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Resumo

A estrutura genética de uma espécie é determinada pelo balanco entre deriva genética,
fluxo génico e selecdo natural, que sdo processos fortemente influenciados pela demografia e
distribuicdo espacial das populagdes. Utetheisa ornatrix € uma mariposa da familia Arctiidae
muito conhecida por seus mecanismos de defesa e sistema de acasalamento, mas a estrutura
genética de suas populacdes é pouco estudada. Este trabalho investigou a estrutura genética de
Utetheisa ornatrix de populagdes coletadas no Estado de Sdo Paulo com base em trés locos de
DNA de microssatélite. Foram analisados os genotipos de 203 individuos de 10 populagdes. Os
resultados encontrados mostram populacdes com grande deficiéncia de heterozigotos, baixa
estruturacdo genética e auséncia de correlacéo entre distancia geografica e diferencas genéticas.
Tais resultados indicam que mesmo sendo uma espécie cuja fémea apresenta comportamento
promiscuo, essa promiscuidade ndo reflete em diminuicdo da endogamia. Possivelmente a
deficiéncia de heterozigotos se deve ao fato da fémea ndo evitar acasalamento com machos
aparentados, ser fecundada pelo esperma de poucos machos e haver forte selecdo sexual na
espécie, o que pode formar subgrupos dentro de uma populacdo. A deficiéncia de heterozigotos
também pode ser devido a dindmica populacional da espécie: populacdes estdo sujeitas a
constantes diminuicdes de populacdes e fluxo génico, o que pode resultar em populacdes
formadas por subgrupos de individuos oriundos de diferentes manchas de plantas-hospedeiras,
logo a frequiéncia de heterozigotos ndo corresponde as freqiiéncias alélicas encontradas. A baixa
estruturacdo genética e auséncia de correlacdo entre distancia geogréafica e diferencas genéticas
indicam que U. ornatrix é uma espécie com alta capacidade de dispersao, o que € conflitante com

a elevada endogamia encontrada. Os resultados revelam questdes que podem ser respondidas em



trabalhos posteriores que estudem a dindmica populacional e a variabilidade genética de cada
populacdo ao longo do tempo. Outra questdo levantada é se a espécie hospedeira de Crotalaria
em que o individuo nasce influencia na escolha de parceiros para acasalamento, visto que duas
das trés populagcdes que mais contribuiram para o nivel de estrutura genética encontrado estavam

em locais onde haviam espécies diferentes de planta hospedeira.

Palavras-chave: Utetheisa ornatrix, estrutura genética, endogamia, fluxo génico,

microssatélites.



Abstract

The genetic structure of a species is determined by the balance between genetic drift, gene flow
and natural selection processes that are strongly influenced by demography and spatial
distribution of population. Utetheisa ornatrix is a moth of the Arctiidae family well known for
their defense mechanisms and mating system, but the genetic structure of their populations is
little studied. This study investigated the genetic structure of Utetheisa ornatrix populations
collected in the State of So Paulo, Brazil, based on three microsatellite loci. We analyzed the
genotypes of 203 individuals from 10 populations. The results show populations with high
inbreeding, low genetic structure and no correlation between geographic distance and genetic
differences. These results indicate that even as a species whose female has promiscuous
behavior, promiscuity does not reduce inbreeding. Possibly the heterozygote deficiency is due to
the fact that females did not avoid mating with related males, are fertilized by sperm from few
males, and sexual selection is very strong in this species, which can form subgroups within a
population. The heterozygote deficiency may also be due to its population dynamics: populations
are subject to constant reductions and gene flow, which can result in populations composed of
subgroups of individuals from different patches of host plants, so the frequency of heterozygotes
does not match the allele frequencies found. The low genetic structure and lack of correlation
between geographic distance and genetic differences indicate that U. ornatrix is a species with
high dispersal ability, which is conflicting with the high inbreeding found. The results show
questions that can be answered in further studies to examine the population dynamics and genetic
variability of each population over time. Another question is if the host species of Crotalaria in

which the individual was born influences the choice of mating partners, because two of the three



populations that most contributed to the level of genetic structure were found in locals with

presence of different species of host plant.

Keywords: Utetheisa ornatrix, genetic structure, inbreeding, gene flow, microsatellites.



1. Introducéo

1.1. Estrutura genética

A estrutura genética de uma espécie é determinada pelo balanco entre deriva genética,
fluxo génico e selecdo natural (Wright 1943, Hedrick 2005). Esses processos sédo fortemente
influenciados pela demografia e distribuicdo espacial das populagdes. O tamanho populacional e
suas flutuacOes atraves do tempo determinam a taxa em que a variabilidade genética local é
perdida por deriva genética. A distancia e conectividade entre populacdes vizinhas e seus
tamanhos influenciam o quanto essa perda de variabilidade local devido a deriva genética ira ser
reposta por fluxo génico. Ja a selecdo natural influencia a distribuicdo da variacdo genética
dentro e entre populacdes de acordo com as variacdes de adaptacdo de alelos variantes em
diferentes regides (Wright 1931; Hedrick 2005).

A deriva genética € mais pronunciada quanto menor o tamanho efetivo da populagéo,
pois a probabilidade de um alelo ser perdido ou fixado durante a flutuacdo aleatoria nas
frequéncias génicas é maior. A acdo da deriva genética diminui a variabilidade genética local e
aumenta as diferencas genéticas entre as populacdes (Hartl & Clark 1997).

