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ESTUDO DO PADRAO DE DISTRIBUIGAO GENETICO-HAPLOTIPICO DE
Chrysoperla externa (NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) EM AREAS DE
CITROS NO ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - Os crisopideos sao insetos com grande potencial para uso em
programas de controle biolégico de pragas agricolas. Populag¢des de Chrysoperla
externa apresentam ampla distribuicdo geografica, abrangendo desde o sul dos
Estados Unidos até o sul da América do Sul, ocorrendo em diferentes ambientes.
Contudo, ha relativamente poucos estudos buscando compreender a estrutura
genética de agentes de controle bioldgico, especialmente insetos predadores.
Desta forma, os principais objetivos deste trabalho foram caracterizar
geneticamente as populacdes de C. externa por meio de sequéncias do gene
mitocondrial COl e compreender sua estrutura populacional nos municipios
amostrados no Estado de S&o Paulo. Para tanto, individuos adultos foram
coletados em pomares de citros, e da regido toracica foi extraido o DNA total. O
gene COI foi amplificado por meio da técnica de PCR e as amostras foram
purificadas e sequenciadas. As populagbes de C. externa analisadas
apresentaram elevada diversidade genética, bem distribuida entre os municipios
amostrados. Esta homogeneizagdo pode ser decorréncia de fluxo génico, acéo
antropica, correntes de ar, proximidade das fazendas com matas nativas e
elevado potencial reprodutivo de C. externa. A partir dos resultados obtidos é
possivel inferir que o agroecossistema, por ser um ambiente homogéneo, esteja
contribuindo para a perda de estruturacdo que havia entre estas populagdes
quando elas viviam em ecossistemas nativos, sendo assim, € fundamental que as
populagcbes de C. externa sejam estudas neste ambiente, para que possam ser

compreendidas em seu habitat de origem e sem a influéncia da acao antrépica.

Palavras-chave: controle biolégico, crisopideos, DNA mitocondrial,

estrutura populacional, gene COI



STUDY OF THE DISTRIBUTION PATTERN OF GENETIC-HAPLOTYPE OF
Chrysoperla externa (NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) IN CITRUS AREAS IN
THE STATE OF SAO PAULO

SUMMARY - The green lacewings are insects with great potential for use in
programs of biological control of agricultural pests. Populations of Chrysoperia
externa are widely distributed geographically, being found from the southern United
States until the southern South America, occurring in different environments.
However, there are relatively few studies trying to understand the genetic structure
of biological control agents, especially predatory insects. Thus, the main objectives
of this work were to characterize genetically the populations of C. externa through
COI mitochondrial gene sequences and to understand its population structure in
sampled municipalities in the State of Sdo Paulo. For this purpose, adult
individuals were collected in citrus orchards, and from its torax were extracted the
total DNA. The COI gene was amplified by PCR and the samples were purified and
sequenced. The populations showed high genetic diversity, well distributed among
the municipalities. This homogenization may be due to gene flow, human action,
action of winds, proximity of farms to native forests, and high reproductive potential
of C. externa. From the results, is possible to infer that the agroecosystem, a
homogeneous environment, may be contributing to the loss of structure that
existed among the populations when they lived in native ecosystems, and
therefore, the populations of C. externa must be studied in this environment, so
they could be understood in its natural habitat and without the influence of the

human action.

Keywords: biological control, COIl gene, green lacewings, mitochondrial

DNA, population structure.



I. INTRODUGAO

Os crisopideos sao insetos considerados agentes em potencial para programas
de controle bioldgico de pragas agricolas, especialmente a espécie Chrysoperla externa
(Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae). Suas larvas sao vorazes predadoras sendo
capazes de se alimentar de uma grande quantidade e variedade de artrédpodes-praga
(FREITAS, 2001; 2002) e podem ser facilmente criadas em laboratério (ALBUQUERQUE
et al. 1994; FREITAS, 2002). As populacdes de C. externa tem ampla distribuicdo
geografica (ADAMS & PENNY, 1985); podem ser encontradas tanto em ambientes n&o
perturbados (nativos) quanto em agroecossistemas (CANARD et al. 1984); Contudo, &
de fundamental importancia que os individuos liberados no campo sejam capazes de
sobreviver, garantindo assim que o controle biolégico ocorra de forma efetiva, para
tanto, é preciso conhecer biolégica e geneticamente as populagbes que estdo sendo
liberadas.

As populagcbes de C. externa ocorrem em diferentes ambientes, sendo que
alguns podem ser favoraveis a sua sobrevivéncia e reproducao e outros desfavoraveis,
0 que significa que elas estdo inseridas em uma matriz de habitats (RICKLEFS, 2003).
De certa forma, ao longo de sua histéria evolutiva, estas popula¢des tem sido
submetidas a diferentes pressbes seletivas, que aliadas a outras forcas de variagédo
como mutacdo, fluxo génico e deriva genética, podem ter contribuido para sua
diferenciagéo populacional e adaptacéo.

Para conhecer como as populagdes de C. externa estdo estruturadas e como
sua variagao genética esta associada a sua distribuicdo geografica, € necessaria a
utilizagdo de um marcador molecular. O DNA mitocondrial tem sido amplamente
utilizado e é preferivel ao invés do DNA nuclear para tais estudos, pois & facilmente
amplificado pela reacédo em cadeia da polimerase (PCR) e também porque € mais facil
purificar as mitocéndrias de uma célula do que um segmento especifico do DNA nuclear
(HOY, 2003). Ambos diferem em varios aspectos como, por exemplo, a herdabilidade, a

ploidia, o grau de recombinacéo, numero de introns, taxa de mutagdo e mecanismos de



reparo (BALLARD & WHITLOCK, 2004). O gene mitocondrial COIl, € um marcador
molecular muito usado em estudos populacionais (FREELAND et al. 2003; HUFBAUER
et al. 2004; LEWTER et al. 2006; LI et al. 2006), filogenéticos (WINTERTON &
FREITAS, 2006; BERGAMASCHI et al. 2007; HARUYAMA et al. 2008) e filogeograficos
(FROHLICH et al. 1999; VANDEWOESTIJNE et al. 2004; VANDERGAST et al. 2007;
AOKI et al. 2008). Entretanto, ha relativamente poucos estudos sobre a estrutura
genética de agentes de controle bioloégico, especialmente insetos predadores, apesar
de sua importancia ecoldgica e econdmica (SCHREY et al. 2005).

Diante das questdes apresentadas e visando a melhor compreensao da forma
como as populagdes de C. externa estao estruturadas no campo, este trabalho teve

como objetivos:

1. Obter sequéncias parciais de DNA para o gene mitocondrial COIl na espécie C.
externa;
2. Caracterizar geneticamente as populagdes de C. externa a partir do nimero de

sitios polimérficos, numero de haplétipos, diversidade haplotipica, diversidade
nucleotidica e numero médio de diferengas nucleotidicas;

3. Compreender a estruturacdo populacional de C. externa nas localidades
amostradas no Estado de Sao Paulo;

4, Estabelecer a distancia genética entre as populag¢des de C. externa analisadas;
Verificar a associagdo geografica entre os haplétipos do gene mitocondrial COI
encontrados, entre as margens do Rio Tieté, e estabelecer uma hipotese

filogeografica.



Il. REVISAO DE LITERATURA

A espécie Chrysoperila externa e sua utilizagao em programas de controle
biolégico

Os crisopideos sdo insetos pertencentes a familia Chrysopidae, e estdo
incluidos na ordem Neuroptera. Dentro da familia Chrysopidae estdo agrupadas 1200
espécies e subespécies distribuidas entre 86 géneros e subgéneros (BROOKS &
BARNARD, 1990). O género Chrysoperla possui 36 espécies, sendo que quatro delas
podem ser encontradas no Brasil: C. externa (Hagen, 1861), C. defreitasi (Brooks,
1994), C. raimundoi (Freitas & Penny, 2001) e C. genanigra (Freitas, 2003).

