumentando a taxa de
endocruzamento em ambas as espécies. O maior isolamento em 7. spl também € visto no
maior valor de f e por um maior nimero de locos em desequilibrio de Hardy-Weinberg.

Dos quatro locos que apresentaram o alelo mais freqiiente diferente entre as
espécies, uma populagdo de T. spl (Cip6-2) possuia alelos de 7. sp2 em trés deles. No loco
G6pd somente esta populag@o e Cip6-9 (7. spl) ndao apresentavam um alelo fixado, sendo
que Cip6-9 € o mesmo ponto de coleta de Cip6-2, dois anos depois. Esse compartilhamento
de alelos em locos em que o mais freqiiente difere entre as espécies pode ser um indicio de
fluxo génico (aparentemente raro) interespecifico. Entretanto, devido ao pequeno nimero
de populagdes de 7. spl, nada conclusivo pode ser dito. E interessante notar que a
populacdo Cip6-1, que também possuia as duas espécies ndo apresentou esse
compartilhamento de alelos. Como os alelos compartilhados por Cip6-2 estavam presentes
ndo somente em heterozigose mas também em homozigose, se houve hibrida¢do foi em

alguma geragdo anterior.
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Tephritidae inferidas por RFLP

INTRODUCAO

Espécies relacionadas que ndo adquirem diferencas morfoldgicas conspicuas
durante o processo de especiacdo sdo denominadas cripticas (Mayr 1963). Em geral, elas
s30 muito similares para serem separadas morfologicamente pela taxonomia tradicional
mas apresentam diferencas comportamentais, fisiolégicas ou outras que resultam em
isolamento reprodutivo. Essas diferencas sao normalmente em uma série de caracteres
morfolégicos menores, que s6 sdo percebidos em uma andlise meticulosa (Mayr 1963).

Um numero crescente de espécies cripticas vem sendo identificado na dltima
década, principalmente com base em dados de isozimas, seqilienciamento ou uso de
morfometria (Brierley et al. 1993, Henry 1994, Duffy 1996, Gomez & Snell 1996, Sanjuan
et al. 1997, de Vargas et al. 1999, Dujardin & LePont 2000, Jousson et al. 2000,
Knappentsbusch 2000, Norris & de Vargas 2000). Até o momento, espécies cripticas ja
foram descritas em fungo;, esponjas, rotiferos, trematdides, peixes e insetos (Borchiellini ez
al. 2000, Henry 1994, Dujardin et al. 1996, Musyl & Keenan 1996, Serra et al. 1997, de
Vargas et al. 1999, Dujardin & LePont 2000, Jousson et al. 2000, Shaw 2000). Essa taxa
acelerada com que novos casos de espécies cripticas vém sendo descritos sugere que as
estimativas de riqueza global estdo provavelmente subestimadas (Schonrogge ez al. 2002).

Espécies cripticas sdo freqlientemente encontradas entre grupos de insetos fit6fagos

e parasitas (Mayr 1963). Como exemplo temos a familia Tephritidae, onde a ocorréncia de

35



Cap.2-Relagbes entre duas espécies cripticas inferidas por RFLP

espécies cripticas parece ser um fendmeno relativamente comum (White & Elson-Harris
1992).

No capitulo anterior, descrevemos a existéncia de duas espécies cripticas nesta
familia (7. spl e T. sp2), no gé€nero Tomoplagia, através da eletroforese de isozimas: Elas
ocorrem na subtribo Lychnophorinae (Asteraceae), ao contrdrio da maioria das outras
espécies deste género, que parasitam a subtribo Vernoniinae (Prado er al. 2002).

T. spl ocorre principalmente na regido da Serra do Cipé (MG), nas areas de
transicdo de vegetagdo campo rupestre-cerrado. 7. sp2 ocorre principalmente em Goiés e no

Distrito Federal, com alguns individuos em 4dreas adjacentes de cerrado.

OBJETIVOS

a) caracterizar e comparar a variabilidade genética de 7. spl e 7. sp2 nos locais
amostrados para verificar se hd algum padrdo de variacdo geografico ou temporal na
distribui¢do de seus haplétipos.

b) inferir eventos da histéria populacional de 7. spl e T. sp2.

MATERIAL E METODOS

Pontos de coleta

As coletas foram realizadas nos anos de 1999 a 2002, nos municipios de Brasilia (DF),
Pirenépolis (GO), Andpolis (GO) e Santana do Riacho (MG) (tabela 1). Foram coletados
capitulos de plantas dos géneros Eremanthus e Lychnophora. Somente emergiram

individuos em numero suficiente de capitulos de espécies do género Eremanthus. Das
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coletas de Goias e Brasilia, emergiram apenas individuos de 7. sp2 e das do Cip6, apenas

de T. spl.