A diferenciacdo genética local ocasionada por deriva genética e selecdo local pode ser
exacerbada ou diminuida pela maneira como ocorre o fluxo génico entre as populagdes (Wright
1931). Fluxo génico é uma forca microevolutiva que pode determinar o potencial para
diferenciacdo genética entre populacGes devido a adaptacdes locais, também influenciando a
difusdo geogréfica de novas adaptacdes. Os niveis de fluxo génico em populagBes naturais e seu

papel na evolugdo tem sido historicamente matéria de debate (Fisher 1930; Mayr 1942; Ehrlich



& Raven 1969; Wright 1977).

Populacdes que se mantém em ambientes estaveis e conectadas por dispersdo por longos
periodos de tempo chegam a um equilibrio genético que recupera a perda de alelos devido a
deriva genética com a introducdo de novos alelos que chegam por migragdo (Wright 1951).
Mesmo se a chegada de migrantes for extremamente baixa ela pode acabar evitando a
diferenciacdo das populacdes por deriva genética (Slatkin 1995).

A chave para entender o quanto o fluxo génico ira impedir a diferenciacdo local de uma
espécie é entender ndao apenas a quantidade de fluxo génico que ocorre tipicamente entre
populacdes naturais, mas também os fatores que governam o fluxo génico. Diversos fatores
ambientais podem promover isolamento de populagdes, como distancia geografica, barreiras
fisicas para o fluxo génico (como um rio ou montanhas e vales), disponibilidade de habitat (ou
plantas-hospedeiras) e/ou fragmentacdo deste. Além dos fatores ambientais, caracteristicas
ecoldgicas e da historia de vida da espécie (capacidade de dispersdo, estagios de vida préprios
para dispersdo, tempo de vida, adaptabilidade a novos ambientes) podem ser de grande
importancia para moldar a distribuicdo da diversidade genética da espécie (Peterson & Denno,
1998). Por exemplo, muitos insetos fitofagos sdo geograficamente estruturados, apresentando
adaptacOes locais e fidelidade a planta-hospedeira que geram um isolamento genético entre

populacdes (Dres & Mallet, 2002).

1.2. Uso de microssatélites em genética de populacdes

Microssatélites sdo pequenas sequéncias repetidas de DNA encontradas no genoma de

diversos organismos, incluindo insetos (Haymer 1994, Valdes et al 1993, Queller et al 1993).



Apesar de estudos sugerirem que pelo menos uma fracdo de microssatélites tenham fungdes
importantes (Li et al. 2002), eles sdo considerados marcadores moleculares neutros altamente
variaveis, e por essa razdo o tipo de marcador molecular mais frequentemente utilizado em
estudos de genética de populacdes (Meglecz et al 2007).

Por serem marcadores moleculares neutros e altamente variaveis, microssatélites sdo
ideais para estudar variacdo intraespecifica, mesmo podendo apresentar elevados niveis de alelos
nulos em Lepidoptera (Meglecz & Solignac 1998; Keyghobadi et al. 1999). Alelo nulo é um
alelo que ndo conseguimos amplificar, dessa forma ele ndo ira aparecer no gel de acrilamida. Um
individuo heterozigoto que possua um alelo nulo ira ter apenas seu outro alelo amplificado, o que
faz com que ele seja classificado como homozigoto, ou seja, ele ¢ um “falso homozigoto”. Ja um
individuo gque seja homozigoto por possuir duas cépias deste alelo nulo serd confundido com um
individuo que ndo teve seus alelos amplificados com sucesso.

O viés de alelos nulos pode ser contornado com alguns cuidados nas analises dos
resultados, através da estimativa das frequéncias de todos os alelos considerando a presenca de
alelos nulos, o que permite que microssatelites sejam muito utilizados em estudos de genética de
populacdo neste grupo (Williams et al 2003, Keyghobadi et al 2005, Meglecz et al 2007, Orsini

et al 2008, Sigaard et al 2008).

1.3. Espécie estudada: Utetheisa ornatrix

O conhecimento do grupo Lepidoptera excede a maioria do de outros grupos de

invertebrados. Existem informacdes sobre preferéncias de habitat e plantas-hospedeiras, mapas

de distribuicdo de espécies e registros de mudancas de abundancia destas. Por essa razdo,



borboletas e mariposas tém sido muito utilizadas como modelos para examinar dinamicas
populacionais e genéticas em ambientes perturbados e/ou fragmentados (Hanski et al. 1994; Hill
et al. 1996; Saccheri et al. 1998, Collier et al 2010).

Utetheisa ornatrix € uma mariposa da familia Arctiidae, subfamilia Arctiinae, tribo
Callimorphini (Weller et al. 1999). Essa especie tem sido objeto de inumeros estudos em
ecologia quimica, como o sequestro de alcaldides pirrolizidinicos (APs) usado como defesa
contra predadores e precursores de feroménios sexuais em machos (ver revisdao Trigo 2010).
Entretanto a estrutura genética de suas populacdes é pouco estudada. Utetheisa ornatrix é
encontrada em areas abertas esporadicamente no sul dos Estados Unidos e no México, por toda a
América Central e grande parte da América do Sul (Bezzerides 2004). Utetheisa ornatrix
depende de APs para completar o seu ciclo de vida (Eisner & Meinwald 1995). Esses alcaloides
séo obtidos durante o estagio larval de ambos 0s sexos, ao se alimentar de folhas e sementes de
plantas do género Crotalaria, sendo mantidos ao longo de toda a vida do individuo (Eisner &
Meinwald 1995, Eisner et al 2000, Ferro et al 2006).

Os ovos de U. ornatrix também estdo protegidos por APs, que sdo recebidos tanto das
fémeas, quanto dos machos com quem a fémea copulou (Dussourd et al 1988). Esses alcaloides
sdo eficientes mecanismos de defesa durante a fase larval e adulta contra predacdo por aranhas
(Eisner & Eisner 1991). Devido a esses alcaloides os ovos sdo protegidos contra formigas (Hare
& Eisner 1993), besouros coccinelideos (Dussourd et al 1988) e larvas de Chrysopideos (Eisner
et al. 2000).