Populagbes de C. externa apresentam ampla distribuicdo geografica,
abrangendo desde o sul dos Estados Unidos até o sul da América do Sul (ADAMS &
PENNY, 1985). Ao longo desta faixa de distribuicéo, esta espécie pode ser encontrada
em diversos ambientes. Espécies pertencentes a familia Chrysopidae tem se adaptado
em diferentes graus de paisagem alterada, sendo que algumas ocorrem apenas em
ecossistemas climax originais (nativos), sem disturbio ou pouquissimo alterado pela
acao antropica, enquanto que outras podem ser encontradas em bibtipos e
ecossistemas alterados (CANARD et al. 1984). As espécies de crisopideos mais
comumente encontradas em agroecossistemas e vegetacdo baixa (gramineas) sao
geralmente espécies com elevada capacidade de dispersdo e generalistas quanto ao
alimento utilizado, e podem ser consideradas como espécies pioneiras capazes de
explorar habitats recentes ou temporarios (CANARD et al. 1984). Levantamentos
realizados em pomares de citros (Lavras, MG) mostraram que, dentre as espécies de
crisopideos, C. externa € a mais abundante e que durante o periodo avaliado, a
densidade populacional foi maior durante as épocas mais secas (baixa precipitacao,
variando entre 0 a 400mm; e umidade relativa, variando entre 50 e 85%) e mais frias
(baixas temperaturas, variando entre 10 e 20°C) (SOUZA & CARVALHO, 2002).

Diferentes habitos alimentares s&o observados em adultos e larvas de C.

externa. O adulto alimenta-se de “honeydew”, pdélen e néctar, enquanto que a larva é



predadora. Esta caracteristica das larvas tornam estes individuos importantes
predadores de pragas agricolas como, pulgdes, cochonilhas, mosca-branca, acaros,
tripes e ovos e pequenas larvas de Lepidoptera (FREITAS, 2002).

Além do habito alimentar observado nas larvas, existem outras caracteristicas
que fazem dos crisopideos agentes em potencial para programas de controle biolégico
de pragas agricolas. Dentre elas destacam-se a boa mobilidade e voracidade das
larvas, o fato de que sdo encontrados em ecossistemas naturais e implantados
(agroecossistemas) e séo facilmente criados em laboratério (ALBUQUERQUE et al.
1994; FREITAS, 2002).

Estrutura populacional e Filogeografia

Uma populagédo pode ser definida como o conjunto de individuos da mesma
espécie que habitam uma determinada area e atuam como parte de uma comunidade
biotica (RICKLEFS, 2003; ODUM & BARRETT, 2007). Do ponto de vista da genética de
populagbes, além destas caracteristicas, a populagcdo também é constituida de
membros que possuem um patriménio génico unico. Desta forma a populagdo atua
como uma unidade maior da evolugéo, expressando diferentes combinagdes génicas
por meio da interacdo entre os patrimoénios genéticos dos individuos que fazem parte
dela (MAYR, 1977b).

A extensdo da distribuicdo de uma populagdo, ou seja, sua abrangéncia
geografica, € determinada pela presenga ou auséncia de habitats adequados. Extensas
areas uniformes e homogéneas sao muito raras e, portanto, os diferentes ambientes
formam um mosaico de manchas de habitat, podendo ou n&o serem adequados a
sobrevivéncia de determinadas populac¢des. A fragmentacdo destes habitats constitui
um fator importante na estabilidade das popula¢des influenciando a movimentagéo dos
individuos entre as areas (RICKLEFS, 2003). Assim, os organismos podem ocupar
determinada mancha de habitat especifico se puderem ter acesso a ela movimentando-
se através de habitats menos favoraveis que o circundam. Desta forma, as populacdes
estdo divididas em subpopulagbes de individuos que ocorrem em manchas

homogéneas de habitat adequado, estando separadas de outras subpopulagdes por



areas de habitat desfavoravel. A forma em que estas subpopulac¢des estao organizadas
e o grau de interacao entre elas € o que define a estrutura da populagéo (RICKLEFS,
2003).

A estrutura das populagdes pode ser determinada por meio do conhecimento do
grau de diferencas entre populagdes vizinhas, a presenca ou auséncia de
descontinuidades entre elas e as caracteristicas das populac¢des intermediarias entre
aquelas fenotipicamente distintas. Assim, as popula¢des podem constituir uma série de
populagdes contiguas com mudanga gradual, podem ser separadas geograficamente
da area principal de distribuicdo da espécie e podem ser caracterizadas por areas em
que ha variabilidade genética acentuada, limitados por grupos estaveis e bastante
uniformes (MAYR, 1977a).

Os niveis de variacdo genética e as frequéncias alélicas que ocorrem entre as
populagbes estao relacionadas com determinadas forgas de variagdo como a mutagéo
génica, fluxo génico, deriva genética e selecao natural (RIDLEY, 2006).

A mutacéo génica € a principal fonte de variacéo e esta envolvida em processos
de insercédo e/ou delecao de pares de bases nitrogenadas na sequéncia de DNA. As
mutagcdes que melhoram o fitness de um organismo sao raras, a maioria delas ou é
neutra ou promove efeitos deletérios (HUFBAUER & RODERICK, 2005). Devido aos
eficientes mecanismos de reparo das sequéncias de DNA, as taxas de mutacdo sao
normalmente baixas, 10 nos eucariotos. Além das mutacdes génicas, os eventos de
recombinagdo também podem gerar parte da variagdo genética existente em um
organismo (PAGE & HOLMES, 1998). Outro processo microevolutivo importante para o
surgimento de variacdo genética nas populacdes € o fluxo génico. Ele caracteriza-se
pelo intercambio de genes entre populagdes, atuando na modificacédo da frequéncia
alélica e promovendo sua homogeneizacédo (PAGE & HOLMES, 1998).

A deriva genética pode ser definida como uma mudanga na frequéncia alélica
que ocorre de forma aleatéria e tende a reduzir a variagdo genética nas populagdes,
pois normalmente este evento esta relacionado com seu tamanho efetivo, uma vez que

populagdes menores sdo mais susceptiveis (PAGE & HOLMES, 1998). Por afetarem o



tamanho das populagdes, os gargalos populacionais e os efeitos do fundador, também
podem estar associados a deriva genética (HUFBAUER & RODERICK, 2005).

A selecéo natural € o ponto chave do processo evolutivo. Para que ela ocorra é
necessario que quatro condigdes sejam satisfeitas: 1) os organismos devem ser
capazes de se reproduzir; 2) deve haver hereditariedade dos caracteres dos
progenitores para a prole; 3) é necessaria variacao genética entre as caracteristicas
nos organismos da populagcdo e 4) alguns organismos estardo mais aptos para a
sobrevivéncia e reproducgdo. Se, qualquer uma destas condi¢cbes n&o for satisfeita nao
havera selecdo natural (RIDLEY, 2006). Além de produzir mudancas evolutivas, a
selecdo também pode fazer com que uma populagédo se mantenha constante, caso o
ambiente também mantenha suas condi¢gbes, ndo favorecendo assim o surgimento de
outra forma na populagdo. Assim, a selegcdo natural pode explicar tanto as mudancas
evolutivas como a auséncia de mudangas (RIDLEY, 2006).

Conhecer como estas forgas de variacdo aliadas aos eventos demogréficos,
como vicariancia e dispersdo, modificaram as populagdes e as genealogias dos seus
genes ao longo do tempo em sua distribuicdo geografica é o principal enfoque da
filogeografia (AVISE, 2000). A filogeografia tem como premissa teérica a Teoria da
Coalescéncia, que consiste na investigagdo do processo genealdgico de uma amostra
de genes obtidos em uma populacdo atual. Desta forma, sdo identificados possiveis
eventos que possam ter ocorrido com esses genes desde o ancestral comum mais
recente da amostra (KINGMAN, 1982; ROSENBERG & NORDBORG, 2002). O
conhecimento da historia filogeografica de uma espécie também é importante para o
entendimento dos processos que levaram a sua formagé&o, permitindo a integracao dos
estudos micro e macroevolutivos (AVISE, 2000; 2009). Foi de fundamental importancia
para o desenvolvimento da filogeografia a utilizacdo de DNA mitocondrial como
marcador molecular, uma vez que esta molécula possui elevada variagdo na sequéncia
de nucleotideos — pré-requisito para analises filogeograficas (AVISE, 2009), e a
utilizagcdo de modelos matematicos para a Teoria da Coalescéncia (HICKERSON et al.
2010).