Tabela 1: Localiza¢do das coleta e niimero de individuos utilizados na analise.

Nome Local Data de coleta Coordenadas . No ,de
individuos
Brasilia~1 Brasilia (DF) 08/08/1999 15°36'24"S 47° 34" 32'"W 31
Brasilia-2 Brasilia (DF) 10/06/2001 15°36' 50"S 47° 41' 30"W 30
Brasilia—3 Brasilia (DF) 09/06/2002 15°40' 50"S 47° 52' 03"W 30
Brasilia—4 Brasilia (DF) 09/06/2002 15°42' 17"S 47° 52' 38"W 24
Cipé-2 Serra do Cip6 (MG) 21/06/2000 19° 17'29"S 43° 36' 06"W 24
Cipé-3 Serra do Cipé (MG) 19/06/2001 19° 17" 58"S 43° 36' 08"W 30
Cip6-4 Serra do Cipé (MG) 19/06/2001 19° 17" 58"S 43° 36' 08"W 20
Cip6-5 Serra do Cipé (MG) 19/06/2001 19° 17 51"S 43° 36' 09"W 20
Cip6-6 Serra do Cipé (MG) 19/06/2001 19° 17'29"S 43° 36' 06"W 30
Cip6-7 Serra do Cipé (MG) 15/05/2002 19° 17" 56"S 43° 36' 09"W 21
Cip6-8 Serra do Cipé (MG) 15/05/2002 19° 17'28"S 43° 36' 06"W 17
Cip6-9 Serra do Cipé (MG) 15/05/2002 19° 17' 28"S 43° 36' 06"W 28
Goids—1 Pirendpolis (GO) 13/06/2001 15°53'30"S 48° 53" 19"W 29
Goids-2 Aniépolis (GO) 13/06/2001 16°03'49"S 48°51' 15"W 30
Goias-3 Anapolis (GO) 13/06/2001 16° 12' 05"S 48° 54' 39"W 29
Goids—4 Andpolis (GO) 13/06/2001 16° 12' 05"S 48° 54' 39"W 30
Goids—5 Andpolis (GO) 13/06/2001 16° 13' 14"S 48° 55' 20"W 30
Goids—6 Anapolis (GO) 13/06/2001 16°24' 27"S 48° 59' 08"W 30
Goias—7 Anapolis (GO) 11/05/2002 16°13'16"S 48° 55' 22"W 25
Goias—-8 Anapolis (GO) 11/05/2002 16° 12' 06"S 48° 54' 40"W 30
Goids-9 Anapolis (GO) 11/05/2002 16°02' 38"S 48° 51' 07"W 20
Goias-10 Pirenopolis (GO) 11/05/2002 15°53'36"S 48° 52' 52"W 30

Tratamento dos insetos

Os capitulos coletados foram colocados em frascos plasticos com tampa telada. De
cada coleta foi feita uma exsicata que foi depositada no Herbédrio da Unicamp (UEC). Os
adultos que emergiram foram alimentados com mel e 4gua por 4 -5 dias e depois foram

congelados em nitrogénio liquido.
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Para registro do material analisado, de cada individuo estudado foi retirada uma das
asas, que foi montada em ldmina com bélsamo do Canada sintético. A genitdlia também foi
dissecada e colocada individualmente em frascos tipo eppendorf contendo solugio de
glicerina - etanol (1:1).

Analise de DNA mitocondrial

1) Extracao de DNA total

O 4cido nucléico total foi isolado utilizando-se o protocolo de fenol-cloroférmio
descrito por Azeredo-Espin et al. (1991) com adaptagdes. A elui¢ao final foi feita em 30 ul
de 1xTE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0).
2) A escolha do gene

As regides mais comumente seqiienciadas na sistemnadtica molecular de insetos sdo
mtDNA (DNA mitocondrial) e TDNA (DNA ribossémico) nuclear. Para o mtDNA, os
genes mais seqiienciados sdo citocromo oxidase I e II (COI/IT) e 16S rDNA. Destes, COII
foi seqiienciado para a maior variedade de grupos, com seqiiéncias homoélogas disponiveis
para quase todas as ordens de insetos. COI foi seqiienciada em tantos grupos quanto COII
mas, devido ao seu comprimento, a regido especifica escolhida varia entre os estudos. Uma
regido do gene 16S correspondente a posi¢bes 12900-13400 de Drosophila yakuba (Clary
& Wolstenhome 1987) também foi seqiienciada na maioria dos grupos com excegdo de
Lepidoptera (Caterino et al. 2000).