Muitos trabalhos utilizam U. ornatrix como organismo modelo para estudos de selecdo
sexual devido a complexidade das estratégias reprodutivas de ambos 0s sexos. As fémeas de U.

ornatrix sdo poliandricas, copulando de quatro a 11 vezes na natureza e até 23 vezes em



laboratorio, durante suas 4 ou 5 semanas de vida adulta (Pease 1968; LaMunyon 1994;
LaMunyon 1997; Bezzerides & Eisner 2002).

Machos copulam sempre que ha a oportunidade, podendo copular por 10 noites
consecutivas (Sarver 2002). Fémeas acasalam durante toda sua vida adulta e, quanto mais velhas,
mais acasalamentos elas tém (Bezzerides 2004). Estudos em laboratério mostraram que fémeas
que ndo acasalam sdo mais longevas que fémeas que acasalaram ao menos uma vez, sugerindo
um gasto energético da producdo de ovos (Bezzerides et al 2008).

Os machos passam “um presente nupcial” durante a copula: espermatdforo contém, além
de esperma, APs e nutrientes (LaMunyon & Eisner 1994, Rossini et al 2001). Estes alcaldides
recebidos dos machos sédo utilizados pelas fémeas para proteger seus ovos quimicamente e repor
suas reservas (Gonzalez et al 1999). E importante salientar que fémeas podem utilizar APs
doados por diferentes machos para proteger a prole de um macho diferente (Bezzerides & Eisner
2002).

Aparentemente os nutrientes recebidos dos machos também possibilitam que a fémea
aumente sua producdo de ovos, com um aumento de fecundidade de 15% para cada copula
realizada (desde que os machos sejam virgens) (LaMunyon 1997). Este aumento deve estar
relacionado a quantidade de nutrientes que a fémea recebe por copula, visto que em uma Unica
cdpula ela obtém todo o esperma que precisa para fecundar seus ovos (Bezzerides et al 2008).

Estudos mais recentes contradizem este aumento de fecundidade, pois mostram que o
namero de machos com quem a fémea acasala e se estes sdo ou ndo aparentados dela ndo
interferem na producdo de ovos. A explicacdo para a contradicdo entre estes estudos pode estar
na maneira como 0s experimentos recentes foram feitos: 0s machos apresentados para as fémeas

haviam copulado ha duas noites, logo, seus espermatéforos eram pequenos e tinham menos
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nutrientes (Bezzerides et al 2008). Machos precisam de seis a sete dias entre copulas para passar
espermat6foros de tamanho maximo durante a préxima cépula (LaMunyon & Eisner 1994). O
macho pode passar, em média, o equivalente a 10% de sua massa corpérea para a fémea (pelo
menos nos acasalamentos iniciais) (LaMunyon 1997).

Fémeas de U. ornatrix preferem machos maiores para acasalar, e com isso conseguem
beneficios diretos e indiretos. Com machos maiores, a fémea garante mais APs para proteger a si
mesmo e a seus ovos de predadores (beneficio direto; Dussourd et al. 1988; Gonzalez et al.
1999), consegue mais nutrientes aumentando sua fecundidade (beneficio direto; LaMunyon
1997), e genes que determinam maior tamanho corporal (beneficio indireto; lyengar & Eisner
1999a). O tamanho corporal é herdavel, logo, fémeas que acasalam com machos maiores terdo
filhos grandes, que terdo mais sucesso na coorte e filhas grandes que poderdo ovipor mais
(lyengar & Eisner 1999b).

A selecdo sexual em U. ornatrix é tanto pré- como pos-copulatéria. As fémeas utilizam
indicativos de altos niveis de APs nos machos para selecionar com quem ira copular (Dussourd
1991). Um indicativo da quantidade de APs é a producdo e liberacdo de feroménios pelos
machos (Conner et al. 1981; lyengar et al. 2001). Os machos utilizam parte dos APs obtidos
durante sua fase larval para produzir um feromdnio de coorte, hidroxidanaidal (HD). Quando
encontra uma fémea (que produz um feromonio de longo alcance que ndo envolve APs, Conner
et al 1980), o macho libera seu feromonio HD a partir da coremata, duas estruturas evertidas
durante as interacbes pré-cépula (Conner et al 1981). Estudos feitos em laboratério
demonstraram que a quantidade de HD dos machos é correlacionada com sua massa corpérea,
massa de espermatoforo, APs transferidos para espermat6foro e quantidade de APs sistémicos

(Conner et al. 1990; Dussourd et al. 1991). Além da quantidade de APs, aparentemente a
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experiéncia dos machos também pode ser importante para 0 sucesso em conseguir uma cépula.
Experimentos em laboratorio mostraram que machos que ja haviam copulado duas vezes eram
preferidos por fémeas em relagdo a machos virgens (lyengar 2009).

A selecdo pds-copulatéria se da pelo tamanho dos espermat6foros dos machos, pois as
fémeas selecionam esperma de espermat6foros maiores para fecundar seus ovos (LaMunyon &
Eisner 1993 e 1994). A selecdo de machos maiores utilizando como critério o tamanho do
espermatdforo pode “enganar” a fémea. O tamanho do espermat6foro € proporcional ao tamanho
do macho, mas apds uma copula uma espermateca de tamanho maximo so é produzida apos seis
ou sete dias, sendo assim, machos virgens menores podem ganhar a competicdo com machos
maiores caso estes tenham copulado poucos dias atras. Geralmente, um macho é pai de toda a
prole ou de nenhuma parte dela, tanto em experimentos de laboratorio quanto em pares que
foram coletados no campo copulando (LaMunyon, 1994; LaMunyon & Eisner, 1993). Essa
caracteristica da reproducdo de U. ornatrix pode ocasionar elevada endogamia na prole de uma
fémea, pois mesmo copulando com muitos machos, ela pode acabar utilizando apenas o esperma
de um macho aparentado para fecundar seus évulos.