A NCPA (Nested Clade Phylogeographic Analysis) trata-se de uma forma de
apoio estatistico para as inferéncias filogeograficas, baseando-se em uma rede
haplotipica em que os clados s&o aninhados hierarquicamente e a distribuigdo espacial
destes clados e haplétipos é testada estatisticamente (TEMPLETON et al. 1995;
TEMPLETON, 2004; POSADA et al. 2006).

DNA Mitocondrial - Gene COI

O genoma mitocondrial € composto por apenas 37 genes, dispostos em uma
molécula circular com aproximadamente 17 mil pares de nucleotideos de comprimento.
Dentre estes genes, 2 codificam RNAs ribossomais, 22 codificam moléculas de RNA
transportadores e 13 codificam RNAs mensageiros especificando subunidades
polipeptidicas de proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na fosforilagdo
oxidativa, que auxiliam na producao de energia celular. Esta molécula também possui
uma regido controle (control region — CR) onde a replicagdo do DNA mitocondrial
(mtDNA) é iniciada (BALLARD & WHITLOCK, 2004; AVISE, 2009).

O mtDNA evolui mais rapidamente do que o DNA nuclear (nDNA) e esta
caracteristica pode ser explicada por diversos fatores: 1) as sequéncias de DNA
acumulam mais substituicbes nucleotidicas; 2) a mitocondria constitui um ambiente
corrosivo rico em oxigénio e nela ndo ha mecanismos de reparo de DNA tao eficientes;
3) ha certa restricdo funcional resultante do fato de que o mtDNA codifica apenas
alguns tipos de polipeptideos e ndo produz proteinas envolvidas diretamente na sua
replicacao, transcricao e traducgéo; e 4) o mtDNA é nu, ndo possui proteinas histonas
como o nDNA, elas sdo extremamente conservadas e sao responsaveis pela restricao
nas taxas evolutivas do nDNA (AVISE, 2009).

Os gendtipos de mtDNA sdo chamados de hapl6tipos, os quais diferem uns dos
outros por determinadas mutagdes acumuladas ao longo do tempo. Devido ao elevado
ritmo evolutivo do mtDNA, muitos haplétipos diferentes coexistem dentro de uma
espécie e as sequéncias destes haplbétipos podem ser utilizadas para estimar histérias
matrilineas, pois a mitocondria € herdada maternalmente, de individuos e populagbes
(AVISE, 2009).



O marcador molecular utilizado neste estudo, gene mitocondrial COIl, é
responsavel pela expressao da subunidade | da enzima citocromo oxidase, que atua na
respiracéo celular (NELSON & COX, 2002). Este gene tem sido amplamente utilizado
em diversos estudos populacionais (FREELAND et al. 2003; HUFBAUER et al. 2004;
LEWTER et al. 2006; LI et al. 2006), filogenéticos (WINTERTON & FREITAS, 2006;
BERGAMASCHI et al. 2007; HARUYAMA et al. 2008) e filogeograficos (FROHLICH et
al. 1999; VANDEWOESTIJNE et al. 2004; VANDERGAST et al. 2007; AOKI et al.
2008).

ll. MATERIAL E METODOS

Amostras e Localidades

Os individuos de C. externa utilizados nesta pesquisa pertencem a colecao de
insetos do Laboratério de Biossistematica, Biologia e Ecologia Molecular de
Neurdpteros no Departamento de Fitossanidade da UNESP — Campus Jaboticabal, SP
(Brasil). Cabecgas, asas e abdome foram armazenados em uma cole¢édo de vouchers do
mesmo laboratorio.

Foram utilizados 116 individuos amostrados em municipios do Estado de Sé&o
Paulo pertencentes as Regiées Administrativas de Bauru e Central (Figura 1), séo eles
Sao Carlos (n=10), Boa Esperanga do Sul (n=10), Itapolis (n=10), Santa Ernestina
(n=10), Nova Europa (n=10), Descalvado (nh=10), Agudos (n=06), Lucianépolis (n=10),
lacanga (n=10), Pirajui (n=10), Cafelandia (n=10), Bariri (n=10). Na Tabela 1 estado
listadas suas respectivas coordenadas geograficas e os codigos de identificacao

(voucher) dos individuos que fazem parte de cada municipio amostrado.



Tabela 1. Municipios, coordenadas geograficas e codigo de identificagdo (voucher) dos
individuos de Chrysoperla externa amostrados no Estado de Sao Paulo.

Municipios Coordenadas geograficas Caédigo de identificagao
Cafelandia 21°48'0,72"S; 49°36'53,70"0 1013 a 1022
Pirajui 22°0'0,55"S; 49°27'6,82"0 1023 a 1032
lacanga 21°53'38,08"S; 49°1'42,65"0 1033 a 1042
Bariri 22°4'27,78"S; 48°44'25,81"0 1043 a 1052
Lucianépolis 22°26'10,09"S; 49°31'9,87"0 1053 a 1062
Itapolis 21°35'46,07"S; 48°48'48,41"0 1063 a 1072
Nova Europa 21°46'41,87"S; 48°33'33,41"0 1073 a 1082
Boa Esperanga do Sul  21°59'41,51"S; 48°23'29,53"0 1083 a 1092
Descalvado 21°54'14,26"S; 47°37'11,53"0 1093 a 1102
Santa Ernestina 21°28'1,73"S; 48°23'20,49"0 1103 a 1112
Agudos 22°28'8,91"S; 48°59'22,31"0 1113 a 1118

S&o Carlos 22°0'565,26"S; 47°53'28,02"0 1119 a 1128
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Figura 1. A: Mapa Politico do Brasil. B: Mapa do Estado de Sdo Paulo mostrando os
municipios amostrados. ITA: Itapolis; SER: Santa Ernestina; NEU: Nova Europa; BES:
Boa Esperanca do Sul; SCA: Sao Carlos; DES: Descalvado; BAR: Bariri; IAC: lacanga;
CAF: Cafelandia; PIR: Pirajui; AGU: Agudos; LUC: Lucianépolis. Fonte: MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE (Disponivel em <http://mapas.mma.gov.br/i3geo/aplicmap/geral.
htm?cb94d492f4d521b0836597968cd461¢c1>. Acesso em 21 de fevereiro de 2011).

Preparagcao do DNA Mitocondrial

Extracdo do DNA Total — Para a extragdo do DNA total foi utilizado apenas o
térax de cada individuo, sendo o restante depositado em alcool absoluto e guardado na
colegdo de insetos. Os torax foram macerados com o auxilio de um pistilo e a extragao
do DNA total foi realizada com o conjunto de reagentes Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Em cada amostra foi acrescentada uma solugado de lise de
nucleo contendo EDTA 0,5 M, pH 8,0 (1:4) e Proteinase K e entao elas foram incubadas

a 55°C durante 3 horas em banho-maria. Apds este periodo foi adicionada em cada
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amostra a solucado de precipitacdo de proteina e em seguida as amostras foram
agitadas vigorosamente por 20 segundos e colocadas no gelo durante 5 minutos. Para
que ocorresse a precipitagdo das proteinas as amostras foram centrifugadas a 14.000
rom durante 4 minutos, formando um pellet no fundo do tubo. O sobrenadante que
continha o DNA foi transferido para novos tubos enquanto que os outros contendo o
pellet foram descartados. O DNA obtido passou por lavagens sucessivas primeiramente
com isopropanol e em seguida com alcool 70%. A cada lavagem as amostras foram
centrifugadas por 3 minutos a 14.000 rpm, descartando-se o0 sobrenadante e
preservando o pellet. Ao final destes procedimentos o alcool foi evaporado, mantendo-
se os tubos em uma placa aquecedora por trinta minutos a 40°C. Em seguida,
acrescentou-se agua mili-Q autoclavada e as amostras foram novamente incubadas em

banho-maria por uma hora a 65°C, para hidratacdo do DNA, que foi armazenado a 8°C.

Amplificagdo do Gene Mitocondrial COl — Para a realizagcdo da PCR em
termociclador foi utilizado 2,5 pl do DNA total extraido e o conjunto de reagentes
GoTaq® Colorless Master Mix (Promega) que contém dNTPs, a enzima Taq DNA
polimerase e o Tampao da reagdo. Os oligonucleotideos (0,4uM) utilizados para
amplificar e sequenciar o gene mitocondrial COI foram: C1-J-2183 &
CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3 (forward) e TL2-N-3014 5
TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA 3’ (reverse) (SIMON et al. 1994). As condicdes da
PCR para este gene foram: 1° passo: 2’ a 94°C, 2° passo: 40” a 94°C, 3° passo: 50” a

55°C, 4° passo: 1’ a 72°C, 5° passo: 35 ciclos a partir do 2° passo, 6° passo: 10’ a 72°C.
Os produtos da reagédo de PCR foram checados através de eletroforese em gel de
agarose 1% dissolvida em tampao TAE 1X (Tris-acetato 40mM e EDTA 1mM, pH 8,0).
O gel foi corado com Brometo de Etidio diluido em tamp&o TAE 1X e visualizado e

fotografado em luz ultravioleta.