O seqiienciamento de fragmentos maiores (mais de 1kb) aumenta a probabilidade de
regides com diferentes niveis de variagdo sejam amostradas, dando resolugédo para uma
amplitude maior de divergéncias (Caterino ez al. 2000). Além disso, como o fragmento

amplificado serd digerido com enzimas de restricdo, um fragmento maior possui maior
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probabilidade de apresentar bandas visiveis quando fracionado. Assim, a regido contigua
dos genes COI/COII, com 2325pb, foi a escolhida. Essa regido ja foi utilizada em estudos
inter e intrapopulacionais com sucesso (Caterino & Sperling 1999; Landry et al.1999:
Sperling et al.1995, 1999).

3) Amplificacio da regido COI/COII

Os primers utilizados para a amplificacdo da regido contigua de COI/COII foram
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). As condi¢Oes de reagdo para a amplificacdo deste foram:
7,5ul do tampdo da Tag DNA polimerase (10x), dNTP 0,2mM, 0,4 mM de cada primer,
MgCl; 3,5mM, 3U de Tag DNA polimerase, 3ul de DNA e H,O até um volume final de 75
ul. A Tag DNA polimerase utilizada foi a Brazilian Taq (Invitrogen®).

As amplifica¢des foram realizadas de modo automatizado através de um sistema de
variagao ciclica e controle de temperatura programado: um ciclo de 4 minutos a 94°C; 35
ciclos de 94°C por 30 segundo, 58°C por 1 minuto e 71°C por 30 segundos e um ciclo final
de 71°C por 4 minutos.

4) Analise do mtDNA com endonucleases de restri¢ao

Os fragmentos de COL/COII amplificados foram seqiienciados para um individuo de
cada espécie e as seqiiéncias obtidas foram cortadas virtualmente no programa Webcutter
2,0 (Heiman 1997). As enzimas que apresentaram polimorfismo de interesse foram
escolhidas.

Todos os fragmentos amplificados foram digeridos com 6 enzimas que reconhecem

de 4 a 6 pares de base. As enzimas e 0s respectivos sitios de clivagem estdo indicados a
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seguir: Ddel (C/TNA), EcoRV (GAT/ATC), Haelll (GG/CC), Pvull (CAG/CTG),Rsal
(GT/AC) e Xbal (T/CTAGA).

As condigbes utilizadas na digestdo enzimdtica foram as recomendadas pelo
fabricante (Invitrogen®). A digestao foi realizada utilizando-se 8ul de produto amplificado,
2,5ul do tampao de digestao de cada enzima, 1U de enzima de restri¢do e d4gua milliQ até o
volume final de 15pul.

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.

5) Analise da divergéncia de seqiiéncia do mtDNA entre populac¢bes

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. Com os perfis de digestdo
de cada enzima de restricio em cada individuo, hé a possibilidade de analis-los de acordo
com os fragmentos obtidos ou com os sitios de restri¢do que deram origem aos fragmentos.
A anélise de sitios de restricdo € preferivel a andlise de fragmentos devido ao fato dos
dados de fragmentos ndo serem analiticamente independentes (Bermingham et al. 1996).
Assim, construiu-se uma matriz de presenca/auséncia (1/0) de sitios de restrigdo a péﬂir
destes perfis.

Estimativas da diversidade de haplétipos (k; Nei 1987) e de nucleotideos (m; Nei
1987), o nimero de diferencas nucleotidicas entre as populagdes (D), este nimero corrigido

(descontando a variagdo intrapopulacional) (Da) (Nei & Li 1979) e as arvores de haplétipos
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(minimum spanning networks) foram calculados pelo programa Arlequin (Schneider et al.
2000). A diversidade de haplotipos € a probabilidade de dois haplétipos escolhidos ao acaso
em uma amostra serem diferentes, o que equivale a heterozigosidade esperada para
dipléides. m € equivalente a diversidade haplotipica no nivel nucleotidico. As minimum
spannring networks incluem todas as minimum spanning trees (Kruslal 1956; Prim 1957)
que foram calculadas a partir das matrizes de distincia par a par entre todos os pares de
haplétipos, usando a modificag@o de um algoritmo descrito em Rohlf (1973).

Neste mesmo programa também foi feita a andlise de varidncia molecular
hierarquica (AMOVA), com 1000 replicacdes € o ¢st foi calculado (Excoffier er al. 1992).
A estrutura genética das populagdes foi investigada por uma anélise da composicdo da
varidncia. A AMOVA fraciona a variancia total em componentes de covariancia devido a
diferencas intra-individuais, inter-individuais e/ou interpopulacionais. O ¢gs7 reflete a
correlacdo de diversidade haplotipica em diferentes niveis de subdivisdo hierdrquica. Um
dendrograma (neighbor-joining - NJ), usando D, como uma medida de distancia, foi

construido com o auxilio do programa Mega 2.1 (Kumar et al. 2001).
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RESULTADOS

A enzima Ddel apresentou 6 padrdes de restricdo; Haelll, 3; Pvull, 2; EcoRV, 4;
Xbal, 2 e Rsal, 2 (tabela 2). Dos 19 sitios de restri¢do resultantes, quatro estavam presentes
em mais de um padrao. Os padrdes de restricdo b e ¢ de Haelll, os padrdes a e b de Pvull,
os padroes b e ¢ de EcoRV, e os padroes a e b de Rsal compartilhavam sitios. A figura 1
retrata os padrdes de restricdo de cada enzima. A relacdo entre eles foi estabelecida
seguindo o principio de que a perda de um sitio € mais provédvel que seu ganho (Templeton
1983). Dos 15 sitios restantes, dois (do padr@o a de Pvull e de Rsal) estavam presentes em

todos os individuos e ndo eram filogeneticamente informativos (tabela 3).