O controle realizado pela fémea sobre o esperma que ira utilizar para fecundar seus ovos
¢ feito muscularmente em dois 6rgaos de seu trato reprodutivo: a espermateca e a pseudobursa
(LaMunyon & Eisner 1993; Curril & LaMunyon 2006). Fémeas de U. ornatrix armazenam
menos esperma do que recebem em suas multiplas copulas, principalmente quando a copula foi
com machos menores. Ainda segundo Curril & LaMunyon (2006), o esperma rejeitado pode ser
digerido na pseudobursa ou expelido da espermateca.

As fémeas de U. ornatrix aparentemente ndo conseguem distinguir machos aparentados

de ndo aparentados (Bezzerides 2004) e também ndo distinguem machos com quem ja acasalou



12

de machos com quem ainda ndo acasalou (Bezzerides et al 2008). Essas caracteristicas ajudam a
explicar a endogamia encontrada por Bezzerides et al (2004) no primeiro trabalho que tratou de
estrutura genética da espécie, em populacGes da Flérida, EUA. O fato de ndo conseguir distinguir
entre machos aparentados de ndo aparentados pode ser mais um motivo que explica a poliandria
da espécie, pois ao acasalar diversas vezes as fémeas garantem que pelo menos algum de seus
parceiros ndo seja seu parente e tenha um esperma compativel, evitando homozigose de alelos
recessivos e prejudiciais.

Apesar de U. ornatrix ter seu sistema de acasalamento muito estudado, poucos estudos
foram feitos com a finalidade de elucidar seus efeitos na variabilidade genetica da espécie.
Tendo em mente essa auséncia de informacdo, o presente trabalho teve por objetivo conseguir

informacGes sobre a variabilidade genética de populacdes de U. ornatrix no Estado de Séo Paulo.

2. Objetivos

1. Determinar a estrutura genética em U. ornatrix no Estado de Sado Paulo e 0s processos

responsaveis por essa estrutura.

2. Testar se ha correlacdo entre distancias geograficas e diferencas genéticas entre as populactes
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3. Material e Métodos

3.1. Locais de coleta

Para determinar a estrutura genética de Utetheisa ornatrix foram coletadas 10 populacbes
da espécie no Estado de Sdo Paulo (Figura 1). As coletas foram realizadas em dias sem chuva
nos meses de fevereiro e marco de 2008 e 2009 (Tabela 1). As populagdes Campinas I, Mogi
Guacu, Pirassununga, Jardindpolis e Porto Feliz foram coletadas durante a manhad (9-11h), as
populacdes Campinas I, Rincdo e Rafard durante a tarde (15-17h), a populacio Aguas de
Linddia foi coletada no final da tarde (ap0s 16:30h até escurecer), e a populacdo Picinguaba foi

coletada ao longo do dia.

Figura 1. Mapa dos locais de coleta das 10 populac6es de Utetheisa ornatrix. 1 = Jardindpolis, 2
= Rincdo, 3 = Pirassununga, 4 = Mogi Guagu, 5 = Aguas de Linddia, 6 = Campinas II, 7 =

Campinas I, 8 = Rafard, 9 = Porto Feliz, 10 = Picinguaba



Tabela I. Locais e época de coleta de adultos de Utetheisa ornatrix no Estado de S&o Paulo.

Local Coordenadas Ne individuos coletados (3/9) Més/ano
Campinas | 22°44°S - 47°03°0 11/20 02/08
Campinas Il 22°51°S - 47°04°0 8117 02/08
Picinguaba 23°22°S - 44°50°0 7116 03/08
Aguas de Linddia  22°26°S - 46°35°0 0/15 03/09
Mogi Guacu 22°25°S - 46°54°0 11/11 03/09
Pirassununga 21°59°S - 47°29°0 5/6 03/09
Jardindpolis 21°02°S - 47°49°0 10/10 03/09
Rincéo 21°37°S - 48°01°0 81/12 03/09
Rafard 23°03°S - 47°35°0 8/13 03/09
Porto Feliz 23°13’S - 47°28°0 10/10 03/09

Individuos adultos foram coletados utilizando rede entomoldgica em areas abertas que
apresentavam varias plantas do género Crotalaria. As areas de Campinas | e Il, Picinguaba,
Pirassununga, Jardindpolis e Rincdo apresentavam Crotalaria pallida e C. lanceolata; as areas
de Mogi Guacu e Pirassununga apresentavam C. micans; Rafard apresentava C. trichotoma e
Porto Feliz apresentava C. trichotoma, C. pallida e C. lanceolata. O fato de terem sido
encontradas apenas essas espécies de Crotalaria nos locais de coleta ndo significa que existiam
necessariamente apenas estas espécies localmente, porém, os individuos coletados estavam

nessas plantas.
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Os insetos foram mantidos vivos em sacos plasticos com bastante ar até serem levados
para o laboratério onde foram colocados no freezer e armazenados em &lcool 95% a temperatura
de -18°C por 12 horas. Todos os individuos tiveram seu sexo determinado pela forma de seu
abdémen de acordo com Travassos (1946) e suas asas destacadas antes da extracdo de DNA para

posterior analise de morfometria que seré feita futuramente.