Purificagdo do Fragmento de DNA Amplificado — As amostras foram purificadas
com o conjunto de reagentes Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Foram adicionados volumes iguais de produto de PCR e Membrane Binding Solution
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(MBS) em um mesmo tubo, ambos foram transferidos para uma coluna de purificagdo
acoplada a um tubo coletor. O DNA liga-se ao MBS formando um complexo que fica
retido no filtro da coluna, este foi submetido a sucessivas lavagens com Membrane
Wash Solution (MWS) seguidas de centrifugacdes a 14.000 rpm. A ultima etapa
consiste na lavagem do DNA com Nuclease Free Water, que desfaz a ligagdo do DNA
com a membrana e, portanto, este deixa a coluna e passa para o tubo de
microcentrifuga. Posteriormente, o tubo foi devidamente etiquetado e armazenado no

freezer a -20°C.

Reacdo de Sequenciamento do DNA Mitocondrial — As amostras foram
sequenciadas através do conjunto de reagentes Big Dye™ Terminator versdo 3.1
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) no sequenciador automatico de DNA ABI/ Prism
3100 Genetic Analyzer, seguindo-se as instrugdes do fabricante. A reagao foi submetida

aos mesmos ciclos da reacado de PCR do gene mitocondrial COI.

Reacéo de Precipitacdo do DNA — A reagao de precipitagcdo do DNA consistiu
em varias lavagens do DNA. Primeiramente, foram adicionados aos tubos, contendo o
DNA, 80 uL de isopropanol 75%. Os tubos foram agitados gentilmente e deixados em
repouso por 15 minutos a temperatura ambiente. Este material foi centrifugado a 14.000
rpm por 30 minutos e o sobrenadante descartado. Posteriormente, os tubos receberam
250 pL de isopropanol 75% e foram novamente agitados e centrifugados a 14.000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos colocados em estufa a 37°C,

até a completa evaporacéo do alcool.

Analise dos Dados

Leitura das Sequéncias — A leitura das sequéncias de DNA obtidas foi realizada
através do programa Chromas v.2.01 Copyright© (1998-2005) Technelysium Pty Ltda e
o alinhamento par a par para obtengdo da sequéncia consenso de cada individuo e o
alinhamento multiplo foram realizados através do programa BioEdit v. 7.0.9.0 (HALL,
1999).
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Estatistica Descritiva — Os parametros da estatistica descritiva como numero de
sitios polimorficos (S), numero de haplétipos (h), diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (11), nUmero médio de diferencas nucleotidicas (k) e o numero
de migrantes (Nm) foram obtidos a partir do programa DnaSP v.5 (LIBRADO & ROZAS,
2009). Os valores do parametro diversidade haplotipica podem variar entre 0 e 1, sendo

que quanto mais préximo de 1, maior a diversidade entre os haplétipos analisados.

Testes de Neutralidade — Foram realizados os testes Fs de Fu e D de Tajima
por meio do programa Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). Os testes de
neutralidade avaliam se os polimorfismos observados nas sequéncias seguem o
modelo de variacdo neutra, entretanto os calculos para cada teste s&do baseados em
parametros distintos. O teste Fs de Fu é baseado na distribuicdo de frequéncia dos
haplétipos em funcédo de 86 (8=4Nu, em que N corresponde ao tamanho efetivo da
populagdo e p a taxa de mutacéo por sequéncia por geracdo). Valores negativos e
significativos para Fs sao indicativos de expansao populacional (FU, 1997). O teste D
de Tajima baseia-se nas diferengas entre o numero de sitios segregantes (polimorficos)
e o numero de diferencas nucleotidicas. Valores negativos e significativos para o D de
Tajima sugerem selecdo purificadora, efeito carona ou expansao populacional;
enquanto que os valores positivos sdo indicativos de selecdo estabilizadora ou

contragdo populacional (TAJIMA, 1989).

Mismatch Distribution — A Mismatch Distribution, realizada por meio do
programa DnaSP v.5 (LIBRADO & ROZAS, 2009), avalia a distribuicao das diferengas
nucleotidicas pareadas entre individuos, investigando a histéria demografica das
populacdes. Ela permite discriminar entre populagdes que permaneceram estaveis ao
longo do tempo (curvas multimodais) e populagbes que sofreram expansao
demografica a partir de uma populag¢ao fundadora pequena (curva unimodal) (ROGERS
& HARPENDING, 1992; MOUSSET et al. 2004; LOPES, 2006; AOKI et al. 2008).
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Distancias Genéticas — A composigcdo nucleotidica, a distancia genética entre
as populacgdes e a analise de similaridade genética Neighbor-Joining foram obtidos com
auxilio do programa MEGA v.4 (TAMURA et al. 2007). A distancia genética pode variar
entre 0 e 1, sendo que quanto mais proximo de 1 mais distantes geneticamente sao as
populagdes analisadas. O método de analise de similaridade genética Neighbor-Joining
tem como premissa encontrar pares de unidades taxonédmicas operacionais (operational
taxonomic units — OTU [=neighbors]) que minimizem o comprimento total do ramo em
cada estagio do agrupamento das OTUs. Este método baseia-se na maxima parciménia
e 0 processo é iniciado com uma arvore em formato de estrela (SAITOU & NEI, 1987).
Para a analise de similaridade genética Neighbor-Joining foi utilizado o modelo de
correcao Kimura-2-parametros (K2P), que considera que as transicbes sao mais
frequentes do que as transversdes, fato que é especialmente verdadeiro para o DNA
mitocondrial (PAGE & HOLMES, 1998).

Rede Haplotipica — A rede de haplétipos Median-Joining assim como a
frequéncia dos haplétipos foram estimadas com o programa Network v.4.5.1.6
Copyright © (2004-2009) Fluxus Technology Ltd. O algoritmo para constru¢do da rede
de haplétipos baseia-se no critério de redes com minima abrangéncia (minimum
spanning network) e utiliza median vectors (mv) para conectar dados de haplotipos
através do método de maxima parcimbnia. Os median vectors correspondem as
sequéncias consenso que podem ser biologicamente interpretadas como possiveis
sequéncias existentes e ndo amostradas ou como sequéncias de um ancestral extinto.
Em ambas as interpretagdes os median vectors se fazem necessarios para conectar
dois haplétipos na rede por meio do método de maxima parciménia (BANDELT et al.
1999).

Anaélise de Agrupamento de Clados né&o Enraizados — As inferéncias
filogeograficas foram realizadas através da analise de Agrupamento de Clados nao
Enraizados (Nested Clade Phylogeographic Analysis — NCPA) (TEMPLETON et al.

1995), que propde a investigacdo dos processos historicos que determinaram a
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evolugéo e distribuicdo geografica das espécies (PANCHAL, 2007). Inicialmente a rede
haplotipica foi construida com o programa TCS v.1.21 (CLEMENT et al. 2000) que
baseia-se na parciménia estatistica (TEMPLETON et al. 1992). Os haplétipos sao
conectados uns aos outros por um passo mutacional, sendo que haplétipos nao
amostrados séo representados por pequenos circulos vazios (POSADA & CRANDALL,
2001). O aninhamento dos clados foi realizado de acordo com a metodologia proposta
por (TEMPLETON et al. 1987). Por meio do programa GeoDis v.2.5 (POSADA et al.
2000) foram calculados os valores de Dc, Dn e I-T para os clados formados na rede
haplotipica. A analise combinada dos indices Dc (distancia do clado), que mede a
amplitude da distribuicdo geografica de um determinado haplétipo, e Dn (distancia do
clado agrupado), que mede a distancia média de haplétipos do clado de interesse em
relacdo ao centro geografico de distribuicdo dos haplétipos do clado no nivel superior
da categoria aninhada/agrupada, possibilitam que seja testada a hipétese nula de néo
associacao entre a distribuicdo geografica da espécie e sua genealogia (TEMPLETON
et al. 1995; TEMPLETON, 1998). Em cada categoria aninhada também ¢é realizada a
estatistica interior-extremidade (interior-tip; I-T). Este contraste extremidade vs. interior
corresponde ao contraste jovem vs. velho/antigo, e em alguns aspectos, raro vs.
comum (POSADA et al. 2000). Nesta analise foi utilizado um numero de permutacées
de 10.000. Ao final do processo, os indices calculados e sua significancia foram
testados na chave de inferéncia filogeografica disponivel no site GEODIS HOME PAGE
(Disponivel em <http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html>. Acesso em 17 de
fevereiro de 2011), para interpretacdo dos eventos e processos que determinaram a

histéria da espécie.