Tabela 2: Padrdes de restricao de cada enzima com o0s respectivos nimero de sitios e
tamanho dos fragmentos.

Enzima Padrio de Nimero de sitios de Tamanho dos fragmentos (pb)

restri¢ao restri¢ao
Haell 2325

2122-203
1978-203-144
1477-848
1477-581-267
2325
2062-263
1311-1014
2012-313
1856-469
2205-120
2325
2218-107
2325
1215-1110
1110-1110-105
1188-1137
1304-1021
1304-729-292

Pvull

Ddel

Xbal

EcoRV

Rsal

IC* 1 I 10 |00 I 107 I 10 o [T Iy |T° 1y 10 o1
DO bt ok Nt O O = = = e ON =N =D
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Tabela 3: Estado de cada sitio em cada enzima nos haplétipos.

¢ Ecod Rsaa Rsab

¢ Dded Ddee Ddef Haeb Haec Pvua Pvub Xbab Ecob Eco

Haplétipos Ddeb Dde

oAam

—-MASZ 0
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Haelll

Xbal
Pyull EcoRV
Ddel

Rsal

I

Figura 1: Padrdes de restri¢do de cada enzima. Os tragos indicam o nuimero de sitios de
restri¢cdo em cada padrdo e as setas a provével relagdo entre eles.
A combinagao dos 15 sitios de restri¢do resultou em 24 haplétipos denominados por
letras maitisculas (A-X). Destes 24 haplétipos, 7. sp2 possuia 15 e 7. spl, 11. As
populacdes Brasilia-1 e Cip6-3 possuiam o maior nimero de haplétipos, 8 e 7

respectivamente. Somente os haplétipos A e B estavam presentes nas duas espécies. O
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hapl6tipo mais freqiiente em todas as popula¢des de T. sp2 foi 0 A e, em T. spl, o J, com

excegdo de Cipo-5, onde o Q foi o mais freqiiente (tabelas 4 e 5).

Tabela 4: Freqtiéncia dos haplétipos em 7. sp2.
Haplotipos  Brasilia-1  Brasilia-2  Goids-1  Goids-2  Goids-3  Goids-4  Goids-5

A 0,613 0,733 0,862 0,967 0,9 0,967 0,967
B 0,0323 - - - - - -
C 0,0323 - - - - - -
D 0,0645 - 0,0345 - - - -
E 0,129 - - - - - -
F 0,0323 - - 0,0333  0,0667 - -
G 0,0645 - - - - - -
H 0,0323 - - - - - -
K - 0,0667 - - - - -
L - 0,133 0,103 - - - -
M - 0,0333 - - - - -
N - 0,0333 - - - - -
0 - - - - 0,0333  0,0333 -
P - - - - - - 0,0333
X - - - - - - -
Total 31 30 29 30 30 30 30

Continuacdo da tabela 4.
Haplétipos  Goids-6  Goids-7  Goids-8  Goids-9  Goids-10  Brasilia-3  Brasilia-4

A 0,967 0.8 0,967 055 0,967 0.9 0,875

B - 0,16 - - 0,0333 - 0,0833

C - - - - - - -

D - - - - - - -

E - - - - - - i,

F - - - - - 0,0333 -

G - - - - - - -

H - - - - - - -

K - - - - - - -

L 0,0333 - 0,0333 - - - 0.0417

M - - - 0.45 - - -

N - - - - - - -

0 - - - - - - }

P - - - - - 0,0333 -

X - 0,04 - - - 0,0333 -
Total 30 25 30 20 30 30 24
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Tabela 5: Freqiiéncia dos haplétipos em 7. spl.