3.2. Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o Kit Wyzard® (Promega). O torax foi macerado
individualmente em 600l da solugédo de lise de nucleo; o macerado permaneceu a 65°C por 12
horas. Em seguida o material foi colocado em temperatura ambiente por 5 min; 200ul da solucéo
de precipitacdo de proteinas foram acrescentados e o produto foi mantido em gelo por 5 min. O
tubo foi centrifugado a 18000 G por 6 min a 24°C e o sobrenadante foi separado em um novo
tubo, ao qual foi acrescentado 600ul de alcool isopropilico e permaneceu a -84°C por 1h. Em
seguida os tubos foram deixados em temperatura ambiente até que descongelassem e foram
centrifugados a 18000 G por 4 min a 24°C. Os sobrenadantes foram descartados, 600l de alcool
etilico 70% foram acrescentados e o tubo foi centrifugado 18000 G por 3 min a 24°C e o
sobrenadante descartado. O precipitado resultante secou em temperatura ambiente e foi
reidratado com 50ul da solucdo de reidratacdo de DNA. Apds 15 minutos o DNA purificado foi

armazenado a -18°C para evitar degradacdo do material.
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3.3. Amplificagdo do DNA

Para as amplificagdes do DNA foram utilizados os iniciadores obtidos do trabalho de
Bezzerides et al (2004). Foram testadas diversas concentracdes dos tampdes AE (Quiagen) e de
PCR (Invitrogen), DNA, dNTP, MgCl; e iniciadores. Para os loci Utor10 e Utor28 também foi
tentado utilizar BSA e DMSO. Também foram testadas variagdes na temperatura e nimero de
ciclos de anelamento e na temperatura de extensdo final. As amplitudes das variacdes de

concentracdes de reagentes e de temperatura de anelamento e extensdo final estdo na Tabela Il.
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Tabela 1l. Volumes dos reagentes (pl) utilizados nas padronizagbes dos protocolos de

amplificacdo de DNA de U. ornatrix utilizando os iniciadores Utor2, Utor7, UtorTAC1, Utorl0

e Utor28 (Bezzerides et al 2004). O volume final de cada reacéo era de 25 pl.

Variaveis Utor2 Utor7 UtorTAC1 Utor10 Utor28
Agua MilliQ * * * * *
Tampédo AE 1,7 1,7 1,7 15-19 15-19
Tamp3o PCR (10X) 2,5 2,5 2,5 2,0-27 2,0-27
MgCl, (50mM) 0,85-1,2 08-1,3 0,75-1,3 0,75-1,3 0,75-1,3
dNTP (10mM) 1,0 1,0 1,0 085-12 0,85-1,2
Iniciador Foward (10uM) 1,0 1,0 1,0 08-1,0 0,8-1,0
Iniciador Reverse (10uM) 1,0 1,0 1,0 08-1,0 0,8-1,0
Taq polimerase (5U/ul) 0,2 0,2 0,2 0,15-0,2 0,15-0,2
DNA 08-1,2 08-11 08-1,3 0,75-2,5 0,75-25
BSA (0,1%) - - - 05-1,0 0,5-1,0
DMSO - - - 08-1,2 0,8-1,2
Temp. de anelamento (°C) 48 -51 48 - 52 48 - 55 45 - 55 45 - 55
N° de ciclos 35 35 35 30-35 30-35
Extensdo final (°C) 72 72 72 70-72 70-72

* O volume de 4gua MilliQ acrescentado nas reacOes era exato para completar os 25ul de cada

reacdo
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3.4. Determinacao dos tamanhos dos fragmentos

Os produtos da amplificacdo foram aplicados em géis de acrilamida 6% e foi realizada
corrida eletroforética em solucdo tampdo TE 1X, 100V durante 6 horas. Além dos produtos das
amplificacdes também foi aplicado no gel um marcador de 50 pares de bases (Invitrogen®) para
referéncia de tamanhos dos fragmentos. Apds a eletroforese, os géis foram diafanizados e
fotografados para serem analisados visualmente. A migragdo das bandas obtidas tiveram suas
distancias percorridas no gel medidas com o auxilio do programa CorelDRAW XIII® e os
tamanhos dos fragmentos foram determinados utilizando o programa DNAfrag (Schaffer &

Sederoff, 1981).

3.5. Analise dos resultados

As heretozigosidades esperadas foram calculadas utilizando o programa Genetix (Belkhir
et al 1996-2004). Os niveis de estruturacdo populacional foram avaliados por estatisticas F
(Wright 1965) utilizando o estimador 6 de Weir & Cockerham (1984), com o programa Fstat
(Goudet 2001), que também foi utilizado para o calculo de riqueza alélica. O numero de
migrantes por geracdo (fluxo génico, Nm) foi calculado pelo método de alelos exclusivos
(Barton & Slatkin 1986) utilizando o programa Genepop (Raymond & Rousset 1995, Rousset
2008). Foi testado se as populacdes estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando o
método de Haldane (1954) e Guo & Thompson (1992) com o programa Genepop.

Como alelos nulos sdo frequentemente encontrados quando se trabalha com

microssatelites em Lepidoptera, foi feito uma estimativa da frequencia de alelos nulos nas
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populagdes utilizando o algoritmo de EM (Dempster et al 1977). Em seguida as estimativas 6 de
Weir & Cockerham (1984) foram recalculadas utilizando o método para alelos nulos no
programa FreeNA (Chapuis & Estoup 2007).

Como algumas populacdes estdo muito proximas geograficamente, foi feita nova anélise
unindo as populagdes separadas por menos de 50 km: Campinas | e Campinas I, Mogi Guagu e
Aguas de Lindoia, Rafard e Porto Feliz. Nesse caso, as distancias geograficas foram calculadas
tomando as médias das distancias das populacfes originais em relacdo as demais.