Analise de Varidncia Molecular — A estruturacdo entre as populacdes foi
analisada através da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) por meio do programa
Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). Esta analise estima a variabilidade
intra e interespecifica de cada espécie, fornecendo valores de @, que refletem a

correlagéo da diversidade haplotipica em diferentes niveis hierarquicos: ®st: covariancia
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entre individuos dentro de populagdes, ®sc: covariancia entre populagdes dentro de um

grupo e ®dct: covariancia entre grupos.

Através do programa Google Earth Copyright© (2009) Google Inc. foram feitas

medidas, em linha reta, em quildmetros entre os municipios amostrados.

IV. RESULTADOS

Da amostra total de 116 individuos foram obtidas 114 sequéncias parciais do
gene mitocondrial COIl, sendo que as sequéncias obtidas para os individuos 1094
(Descalvado) e 1025 (S&o Carlos) ndo foram incluidas nas analises porque n&o
alinharam com as demais sequéncias. Foram obtidas sequéncias com 649 pares de
bases nitrogenadas. Estas sequéncias estdo disponiveis na base de dados do
GenBank com numeros de acesso HQ425564-HQ425621 e HQ668468-HQ668523.

Estatistica Descritiva — Nas sequéncias de DNA das populagdes analisadas
foram detectados 35 sitios polimorficos e 36 haplétipos, que apresentaram diversidade
haplotipica de 0,860. A diversidade nucleotidica (1) foi de 0,00350 e o numero médio de
diferengas nucleotidicas (k) foi de 2,271. A distancia genética observada entre as
populagdes de C. externa foi de 0,004, fato que evidencia que elas sao muito proximas
geneticamente. Quanto a composi¢cao nucleotidica das sequéncias de DNA destas
populagdes observou-se, em média, 44,3% de timina (T), 12,8% de citosina (C), 28,4%
de adenina (A) e 14,5% de guanina (G). E possivel observar que a quantidade de bases
nitrogenadas A-T é superior a de C-G, fato comum no genoma mitocondrial dos insetos
(CROZIER & CROZIER, 1993; KIM et al. 2006; BERGAMASCHI et al. 2007). Também
foi calculado o numero de migrantes (Nm), estimado a partir do valor de Fst, -0,00384,
(HUDSON et al. 1992), assim o valor obtido de Nm foi -130,56. Este valor negativo de
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Nm (Nm<1) é indicativo de que o efeito diversificador da deriva genética se sobrepde a

influencia homogeneizadora do fluxo génico (AVISE, 2000).

Testes de Neutralidade — Ambos os testes de neutralidade realizados para as
populagdes de C. externa apresentaram resultados significativos. O valor obtido para o
D de Tajima foi de -1,74098 (p=0,007) (*p<0,05) e para o Fs de Fu o valor obtido foi
significativamente negativo, -26,79560 (p=0,0) (*p<0,05). Assim como o teste D de

Tajima, o valor obtido para o teste Fs de Fu & um indicativo de expansao populacional.

Mismatch Distribution — A Mismatch Distribution ndo corrobora os resultados
obtidos com os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu, que indicam expansao
populacional. O grafico obtido a partir do numero médio de diferencas nucleotidicas (k)
apresentou distribuicdo bimodal (Figura 2), sendo indicio de que as populagdes de C.
externa analisadas permaneceram estaveis ao longo do tempo. Além do grafico, o valor
do coeficiente de variacdo da média das diferengas par a par (CV) também corrobora
este resultado, pois para populagdes estaveis ao longo do tempo o valor do CV ¢ alto
(ROGERS & HARPENDING, 1992), e para as populac¢des analisadas ele foi de 0,8081.

Exp
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1] 5 10 15 20
Pairwize Differences

Figura 2. Representacdo grafica das diferencas par a par das sequéncias (Mismatch
Distribution) do gene mitocondrial COIl para as populacdes de Chrysoperla
externa amostradas no Estado de S&o Paulo.
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Similaridade Genética — A arvore de similaridade genética Neighbor-Joining
(Figura 3) foi construida a partir das distancias genéticas entre os individuos de C.
externa de cada municipio amostrado (Tabela 2). Na Tabela 3 estao registradas as
distancias geograficas entre os municipios amostrados, sendo que a menor distancia
observada foi de 27,4 km e a maior distancia observada foi de 205,7 km. A topologia da
arvore (Figura 3) evidencia que a maioria dos agrupamentos obtidos envolvem
municipios/populacbdes que estdo proximos geograficamente. Desta forma, € possivel
inferir que, na maioria dos casos, ha um padrao de similaridade geografica que é
refletida geneticamente, ou seja, quanto mais proximas geograficamente, maior a
similaridade genética entre estas populacdes. Este fato pode ser observado entre os
agrupamentos Cafelandia e Pirajui, em que a distancia entre os municipios é de 27,4
km; Bariri e Nova Europa, cuja distédncia é de 37,3 km; Nova Europa e Itapolis, cuja
distancia é de 33,2 km; Boa Esperanca do Sul e Itapolis, cuja distancia é de 61,9 km.
Apenas em alguns casos houve agrupamento entre municipios/popula¢des que estéo
mais distantes geograficamente, como no caso de Lucian6polis e Santa Ernestina, em
que a distancia entre os municipios é de 158,2 km e entre Descalvado e Agudos, cuja
distancia é de 154,5 km.

Cafelandia

Pirajui

Lucianopolis

Santa Emestina

Bariri

IR

Nova Europa

Itapolis

Boa Esperanca Sul

Descalvado

Agudos

Sao Carlos

lacanga

0.0005

Figura 3. Arvore de similaridade genética Neighbor-Joining obtida a partir do calculo
das distancias genéticas entre as populacbes de Chrysoperla externa
amostradas em cada municipio analisado no Estado de S&o Paulo.
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Rede Haplotipica e Filogeografia — O resultado obtido com a rede haplotipica
Median-Joining (Figura 4), apresentou dois centros denominados 1022 e 1023, em que
se concentram os dois haplotipos de maior frequéncia e de maior distribuigdo
geografica. Os numeros dos centros observados na rede haplotipica Median-Joining
correspondem ao codigo de identificagdo dos individuos (voucher) (Tabela 1). Na
Tabela 4 é possivel observar os individuos de C. externa que compartilham o mesmo
haplétipo no centro em que foram agrupados na rede haplotipica; nao foram listados os

centros em que havia um unico individuo.
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Figura 4. Rede haplotipica Median-Joining construida com sequéncias parciais do gene
mitocondrial COl de Chrysoperla externa. O tamanho da area do circulo é
proporcional a frequéncia dos haplétipos. Cada cor representa um municipio e a
propor¢cdo de cada cor dentro do circulo indica a frequéncia relativa do
haplétipo. Vermelho: Cafelandia; Amarelo: Pirajui; Verde claro: lacanga; Azul
claro: Bariri; Preto: Lucianépolis; Rosa: Itapolis; Branco: Nova Europa; Roxo:
Boa Esperanga do Sul; Cinza: Descalvado; Laranja: Santa Ernestina; Azul
escuro: Agudos; Verde escuro: Sdo Carlos.
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Tabela 4. Individuos de Chrysoperla externa agrupados nos centros detectados na rede
haplotipica Median-Joining.