Hapldtipos  Cip6-2 _Cip6-3 _ Cipé-4__ Cip6-5__ Cip6-6__ Cip6-7 _ Cip6-8 _ Cip6-9
A 0,375 - 0,05 0,0952 - - ;

B - - - - - 0,0952 - 0,0714

I 0,208  0,0667 - - 0,133 0,19 0058 0,321

J 0417 0567 085 00952 07 0714 0941 0,607
Q . 00333 01 0762 ; ; - ;
R - 0,0333 - - - - - )
S - 0,233 - - - - - ;
T - 0,0333 - - - - - .
U - 0,0333 - - - - - -
\% _ - - 0,0476 - - - -
W - - - - 0,167 - - ;
Total 24 30 20 21 28 30 21 17

As estimativas de variabilidade estdo apresentadas nas tabelas 6 e 7. Tanto a
diversidade haplotipica quanto a nucleotidica variaram bastante entre as populagdes.
Comparando as duas espécies, 1. spl apresenta uma maior variabilidade, com destaque
para Cip6-2 que apresenta os maiores valores para todas as medidas. Em ambas as espécies,

a maior parte da variacdo observada estd dentro das populagdes; 7. spl apresenta maior

estruturacéo (tabelas 8 ¢ 9).

Tabela 6: Estimativas de variabilidade genética a partir de 15 sitios de restri¢do em 7.

sp2. Entre parénteses, os desvios-padrao.

Populagao Diversidade haplotipica (k) Diversidade nucleotidica (1)
Brasilia-1 0,615 (0,096) 0,102 (0,069)
Brasilia-2 0,453 (0,104) 0,057 (0,046)
Brasilia-3 0,193 (0,095) 0,012 (0,018)
Brasilia-4 0,235 (0,109) 0,020 (0,024)
Goids-1 0,254 (0,100) 0,033 (0,031)
Goids-2 0,067 (0,061) 0,004 (0,009)
Goias-3 0,191 (0,093) 0,012 (0,017)
Goias-4 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)
Goias-5 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)
Goids-6 0,067 (0,061) 0,008 (0,014)
Goias-7 0,347 (0,108) 0,022 (0,025)
Goias-8 0,067 (0,061) 0,008 (0,014)
Goids-9 0,521 (0,042) 0,032 (0,032)
Goias-10 0,067 (0,061) 0,004 (0,010)
Média 0,229 0,023
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Tabela 7: Estimativas de variabilidade genética a partir de 15 sitios de restrigdo em 7. sp1.
Entre parénteses, os desvios-padrio.
Populagao Diversidade haplotipica (4) Diversidade nucleotidica (%)

Cip6-2 0,670 (0,043) 0,122 (0,081)
Cip6-3 0,637 (0,081) 0,067 (0,051)
Cipé-4 0,279 (0,123) 0,033 (0,033)
Cipo-5 0,419 (0,127) 0,069 (0,053)
Cipé-6 0,480 (0,053) 0,070 (0,053)
Cip6-7 0,467 (0,112) 0,062 (0,050)
Cip6-8 0,118 (0,101) 0,015 (0,021)
Cipé-9 0,542 (0,070) 0,072 (0,054)
Média 0,451 0,064
Tabela 8: Analise de varidncia molecular (AMOVA) em T. sp2.
F - Graus de Somados  Componentes da  Porcentagem
onte de variagcdo - a o
liberdade quadrados varidncia de variacdo
Entre populagdes 13 6,528 0,01376 V, 11,07
Dentro das populacdes 385 42,529 0,11047 V. 88,97
Ost 0,111
Tabela 9: Andlise de variancia molecular (AMOVA) em 7. spl.
o Graus de Somados  Componentes da  Porcentagem
Fonte de variacao liberdad drad . P o
iberdade quadrados varidncia e varlacio
Entre populagoes 7 13,997 0,07415 V, 23,70
Dentro das populagdes 183 43,678 0,23868 V. 76,30
Ost 0,237

As arvores dos haplétipos (minimum spanning networks) estio apresentadas nas
figuras 2 e 3. Em 7. sp2, os hapl6tipos estdo com poucos intermedidrios entre eles e
centralizados ao redor do mais freqiiente, o que difere de 7. spl, onde eles estdo mais

distantes entre si e alguns intermediérios estdo ausentes
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Figura 2: Arvore dos haplétipos (minimum spanning networks) de T. sp2.

Figura 3: Arvore dos haplétipos (minimum spanning networks) de T. sp1.
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O nuamero de diferengas nucleotidicas entre as populagdes estd apresentado na tabela
10. As diferencas foram maiores entre populagdes de 7. spl que de T. sp2. Segundo Nei
(1987), os valores negativos em T. sp2 indicam alta similaridade entre as populag¢des. Cip6-
2 € a populagdo de T. spl que apresenta a maior similaridade com as populagdes de T. sp2,
sendo em alguns casos mais parecida com populacdes desta outra espécie (Brasilia-1) do
que com da sua propria (Cipd-5).