Foi testado se ha correlacdo entre as distancias geogréaficas e diferencas genéticas por
meio de um teste de Mantel (1967) utilizando os valores de Fsr e a distancia geogréafica entre os
pares de populagOes através do programa Genetix. As distancias geograficas entre os locais de
coleta foram calculadas utilizando o programa Google Earth® e os valores de Fsr entre pares de

populacdes foram obtidos com o programa Fstat (Goudet 2001).
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4, Resultados

4.1. Loci utilizados
Apenas as reacoes de amplificacdo de DNA com os iniciadores Utor2, Utor7 e UtorTAC1
foram bem sucedidas. Os iniciadores Utor10 e Utor28 ndo puderam ser utilizados porque no foi

conseguida uma padronizacao das reacoes de amplificacéo.

4.2. Diversidade genética dentro das populacées
O numero de individuos genotipados de cada populacdo e o numero de alelos
encontrados em cada um dos trés loci utilizados estdo na Tabela I111. A riqueza alélica encontra-se

na Tabela V.



Tabela I11. Numero de alelos encontrados para cada locus

individuos genotipados (N).
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em cada populacdo e numero de

Populacéo Utor2 Utor7 UtorTACL1 N
Campinas | 19 14 11 28
Campinas Il 16 13 13 25
Picinguaba 16 11 9 23
Aguas de Linddia 7 5 8 15
Mogi-Guacu 12 11 9 22
Pirassununga 6 8 4 9
Jardindpolis 9 12 9 20
Rincéo 14 11 9 20
Rafard 16 12 8 21
Porto Feliz 14 12 12 20




Tabela V. Riqueza alélica encontrada para cada locus em cada populagéo.
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Populacéo Utor2 Utor7 UtorTACL1
Campinas | 10,85 8,05 8,15
Campinas |1 10,27 9,24 9,30
Picinguaba 10,40 7,68 6,78
Aguas de Linddia 6,12 4,49 6,69
Mogi-Guacu 8,41 7,53 7,31
Pirassununga 5,87 8,00 3,99
Jardindpolis 6,95 8,70 6,34
Rincéo 9,04 7,39 7,05
Rafard 9,78 8,72 6,42
Porto Feliz 9,98 8,69 8,15

A média de heterozigosidade para todas as populacdes é 0,347 (D.P. = 0,102) e em todas

had uma grande deficiéncia de heterozigotos (Tabela V). Nenhuma populacdo se encontra em

equilibrio de Hardy-Weinberg (Aguas de Lindéia: y* = 25.167, p < 0,001; todas as demais: y* =

o , p = altamente significativo). O valor de Fs foi elevado e significativo em todas as popula¢tes

(Tabela V1).



Tabela V. Heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho).

Populacéo Utor2 Utor7 UtorTAC1 Geral
He Ho He Ho He Ho He Ho

Campinas | 0,923 0,346 0,836 0500 0,879 0536 0,879 0,461
Campinas Il 0,915 0,200 0,900 0,440 0,902 0,200 0,906 0,280
Picinguaba 0,916 0,318 0,840 0,333 0,829 0,087 0,862 0,246
Aguas de Lindéia 0,764 0,0 0,660 0,067 0,822 0,400 0,749 0,156
Mogi-Guagu 0,877 0,18 0,822 0,636 0853 0591 0,851 0,470
Pirassununga 0,734 0,222 0,836 0500 0,623 0,667 0,731 0,463
Jardinopolis 0,804 0,150 0,875 0,550 0,816 0,300 0,832 0,333
Rincéo 0,875 0,200 0,791 0,650 0,822 0,250 0,830 0,367
Rafard 0,897 0,238 0,886 0,400 0,823 0,333 0,869 0,324
Porto Feliz 0,907 0,263 0,876 0,300 0,854 0550 0,879 0,371
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Tabela VI. Valores de Fis em cada populagéo para os loci Utor2, Utor7, UtorTACL e o Fis geral.

Populacéo Utor2 Utor7 UtorTAC Geral
Campinas | 0,637 0,418 0,406 0,499*
Campinas |1 0,789 0,526 0,786 0,701*
Picinguaba 0,666 0,619 0,900 0,726*
Aguas de Linddia 1,000 0,905 0,538 0,805*
Mogi-Guagu 0,801 0,248 0,328 0,466*
Pirassununga 0,726 0,456 -0,011 0,419*
Jardindpolis 0,822 0,393 0,648 0,615*
Rincéo 0,782 0,203 0,709 0,575*
Rafard 0,746 0,566 0,611 0,642*
Porto Feliz 0,723 0,672 0,378 0,595*

*valores significativos (p < 0,05)

4.3. Fluxo génico
A frequéncia media de alelos exclusivos foi de p(1) = 0,049. O nimero de migrantes por

geracdo encontrado foi de 2,813.

4.4. Alelos nulos

As estimativas de frequéncia de alelos nulos utilizando o algoritmo de Dempster et al

(1977) para cada loci em cada populacdo e geral encontram-se na Tabela VII. As freqiiéncias

estimadas encontradas sdo elevadas e préximas as encontradas dentro do grupo Lepidoptera.
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Porém, a quantidade de individuos “homozigotos nulos” encontrada ¢ bem menor do que a
esperada se as estimativas dos alelos nulos estiverem corretas. Foram encontrados apenas quatro
individuos homozigotos nulos para o locus Utor2, cinco individuos para o locus Utor7 e nenhum
para 0 locus UtorTACL. Dessa forma, a presenca de alelos nulos pode ndo ser tdo importante

para os loci estudados.