Centros Individuos agrupados em cada centro da rede haplotipica
1016 1016, 1106
1021 1021, 1068, 1107

1022 1022, 1019, 1025, 1030, 1031, 1032, 1037, 1039, 1053, 1054, 1055, 1060,
1071, 1079, 1084, 1085, 1091, 1093, 1099, 1103, 1104, 1111, 1115, 1118,
1119, 1123
1023 1013, 1015, 1017, 1018, 1020, 1023, 1026, 1027, 1040, 1043, 1046, 1047,
1048, 1049, 1056, 1059, 1062, 1063, 1066, 1069, 1072, 1074, 1077, 1081,
1086, 1092, 1095, 1101, 1112, 1117, 1121, 1122

1028 1028, 1029

1036 1036, 1044

1045 1045, 1058, 1065, 1067, 1073, 1080, 1096, 1097, 1108, 1127
1070 1070, 1102 1120, 1124

1075 1075, 1087, 1098

1089 1089, 1105

1110 1110, 1113, 1114, 1126

Os centros denominados 1022 e 1023 possuem os dois haplétipos de maior
frequéncia e maior distribuicdo geogréafica, devido ao fato de que o hapl6tipo
compartilhado no centro 1022 ocorre em onze dos doze municipios, nao sendo
encontrado apenas no municipio de lacanga, enquanto que no centro 1023, o haplétipo
compartilhado esta distribuido em todos os municipios amostrados. Na rede haplotipica
ha outros centros com haplétipos compartilhados, mas com distribuicdo geografica mais
restrita com relacdo aos centros 1022 e 1023. No centro 1045 o haplétipo
compartilhado ocorre em sete municipios, sendo eles Itapolis, Luciandpolis, lacanga,
Sao Carlos, Santa Ernestina, Descalvado e Nova Europa. Em alguns centros o
haplétipo compartilhado esta distribuido em trés municipios, no centro 1021 o haplétipo
ocorre em ltapolis, Santa Ernestina e Sdo Carlos; no centro 1070 o haplétipo ocorre em
Sao Carlos, Itapolis e Descalvado; no centro1075 o haplétipo ocorre em Nova Europa,
Descalvado e Boa Esperanca do Sul; no centro 1110 o haplétipo ocorre em Santa
Ernestina, Sdo Carlos e Agudos. Na rede haplotipica ha dois centros, 1036 e 1089, em
que o haplétipo compartilhado ocorre em apenas dois municipios, lacanga e Bariri, e
Santa Ernestina e Boa Esperancga do Sul, respectivamente.

Para investigar a associagéo entre a distribuicdo geografica e a genealogia de

DNA mitocondrial obtida, foi utilizada a rede haplotipica gerada pelo programa TCS
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(Figura 5). Na Tabela 5 é possivel observar os individuos de C. externa que
compartiham o mesmo haplétipo no centro em que foram agrupados na rede
haplotipica gerada pelo programa TCS; n&o foram listados os centros em que havia um
unico individuo. Apenas em um clado da rede haplotipica (Figura 5) foi encontrado
associacao geografica significativa. Para os demais clados ndo foram observados
resultados significativos e, portanto, a hipétese nula ndo pode ser rejeitada, indicando
que os clados/haplétipos estdo distribuidos aleatoriamente nas localidades, sem
associacao geografica. O valor significativamente pequeno para Dn foi observado para
o clado 1-16, que abrange as doze localidades amostradas. O resultado da Chave de
Inferéncia (GEODIS HOME PAGE. Disponivel em <http://darwin.uvigo.es/software/geo
dis.html>. Acesso em 17 de fevereiro de 2011) mostrou que neste clado ha fluxo génico
restrito por distancia.

Na Tabela 6 ha uma correspondéncia entre os cddigos de identificacdo dos
individuos de C. externa e os haplétipos encontrados. A Tabela 7 possui informacgées
referentes aos dados haplotipicos para os individuos dentro de cada
populagdo/municipio amostrado. O numero de hapldtipos detectados em cada
municipio foi alto, assim como sua diversidade haplotipica, este parametro variou de
0,75556 a 0,97778 entre as populagdes. Os individuos dentro de cada populagéo
também se mostraram muito proximos geneticamente, os valores estiveram entre 0,002
e 0,006. Os municipios com maior € menor numero de haplétipos foram,
respectivamente, lacanga e Pirajui. Na Tabela 7 estdo listados quais os individuos que

compartilham o mesmo haplétipo.

Analise de Variancia Molecular — A estruturacédo das populagdes avaliada pela
AMOVA evidenciou que os individuos dentro das populagcbes analisadas possuem
elevada diferenciacdo genética (®st=0,5; p=1,0). Entretanto, a covariancia entre as
populagdes dentro de um grupo e entre os grupos mostraram que ha pequena
diferenciagédo genética, ®sc=0,0 (p=1,0) e dct=-0,00353 (p=0,80841); respectivamente.
Nao foi observada significancia estatistica nos parametros avaliados, considerando-se

valores de p<0,05.
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Tabela 5. Individuos de Chrysoperla externa agrupados em cada centro detectado na
rede haplotipica gerada pelo programa TCS.
Centros Individuos agrupados em cada centro da rede haplotipica
1013 1013, 1015, 1017, 1018, 1020, 1023, 1026, 1027, 1040, 1043,
1046,1047, 1048, 1049, 1056, 1059, 1062, 1063, 1066, 1069, 1072,
1074, 1077, 1081, 1086, 1092, 1095, 1101,1112, 1117, 1121, 1122
1016 1016, 1106
1019 1019, 1022, 1025, 1030, 1031, 1032, 1037, 1039, 1053, 1054, 1055,
1060,1071, 1079, 1084, 1085, 1091, 1093, 1099, 1103, 1104, 1111,
1115, 1118, 1119, 1123

1021 1021, 1068, 1107

1036 1036, 1044

1045 1045, 1058, 1065, 1067, 1073, 1080, 1096, 1097, 1108, 1113, 1114,

1127

1075 1075, 1087, 1098

1088 1088, 1050

1110 1110, 1126

1102 1102, 1120, 1124

Tabela 6. Individuos de Chrysoperla externa que compartilham o mesmo haplétipo.

Haplétipo Individuos que compartilham o mesmo haploétipo
1013, 1015, 1017, 1018, 1020, 1023, 1026, 1027, 1040, 1043, 1046,
01 1047, 1048, 1049, 1056, 1059, 1062, 1063, 1066, 1069, 1072, 1074,
1077, 1081, 1086, 1092, 1095, 1101, 1112, 1117, 1121, 1122
02 1014
03 1016 1106
1019, 1022, 1025, 1030, 1031, 1032, 1037, 1039, 1053, 1054, 1055,
04 1060, 1071, 1079, 1084, 1085, 1091, 1093, 1099, 1103, 1104, 1111,
1115, 1118, 1119, 1123
05 1021, 1068, 1107
06 1024
07 1028, 1029
08 1033
09 1034

10 1035
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Tabela 6. Continuacéo.

11 1036, 1044
12 1038

13 1041

14 1042

15 1045, 1058, 1065, 1067, 1073, 1080, 1096, 1097, 1108, 1113, 1114, 1127
16 1050

17 1051

18 1052

19 1057

20 1061

21 1064

22 1070

23 1075, 1087, 1098
24 1076

25 1078

26 1082

27 1083

28 1088

29 1089, 1105
30 1090

31 1100

32 1102, 1120, 1124
33 1109

34 1110, 1126
35 1116

36 1128
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O Rio Tieté como Barreira Geografica — Para verificar se o Rio Tieté, Estado de
Sao Paulo, atua como barreira geografica entre as populacdes de C. externa foram
realizadas analises considerando-se dois grupos distintos, um de cada lado/margem do
rio. Na margem esquerda do Rio Tieté estdo os municipios de Agudos, Luciandpolis,
lacanga, Pirajui e Cafelandia; enquanto que na margem direita estdo os municipios de
Sao Carlos, Boa Esperanca do Sul, Itapolis, Santa Ernestina, Nova Europa, Bariri e
Descalvado.

Por meio dos dados relativos a estatistica descritiva é possivel observar que as
populacbes da margem direita do Rio Tieté sdo ligeiramente mais diversas do que as
populagdes da margem esquerda, elas possuem maior numero de sitios polimorficos e
de haplétipos (Tabela 8). As populagbes da margem esquerda sdo muito proximas
geneticamente, 0,003; o mesmo ocorre com as populagbes da margem direita em que a
distancia genética é de 0,004.