Na figura 4, temos um dendrograma usando o nimero de diferencas nucleotidicas
como medida de distdncia e neighbor-joining como método de agrupamento. As
populagdes Cip6-5 e Goids-9 destacaram-se das outras, com ramos bem mais longos. Cipé6-
5 ¢ a tnica populacdo de 7. spl em que o haplétipo mais freqiiente ndo € o J, e sim o Q.
Goids-9 apresenta o haplétipo M em freqiiéncia préxima a do A, que nas outras populacdes
de T. sp2 esta presente em uma freqiiéncia alta, com os demais haplétipos em baixissima
freqiiéncia. Um novo dendrograma foi feito retirando-se a populacdo Cipé-2 da analise mas

ndo ocorreram grandes alteracdes de topologia.
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Figura 4: Dendrograma (NJ) das diferencas nucleotidicas entre as populagdes (Nei & Li
1979) das duas espécies. Os graficos indicam a freqiiéncia das seguintes
categorias: haplétipos compartilhados entre as espécies, A (branco) e B (preto);
haplétipo comum em 7. spl, J (azul); todos os haplétipos raros em 7. spl
(amarelo); todos os haplétipos raros em 7. sp2 (vermelho).
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DISCUSSAOQ

A variabilidade genética (diversidade haplotipica e nucleotidica) foi bem maior em
T. spl que em T. sp2, o que também foi encontrado na andlise de isozimas. Isso se torna
mais interessante se considerarmos que foi analisado um niimero menor de individuos e de
populacdes de 7. spl, o que pode ter subestimado o nimero de haplétipos observado nesta
espécie.

A baixa variabilidade de T. sp2 poderia estar relacionada a um gargalo genético
prolongado ou a menores tamanhos populacionais. As floradas de Eremanthus ocorrem de
marc¢o a outubro (MacLeish 1987) e T. spl e T. sp2 dependem dos capitulos destas plantas
para sobrevivéncia. Assim, um gargalo populacional poderia estar ocorrendo todos os anos
nas populagdes destas espécies. Haveria uma contragdo populacional seguida de uma
expansdo na florada seguinte. Uma redug@o seguida de uma expansdo pouco tempo depois
geralmente nao provoca grandes mudangas na variabilidade genética de uma espécie. Além
disso, T. spl também sofreria estas redu¢des populacionais todos os anos e apresenta uma
variabilidade maior que 7. sp2. O outro fator que reduziria a variabilidade, pequenos
tamanhos populacionais, aparentemente ndo ocorre em 1. sp2. Emergiram individuos em
nimero suficiente para andlise (em torno de 30) na maioria dos pontos de coleta desta
espécie, ao contrdrio de 7. spl, onde somente alguns tinham um nimero adequado. Logo,
nao € possivel estabelecer que fatores estdo gerando a baixa variabilidade desta espécie.
Outros estudos sdo necessdrios para tentar inferir que processos estdo gerando essa baixa
variabilidade.

Além da maior variabilidade, 7. spl também apresentou uma maior estruturacio

populacional em relacdo a T. sp2. E interessante notar que a maior distincia entre os pontos
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de coleta de T. spl é 0,9 Km e de T. sp2 é de 159,54 Km. Assim, apesar de préximas
geograficamente, a primeira apresenta maior diferencia¢do interpopulacional do que da
segunda, o que poderia ser causado por alguma barreira fisica ao fluxo génico entre as
populacdes. Uma discussdo mais detalhada das caracteristicas de cada local foi feita no
capitulo anterior. Basicamente, na Serra do Cip6, o relevo € bem mais acidentado e a
vegetacdo € mais densa na faixa em que Eremanthus ocorre (uma transi¢ao entre cerrado e
campo rupestre) do que em Goids e Brasilia.

Segundo Sperling & Harrinson (1994), espécies com grande tamanho efetivo
populacional e/ou uma estrutura populacional subdividida tenderdo a manter maiores
quantidades de diversidade do mtDNA, tanto como diversidade nucleotidica nas
populagdes quanto como diversidade de seqiiéncias entre elas. A alta diversidade do
mtDNA que foi observada em T. spl deve estar relacionada a estruturacdo populacional
observada.

Nio foi observado padrao temporal nem espacial na distribui¢ao dos haplétipos nas
populagdes das duas espécies. T. sp2 apresentou um hapl6tipo no centro de uma érvore de
haplétipos, com derivados conectados a ele independentemente por ramos curtos. Além
disso, o haplétipo mais comum estava em alta freqii€ncia e os demais eram raros. Segundo
Avise (2000), um padrdo assim seria conseqii€éncia de uma expansido populacional recente.
Como T. sp2 foi descoberta recentemente (capitulo um desta tese) existem poucas
informagdes sobre sua distribui¢do geografica e amplitude de hospedeiros, o que limita as
inferéncias sobre eventos histéricos responsdveis pelos padrdes observados. As populagdes
no extremo da distribuicdo desta espécie poderiam ter chegado ao Cip6 € entrado em

contato com 7. spl, ou poderia ter havido um expansao populacional recente em 7. sp2.
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Algumas populagbes de 7. spl apresentam haplStipos que sdo encontrados em
freqiiéncias elevadas em T. sp2. Isso pode ser um indicio de basicamente dois eventos:
retenc¢do de haplotipo ancestral e introgressao.