Tabela VII. Estimativa de freqiéncias de alelos nulos para cada locus e cada populacdo

utilizando o algoritmo EM (Dempster et al 1977) (entre parénteses estd o I.C. para as populacdes

e desvio-padrdo para a frequéncia nos trés loci).

Populacéo Utor2 Utor7 UtorTAC1
Campinas | 0,301 (0,211-0,393) 0,169 (0,082-0,277) 0,183 (0,099 - 0,289)
Campinas 11 0,396 (*) 0,269 (0,170 - 0,404) 0,392 (*)

Picinguaba 0,336 (0,239-0,425) 0,277 (0,173-0,384) 0,045 (*)

Aguas de Linddia
Mogi-Guacu
Pirassununga
Jardindpolis
Rincéo

Rafard

Porto Feliz

Frequéncia loci

0,435 (0,390 - 0,458)
0,371 (0,279 - 0,443)
0,305 (*)
0,396 (*)
0,359 (0,266 - 0,438)
0,347 (0,255 - 0,429)

0,339 (0,236 - 0,432)

0,358 (+ 0,042)

0,362 (*)
0,095 (0,021 - 0,211)
0,184 (*)
0,175 (0,081 - 0,305)
0,023 (*)
0,258 (0,154 - 0,372)

0,335 (0,238 - 0,424)

0,218 (+ 0,105)

0,231 (0,111 - 0,364)
0,144 (0,055 - 0,270)
0,045 (1,0x10™ - 0,238)
0,281 (0,180 - 0,380)
0,318 (0,210 - 0,415)
0,272 (0,165 - 0,379)

0,045 (0,062 - 0,284)

0,196 (+ 0,124)

* intervalo de confianga ndo disponivel
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4.5. Diferenciagao entre populacdes

O valor de Fsrpara o locus Utor2 foi 0,032, para o locus Utor7 foi de 0,032 e para o locus
UtorTACL1 foi de 0,034. O valor de Fst multilocus entre todas as populag6es foi 0,033 (1.C. 95%
= 0,032 - 0,0338). Considerando a presenca de alelos nulos o valor de Fst para o locus Utor2 foi
0,020, para o locus Utor7 foi 0,028, para o locus UtorTAC1 foi 0,033 e 0 Fst multilocus foi
0,027.

Os valores de Fst (0) entre pares de populagdes sem considerar alelos nulos estdo na
Tabela VIII. J& os valores de Fst (0) entre pares de populagdes considerando a presencga de alelos
nulos esta na Tabela IX. Em ambas as tabelas os menores valores sdo os encontrados entre as
populacdes Campinas | e Il com as demais e 0s maiores valores sdo 0s encontrados entre as

populacdes Pirassununga e Aguas de Linddia com as demais.
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Tabela VI11. Valores de Fst entre pares de populagdes sem considerar alelos nulos (AL = Aguas

de Linddia; PIR = Pirassununga; RAF = Rafard; MOG= Mogi Guagu; POR = Porto Feliz; PIC =

Picinguaba; RIN = Rincdo; CAl = Campinas I; JAR = Jardinopolis; Cll = Campinas II).

AL PIR RAF MOG POR PIC RIN CAl JAR
PIR 0,125*
RAF 0,042 0,078
MOG 0,060* 0,092 0,032*
POR 0,064 0,078 0,008  0,031*
PIC 0,051 0,052 0,039* 0,038* 0,013
RIN 0,037 0,105 0,050* 0,054* 0,018 0,006
CAl 0,029 0,082 0,016 0,027 0,008 0,012 0,003
JAR 0,099 0,097 0,011 0,056* 0,010 0,039 0,040 0,026
Cll 0,060* 0,072 0,027 0,023 -0,004 0,008 0,008 0,008 0,026

* Valores significativos (p < 0,05, valores de p obtidos ap6s 900 permutaces)
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Tabela IX. Valores de Fs entre pares de populagdes considerando alelos nulos (AL = Aguas de

Lindoia; PIR = Pirassununga; RAF = Rafard; MOG= Mogi Guagu; POR = Porto Feliz; PIC =

Picinguaba; RIN = Rincdo; CAl = Campinas I; JAR = Jardinopolis; Cll = Campinas II).

AL PIR RAF MOG POR PIC RIN CAl JAR
PIR 0,109
RAF 0,022 0,082
MOG 0,043 0,089 0,029
POR 0,039 0,079 0,010 0,028
PIC 0,029 0,073 0,026 0,032 0,009
RIN 0,021 0,102 0,044 0,060 0,021 0,012
CAl 0,013 0,082 0,015 0,023 0,008 0,006 0,003
JAR 0,056 0,087 0,006 0,043 0,005 0,016 0,029 0,016
Cll 0,039 0,095 0,021 0,030 0,004 0,008 0,015 0,006 0,017

4.6. Correlacdo entre distancia geografica e diferencas genéticas

O teste de Mantel correlacionando diferenca genética e distancia geografica nao

apresentou valor significativo (Z = 505,09; p = 0,62) (Figura 2a). Um novo teste de Mantel foi

feito apds unido das populacbes que estdo separadas por menos de 50 km e os valores tambem

ndo foram significativos (Z = 264,44; p = 0,84) (Figura 2b). Dessa forma, ndo ha correlacdo

entre distancia geogréfica e diferencas genéticas entre essas populacdes.
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Figura 2. (a) Relacdo entre a distancia geografica (Km) entre pares de populacbes e suas

respectivas diferencas genéticas (0). (b) Relacdo entre a distancia geografica (Km) entre pares de

OTUs (populagbes com distancia inferior a 50km unidas) e suas respectivas diferencas genéticas

(0).
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5. Discussao

O numero de alelos encontrados dentro das populacdes foi elevado para os trés loci em
todas as populacdes, exceto Aguas de Linddia e Pirassununga (que si0 as menores amostras).
Em Aguas de Lindéia a riqueza alélica foi baixa para Utor2 e Utor7, em Pirassununga foi baixo
para Utor2 e UtorTACL. Apesar de ndo terem sido estimados a quantidade de plantas-
hospedeiras e o tamanho populacional de mariposas, aparentemente nestas duas localidades
havia poucas plantas-hospedeiras e a visualizagdo de mariposas foi inferior a outras localidades.
A menor visualizacdo de mariposas pode indicar que as populacdes eram menores e explicaria
esse menor nimero de alelos encontrados.