Quanto aos testes de neutralidade realizados foi observada a mesma situagao
tanto para a margem esquerda do Rio Tieté quanto para a margem direita (Tabela 9).
Em ambos os casos, tanto o teste D de Tajima quanto o teste Fs de Fu foram
significativos, fato que é indicio de eventos de expanséo populacional.

A andlise de estruturacédo entre as populagbes de cada margem do Rio Tieté,
mostrou que ha pequena divergéncia genética entre elas, ®ct=0,00099 (p=0,06549).
Isto pode ser indicativo de que ha fluxo génico entre as populag¢des localizadas em
cada margem do rio. Este fluxo génico pode ser promovido e/ou potencializado pela
acao antropica. As populagdes dentro de cada grupo considerado, margens do Rio
Tieté, apresentaram diferenciagdo genética moderada, ®sc=0,06709 (p=0,0), enquanto
que os individuos dentro de cada populagdo (municipio) apresentaram elevada
diferenciagdo genética, com ®st=0,43235 (p=0,0). Foi observada significancia
estatistica apenas para os parametros ®sc e ®st, o valor obtido para ®ct mostrou néo

significativo estatisticamente; considerando-se valores de p<0,05.
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Tabela 8. Amostras das populagdes de Chrysoperla externa em ambas as margens do Rio
Tieté, Estado de Sao Paulo, e seus respectivos dados referentes a estatistica
descritiva para o gene mitocondrial COIl. N = nimero de individuos, S = numero de
sitios polimorficos, h = numero de haplétipos, Hd = diversidade haplotipica, T =
diversidade nucleotidica, k = numero de diferengas nucleotidicas.

N S h Hd - xk  Distancia

geneética

Margem 46 21 18 0,833 0,00343 2,223 0,003
esquerda

Margem 68 25 24 0,876 0,00356 2,311 0,004
direita

Tabela 9. Testes de neutralidade realizados com sequéncias parciais do gene
mitocondrial COI para populacdes de Chrysoperla externa que ocorrem na
margem esquerda e direita do Rio Tieté, Estado de Sao Paulo.

Fs de Fu D de Tajima
Margem esquerda -26,91039 (p=0,0)* -1,73795 (p=0,01900)*
Margem direita -26,96567 (p=0,0)* -1,74443 (p=0,01500)*

*Resultados significativos com p<0,05

V. DISCUSSAO

As populagbes de C. externa analisadas demonstraram elevada diversidade
genética, observada pelo numero de sitios polimoérficos, numero de haplétipos e
diversidade haplotipica. Esta elevada diversidade genética também foi observada para
populagdes de C. externa coletadas no municipio de Jaboticabal, SP (MORALES &
FREITAS, 2010). A variabilidade parece estar bem distribuida entre as populagdes, fato
que é corroborado pela medida de distancia genética e pelas redes haplotipicas
(Figuras 4 e 5), sendo que nesta ultima analise € possivel observar dois haplétipos que
se encontram presentes nos doze municipios amostrados.

A arvore de similaridade genética Neighbor-Joining (Figura 3) também mostra
que as populagdes analisadas sdo homogéneas, uma vez que populagdes coletadas

em municipios distantes geograficamente foram agrupadas como sendo proximas
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geneticamente, dentro da amplitude amostrada. Algumas popula¢des agrupadas estao
bem distantes geograficamente, em alguns casos as populagbes estao separadas pelo
Rio Tieté, como é o caso das populagdes de Luciandpolis e Santa Ernestina, distantes
158,2 km, e Agudos e Descalvado, distantes 154,5 km (Tabela 3). Desta forma, esta
analise corrobora que a elevada variabilidade genética estd bem distribuida entre estas
populagdes, podendo ser consideradas homogéneas. Isto explicaria o fato de que
municipios tao distantes, e alguns até mesmo separados pelo Rio Tieté, tenham sido
considerados geneticamente proximos pela analise. Esta observacdo pode ser
corroborada também pelos baixos valores de distanciamento genético entre as
populagdes dos municipios (Tabela 2).

A elevada variabilidade genética e sua ampla distribuicao nas populagdes de C.
externa analisadas, podem ter mascarado o resultado da Mismatch Distribution, uma
vez que os testes de neutralidade detectaram eventos de expansao populacional. Para
tanto, é possivel inferir que a elevada variabilidade genética ndo permite que o tamanho
das populacdes de C. externa seja reduzido em fungcédo da pressao seletiva exercida
pela citricultura. Desta forma, quando a populacdo sofre um processo de expansao
praticamente toda a sua variabilidade genética é levada com os individuos e, portanto,
nao ha perda de variabilidade, como seria esperado pelo efeito de deriva genética. Uma
vez que a Mismatch Distribution baseia-se na distribuicdo de diferengas nucleotidicas
pareadas entre individuos para detectar eventos demograficos, a expanséo
populacional pode ndo ter sido observada porque a variabilidade genética tem se
mantido constante.

A possibilidade de que tenham ocorrido eventos de expans&o populacional é
comprovada pelos resultados dos testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu, que
apresentam suporte estatistico mais consistente do que a analise Mismatch Distribution
para detectar eventos demograficos, especialmente o teste Fs de Fu (RAMOS-ONSINS
& ROZAS, 2002).

A homogeneizacéo entre as populag¢des pode existir gracas ao fluxo génico e

ha fortes evidéncias de que ele ocorra. Os valores obtidos para os parametros ®sc e

®ct na AMOVA evidenciam que as populacdes estédo estruturadas de forma que ocorra
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fluxo génico. A elevada divergéncia genética detectada nos individuos dentro das
populagdes (Pst) pode ser em decorréncia da variabilidade genética observada e nao
pela auséncia de fluxo génico, pois se ocorre fluxo génico entre as populagbes é
provavel que ele também aconteca entre os individuos da mesma populagéo.

Outro indicio de fluxo génico € o resultado da analise filogeografica, em que a
hipétese nula ndo pbde ser rejeitada, portanto, os clados/haplétipos estdo distribuidos
aleatoriamente nas localidades, sem associagdo geografica. Apenas o clado 1-16
detectado na rede haplotipica (Figura 5) teve um resultado distinto. Para os
individuos/haplétipos aninhados neste clado foi detectado fluxo génico restrito por
distancia. Contudo, o clado 1-16 esta agrupado com outros clados que nao apresentam
associacao geografica entre seus haplotipos e as localidades amostradas. Desta forma,
pode-se inferir duas hipdteses na tentativa de explicar este fato, a primeira seria de que
as populacdes analisadas podem estar apresentando um inicio de estruturagdo, em que
apenas alguns individuos tem fluxo génico restrito por distancia, a segunda hipoétese, e
que parece mais provavel devido aos demais resultados obtidos, seria de que o
agroecossistema (citros) e suas praticas culturais, aliados a influéncia antropica, estao
apagando a estruturacdo que havia entre estas populagdes antes do surgimento da
agricultura, contribuindo para sua homogeneizagéo.

Com relagdo a analise considerando as popula¢cdes em cada margem do Rio
Tieté, a AMOVA também mostrou evidéncias de fluxo génico, pois os valores de ®dsc e
®ct sdo indicios de baixa divergéncia genética, enquanto que o valor de ®st indicou
grande diferenciacédo genética. Este ultimo resultado provavelmente € o reflexo da
variabilidade genética observada e ndo devido a auséncia de fluxo génico, como ja
discutido anteriormente. Assim, o Rio Tieté, enquanto barreira geografica, pode nao ter
sido relevante para a colonizacéo desta area e para o estabelecimento deste padréo
entre as populacdes analisadas.

Além da evidéncia de fluxo génico entre as populagbes, ha ainda outras
possibilidades que poderiam explicar tal proximidade genética entre as populacdes
amostradas, como a agéo antrdpica, as correntes de ar, a proximidade das fazendas

com matas nativas e o elevado potencial reprodutivo de C. externa.
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A influéncia da acdo antrépica na homogeneizacao das populagbdes poderia
ocorrer no intercambio de mudas de citros. Tanto entre os viveiros produtores de mudas
e as fazendas e até mesmo entre as fazendas, pois nas mudas podem haver ovos,
larvas e pupas de crisopideos que sao levados de um local para outro. A influéncia dos
efeitos da dispersdo antropogénica ja foram observados e verificados em outros
organismos como para Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), praga de gréos de
armazenados (RYNE & BENSCH, 2008), e para alguns insetos fitéfagos (OLIVER,
2006; ALVAREZ et al. 2007).