Se a separag@o das espécies foi recente, os haplétipos compartilhados poderiam ser
reten¢do de hapldtipos ancestrais. Os caracteres morfolégicos derivados teriam surgido
rapida e recentemente, e essa diferenciacdo ainda nio poderia ser vista no mtDNA. Alguns
autores (Lansman et al. 1981, Avise et al. 1983, Neigel & Avise 1985, Avise 1986)
demostraram tedrica e empiricamente que para espécies que divergiram recentemente, as
filogenias de mtDNA poderiam ser afetadas por polimorfismo ancestral retido. Ao longo do
tempo, a extingdo estocéstica de linhagens eliminaria mtDNAs com estados ancestrais,
enquanto mtDNAs com estados derivados seriam criados por mutagio (Neigel & Avise
1986, Tajima 1983).

Considerando a retencdo de haplétipo ancestral, podemos fazer inferéncias sobre a
origem das duas espécies. Teriamos 3 hipéteses: esses haplétipos podem ser
compartilhados porque 7. sp2 originou 7. spl, ou vice-versa, ou porque o ancestral que deu
origem as duas possuia esses haplétipos. Corroborando a hipétese de que 7. sp2 teria
originado T. spl temos que um dos haplétipos compartilhados, o A, é o mais comum em 7.
sp2. A possibilidade de T. spl ter originado T. sp2 é favorecida por 7. spl ter uma maior
variabilidade que 7. sp2. PopulagGes originais geralmente t€ém uma maior variabilidade que
as suas derivadas. Entretanto, em um trabalho com quatro espécies de Lychnophora com
diferentes amplitudes de distribui¢do, observou-se que a espécie com distribui¢do mais
restrita (microendémica) também apresentava a maior variabilidade (Azevedo com. pess.).
Talvez populacdes tropicais ou de regides naturalmente fragmentadas (campo rupestre)

apresentem um padrdo de variabilidade genética diferente do descrito anteriormente. Por
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outro lado, as duas espécies poderiam ter surgido a partir de um ancestral comum que
possuia esses haplétipos, que teriam permanecido nestas popula¢des. Entretanto, com os
dados obtidos neste trabalho e com a falta de informagdes sobre aspectos ecoldgicos e
comportamentais destas espécies, os processos que deram origem a elas ndo podem ser
inferidos.

A introgressdo também poderia explicar o compartilhamento de haplétipos. Ela
seria resultado de acasalamento entre individuos das duas espécies. Devido a auséncia de
individuos de morfologia intermedidria, a suspeita de hibridag@o entre as espécies nédo foi
inicialmente levantada. Os exemplos de introgressdao geralmente envolvem espécies
préximas em simpatria ou zonas de contato secundério (Ruedi ez al. 1997; Goodman et al.
1999). Neste caso, a regido da Serra do Cip6 seria uma zona de contato entre as duas
espécies.

Somente dados mitocondriais ndo permitem a detecgao de eventos de introgressao, a
ndo ser que a composicdo genética das espécies seja bem conhecida antes da hibridagdo. Se
padrdes indicativos de introgressao também forem observados com um marcador nuclear, a
hipétese de reten¢do de polimorfismo ancestral pode ser descartada. No capitulo anterior,
também houve indicios de fluxo génico interespecifico com um marcador nuclear
(isozimas) em T. spl, na populagdo Cipd-2. Esta amostra foi coletada em 2000 e também
apresentou individuos de T. sp2. Nela, o haplétipo A, caracteristico de 7. sp2, estava em
uma freqiiéncia alta. As outras popula¢des de T. spl em que o haplétipo A também ocorreu
(Cip6-4 e Cipé-5) foram coletadas no ano seguinte e podem ser resultado de cruzamentos
entre fémeas hibridas e machos de T. spl. Nessas populagdes, que foram coletadas em
2001, a freqgiiéncia de A é bem mais baixa ¢ ndo deve ser resultado de uma nova

introgressdo. O haplétipo B, que ocorre em duas populages de T. spl (Cipo-7 e Cip6-9) e
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em cinco de 7. sp2 (Brasilia-1, Brasilia-4, Goids-7, Goias-9 e Goids-10), estd apenas a um
passo mutacional de A. Seu surgimento poderia ter ocorrido independentemente nas duas
espécies, ele poderia ser normalmente raro € nao ter sido amostrado antes, ou poderia ser
retenc@o de um haplétipo ancestral.

Feder et al. (1999) descreveram um evento de introgressdo entre as espécies
cripticas Rhagoletis zephyria ¢ R. pomonella, que também foi detectado utilizando-se
isozimas e RFLP do mtDNA. Estes autores também encontraram um compartilhamento de
haplétipos entre as espécies em algumas populagdes, em uma zona de contato entre elas. Ha
registros de hibridagdo em um outro género de tefritideos, no complexo de espécies
cripticas Anastrepha.fraterculus, entre as espécies conhecidas como A. fraterculus sp.1 e A.
fraterculus sp.2 (Selivon et al. 1999).

Na hibridagao, provavelmente machos de 7. spl copularam com fémeas de T. sp2,
visto que um dos haplétipos compartilhados (A) € o mais freqiiente em 7. sp2. Como ndo
obtivemos novamente individuos de 7. sp2 da Serra do Cipé (apesar de um grande esforco
de coleta), ndo foi possivel verificar se também ocorre introgressdo em 7. sp2. O haplétipo
B é raro nas duas espécies e ndo permite esclarece a relago entre elas.

Os efeitos da introgressdo na variabilidade genética de individuos e populagdes, e
entre populacdes e espécies podem ser extremamente dificeis de inferir. Esses efeitos
podem passar despercebidos se um estudo envolve somente uma das espécies. Como uma
medida importante, particularmente em grupos onde a hibridagdo € uma possibilidade, os
estudos filogenéticos moleculares ndo devem basear-se em dados de seqii€ncia de um dnico
individuo como sendo representativo de uma espécie (Rees et al. 2003).

Neste trabalho, a introgressdo parece nao ter afetado a integridade genética das

espécies, pois as suas evidéncias ndo permaneceram por muitas geracdes. Provavelmente,
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algum tipo de isolamento reprodutivo mantém essa integridade genética, quer prevenindo
totalmente a hibridacdo, quer evitando que ela ocorra livremente. Em muitas espécies
cripticas de tefritideos, o isolamento reprodutivo € o local do acasalamento. Comumente, hé
uma tendéncia a acasalar e ovipor na mesma espécie de planta hospedeira na qual se
alimentaram enquanto larvas (Feder & Filchak 1999). Isso funciona como uma barreira
para espécies proximas com diferentes hospedeiros. Entretanto, como 7. spl e 7. sp2
parasitam as mesmas espécies de plantas (do género Eremanthus), o local de acasalamento
ndo funciona como uma barreira para elas. Experimentos futuros podem caracterizar o
comportamento de corte e oviposi¢do de cada espécie e esclarecer se existe também alguma

barreira comportamental ao acasalamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

a)

b)

d)

Os morfos claro e escuro de 7. spl sdo propostos como duas espécies cripticas, com o
morfo escuro sendo referido como T. spl e o morfo claro como 7. sp2.

T. spl possui uma alta variabilidade, maior que de T. sp2. A variabilidade de T. spl ¢
proxima a de vdrias outras espécies de Tephritidae e a de 7. sp2 aproxima-se somente
da heterozigosidade de popula¢Ges introduzidas de Ceratitis capitata. Ndo é possivel
estabelecer que fatores estdo gerando a baixa variabilidade de 7. sp2. Outros estudos
sd0 necessarios para tentar inferir que processos estdo gerando essa baixa variabilidade.

T. spl possui maior estruturagdo populacional que 7. sp2, com ambos os marcadores.
Isso pode ser resultado de barreiras fisicas (vegetag@o e relevo) ao fluxo génico mais
intensas.

Nao € possivel estabelecer relagdes de origem entre as espécies. Hé trés hipéteses: T.
sp2 pode ter dado origem a T. spl, ou vice-versa, ou ambas podem ter se originado de
um ancestral comum.

Ha indicios de introgressao entre 7. spl e T. sp2. Esse fato foi verificado tanto com
isozimas quanto com RFLP, na coleta em que as duas espécies ocorreram juntas, o que
fortalece a hipétese. A hibridac@o parece acontecer entre fémeas de 7. sp2 e machos de
T. spl. Entretanto, como apenas em um dos anos de coleta as populagdes ocorreram
simpatricamente e foi feita apenas a andlise de isozimas com 7. sp2 no Cipé, algum fato
novo pode surgir em uma analise de RFLP desta espécie no Cipé.

A andlise de RFLP € capaz de detectar a hibridagdo algumas geracdes depois de ela ter

ocorrido, ao contrdrio de isozimas. Isto é possivel devido a transmissdo direta do
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g)

mtDNA (sem recombinagdo). Em isozimas, esses alelos, que jd estavam em frequéncia
baixa, logo se dispersaram nas geragdes seguintes, perdendo-se o sinal de introgressio.

Algum tipo de isolamento reprodutivo parece manter a integridade genética destas
espécies. A zona de contato entre elas € a regido da Serra do Cipé (Santana do Riacho-
MG). Estudos futuros podem esclarecer se também h4 alguma barreira comportamental

entre elas.
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