Quanto a influéncia das correntes de ar na dispersdo, os ventos tendem a
exercer efeitos locais, exceto em tempestades violentas, durante as quais os
organismos podem ser amplamente disseminados. Mesmos 0s mecanismos passivos
de dispersdo nao sao necessariamente ao acaso ou aleatorios. Invertebrados aéreos,
por exemplo, ocupam diferentes estratos, assim € comum que apresentem diferentes
tendéncias quanto a disperséo pelos ventos (BROWN & LOMOLINO, 2006). Estudos
sobre a atividade de véo com Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) mostraram que em
determinadas altitudes a velocidade dos ventos € superior ao potencial de véo, assim, a
direcdo do vbo é a favor das correntes de ar independentemente do curso de véo do
individuo. Portanto, a distancia do v6o é em funcdo da velocidade dos ventos, angulo
entre a direcdo dos ventos e o curso de voo e duracao do voo (DUELLI, 1986). Desta
forma, os individuos de C. externa também poderiam ser levados de um local para outro
através das correntes de ar contribuindo assim para a homogeneizacao das
populagdes, desde que se fixem no novo local.

O mosaico de habitats ao redor do agroecossistema pode ser importante para a
dindmica das populagbes de inimigos naturais afetando-as de diversas formas,
entretanto a magnitude destes efeitos esta relacionada a habilidade de disperséo e
comportamento das espécies. Na auséncia de artropodes-praga (alimento) no
agroecossistema os inimigos naturais poderiam migrar para outros ambientes, na busca
por recursos essenciais para sua sobrevivéncia e reproducao (ELLIOTT et al. 2002).
Desta forma, as matas nativas proximas as fazendas podem ser consideradas como

reservatério de diversidade genética para C. externa, atuando como refugio para as
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populacdes. Neste local os individuos que ndao sédo capazes de sobreviver sob as
condi¢cbes impostas pelas praticas culturais no citros poderiam se estabelecer. Além
disso, na falta de alimento disponivel no agroecossistema os individuos poderiam
retornar e sobreviver na mata nativa enquanto as condigbes de normalidade n&o séo
restabelecidas. A influéncia do mosaico de habitats pode estar presente no resultado
obtido como inferéncia filogeografica para o clado 1-16, em que foi observado que ha
fluxo génico restrito por distancia entre os individuos/hapl6tipos aninhados neste clado.
Os haplétipos aninhados neste clado estdo distribuidos em todos os municipios
amostrados, e o fluxo génico entre estas populagdes pode ser restrito devido a
presenca de habitats menos favoraveis a sua sobrevivéncia.

Os insetos séo geneticamente capazes de se adaptar e evoluir dentro de um
contexto ecologico, de forma que as mudangas podem acontecer muito rapidamente,
em alguns casos podem aparecer em poucas geragdes. Isto é possivel, pois, com
relagdo a outros grupos animais, os insetos possuem elevadas taxas de reproducao
(LOXDALE, 2010). A capacidade reprodutiva de C. externa ja foi verificada por meio de
diversos estudos. Fémeas cujas fases imaturas foram alimentadas com Planococcus
citri. (Risso, 1813) (Hemiptera: Pseudococcidae) foram capazes de ovipositar
aproximadamente 293 ovos em 40 dias de oviposicdo com 82% de viabilidade
(BEZERRA et al. 2006). Entretanto, fémeas cujas fases imaturas foram alimentadas
com ovos de Sitotroga cerealella (Oliver, 1819) (Lepidoptera: Gelechiidae), ovipositaram
em média 372 ovos em aproximadamente 26 dias de oviposicao (ANGELINI &
FREITAS, 2004). Tais resultados evidenciam que a capacidade reprodutiva da espécie
€ elevada e eficiente. Fazendo-se estimativa de que dos 372 ovos ovipositados apenas
50% deles cheguem a fase adulta e que 50% dos adultos sejam fémeas, teremos 93
fémeas ovipositando em média 372 ovos cada uma. Desta forma, pode-se inferir que,
mesmo que as populacdes de C. externa modifiqguem-se geneticamente de forma
rapida, qualquer alteragdo na frequéncia génica pode ser rapidamente observada na
prole em fungdo do numero elevado de ovos colocados. Portanto, as populagdes sao

capazes de se homogeneizarem rapidamente.
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Apesar do efeito homogeneizador do fluxo génico ter sido detectado por varias
analises, um parametro em especifico parece trazer a tona também o efeito
diversificador da deriva genética: o numero de migrantes (Nm). O valor de Nm ¢é
interpretado com uma média por geracdo estimada do numero absoluto de migrantes
trocados entre populagdes. Valores de Nm menores que 1 s&o indicativos de que o
efeito diversificador da deriva genética se sobrepde a influéncia homogeneizadora do
fluxo génico (AVISE, 2000), e o Nm observado para as populagcdes analisadas foi de -
130,56.

A partir deste resultado é possivel inferir que este efeito diversificador remete
ao periodo em que estas populagdes habitavam ecossistemas nativos, antes do
estabelecimento e expansdo da agricultura. O ecossistema nativo é um ambiente
heterogéneo, onde havia barreiras entre estas populagbes reduzindo suas chances de
homogeneizagdo. Com a agricultura, este ambiente heterogéneo foi substituido por um
ambiente totalmente homogéneo, como a citricultura aqui discutida, que possibilitou o
contato entre as populagdes. Assim, o grande numero de haplétipos observados pode
ser explicado por esta condicdo em que havia segregacao/estruturacéo, e atualmente
todos os individuos/haplétipos podem conviver em uma mesma area.

A manutencdo do tamanho efetivo da populagcdo é garantida pela grande
quantidade de alimento (artrépodes-praga) disponivel no citros, e isto contribui para que
ocorram eventos de expansao populacional, detectados pelos testes de neutralidade.
Desta forma é possivel inferir que a citricultura favorece a sobrevivéncia de C. externa,
enquanto que no ecossistema nativo, o ambiente é heterogéneo e o alimento disponivel
nao é tdo abundante quanto no citros.

Quanto a estruturacédo destas populagbes, a hipdétese mais provavel € a que
considera que o agroecossistema (citros), suas praticas culturais e a agdo antropica
podem estar apagando a estruturagdo que havia entre estas populagbes antes do
surgimento da agricultura. A citricultura consiste em um ambiente homogéneo,
ocupando extensas areas permitindo a dispersdo destes individuos e promovendo o
fluxo génico entre as populagbes; as pressdes seletivas exercidas pela citricultura

provavelmente sdo semelhantes em todas as fazendas, favorecendo assim a
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homogeneizacao destas populagdes. Desta forma, é de fundamental importancia que
as populagbes de C. externa sejam estudadas em ecossistemas nativos, para que se
possa compreender a dindmica genética desta espécie em seu habitat de origem e sem

a influéncia da acao antrépica.

VI. CONCLUSOES

o As populacdes de C. externa analisadas apresentam elevada variabilidade
genética amplamente distribuida entre as populacoes;

o Ha fluxo génico entre as populagdes de C. externa analisadas e entre as
populacdes de cada lado da margem do Rio Tieté, portanto este ndo constitui barreira
geografica;

o E possivel que a estruturagdo observada entre as populagbes de C.
externa analisadas seja um resquicio do que havia entre elas quando habitavam
ecossistemas nativos, pois com a agricultura, o ambiente heterogéneo foi substituido
por um ambiente homogéneo em que ha menos barreiras impedindo o contato entre
estas populagdes, permitindo assim sua homogeneizacéo;

o E de fundamental importancia realizar estudos envolvendo populacdes de
C. externa coletadas em ecossistemas nativos para que elas possam ser
compreendidas em seu habitat de origem e sem a influéncia da a¢ao antrépica;

o De acordo com as informagdes obtidas por meio de sequéncias do gene
mitocondrial COl, caso sejam necessarias liberacdes de individuos de C. externa para
controle biolégico de pragas agricolas, as fazendas de citros localizadas nos municipios
amostrados poderiam compartilhar liberagbes da mesma populagdo. Contudo, é
imprescindivel que sejam realizados estudos considerando-se outros genes assim
como certas caracteristicas biologicas, tais como, capacidade de busca, preferéncia

alimentar e capacidade de predagéo.
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