O namero de alelos encontrados em cada uma das oito populagdes restantes sao proximos
aos encontrados por Bezzerides et al (2004), que utilizou os mesmos iniciadores, poréem, em uma
amostragem de 105 individuos. Logo, possivelmente o esforco amostral das coletas foi suficiente
para representar adequadamente as diversidades genéticas de cada populagéo.

Foi constatada uma grande diferenca entre as heterozigozidades observada (Ho) e
esperada (He), o que mostra que nenhuma das populacdes estava em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Os valores de Ho e He encontrados sdo parecidos com os obtidos por
Bezzerides et al (2004) em sua populacdo de U. ornatrix, que ndo estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) para os loci Utor2, Utor7 e UtorTACL.

Os resultados encontrados mostram valores de Fs elevados, ou seja, populacbes com
elevada proporcdo de individuos homozigotos para os loci utilizados. Os dois valores extremos
de Fis sd0 os encontrados em Pirassununga (0,419) e Aguas de Lindoia (0,805), que sdo as

menores amostras. Porém, as duas maiores amostras, Campinas | e Campinas Il, também estéo
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proximas dos valores extremos (respectivamente, 0,499 e 0,701), entdo o tamanho da amostra
pode n&o ter influenciado nos valores de Fs.

Foi encontrada baixa estruturacdo genética para Utetheisa ornatrix. Os valores de Fsr
encontrados para cada um dos trés loci utilizados sdo proximos entre si e proximos do valor de
Fst encontrado quando os trés loci sdo utilizados conjuntamente (0,032 para Utor2 e Utor7,
0,034 para UtorTAC1 e 0,0328 para os trés loci unidos). Porém, apesar de a estruturacdo
genética ser baixa, ela é significativa (Fst = 0,0328, I.C. 95% = 0,03205 - 0,03384), mostrando
que existe alguma diferenciacdo entre as populacdes. Porém, a estruturagcdo genética encontrada
ndo estad correlacionada com a distancia geogréafica entre as populagdes, mas concentrada nas
populacdes de Aguas de Linddia, Pirassununga e Mogi Guacu (Tabela VII).

O cenério descrito pelos resultados mostra populacdes de U. ornatrix com grande
deficiéncia de heterozigotos e uma baixa estruturacdo genetica que ndo é explicada pela distancia
geografica. A deficiéncia de heterozigotos e desvios do EHW em U. ornatrix ja haviam sido
encontrados por Bezzerides et al (2004), que levantou duas hipdteses para explicar seus
resultados: presenca de alelos nulos e endogamia nas populacées.

Apesar da baixa freqiiéncia de homozigotos nulos encontrados, alelos nulos séo
frequentemente encontrados quando se trabalha com microssatélites em Lepidoptera, logo, é uma
hipdtese plausivel para explicar pelo menos parte da elevada deficiéncia de homozigotos e do
desvio do EHW (Meglécz & Solignac 1998; Williams et al. 2003, Harper et al 2003, Meglecz et
al 2004). Porém, a maior parte da deficiéncia de heterozigotos e desvios do EHW pode estar
relacionada com o comportamento reprodutivo de U. ornatrix e sua dinamica populacional.

Fémeas de U. ornatrix copulam com diversos machos, porém, ndo distinguem machos

aparentados de machos ndo aparentados, nem machos com quem ja copulou de machos com
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quem ndo copulou, e utilizam o esperma de poucos machos para a fecundacéo (Bezzerides et al
2004, Bezzerides & Endler 2008). Normalmente individuos de U. ornatrix permanecem toda a
sua vida em uma mesma mancha de vegetacdo; logo, muitas vezes grande parte ou mesmo a
totalidade da prole pode ser resultado de uma copula entre individuos aparentados, o que é
chamado de microestrutura populacional. Como fémeas escolhem machos maiores e ovipdem
mais ovos, e 0 tamanho corpéreo é uma caracteristica herdavel, é provavel que individuos
grandes que copulem sejam irmaos. Além disso, U. ornatrix é dependente de Crotalaria para
todo o seu ciclo de vida e manchas desta planta sdo constantemente eliminadas por queimadas e
por corte. Essa dinamica local pode manter pequenas as populagdes locais da mariposa, dessa
forma a chance de acasalamento entre individuos aparentados é provavel, o que poderia explicar
a endogamia encontrada nas populagdes do presente trabalho e de Bezzerides et al (2004).

Com relagdo a estrutura genética da espécie, os valores de Fst entre populacfes pareadas
(Tabela VII) mostram que Mogi Guacu, Rafard, Aguas de Linddia e Pirassununga sio as
populacdes mais diferenciadas geneticamente entre as dez utilizadas neste trabalho. Mogi Guacu
apresenta diferencas genéticas significativas com sete populacdes, enquanto que Aguas de
Linddia e Pirassununga apresentam diferencas significativas entre si e com mais trés populacées
cada. Rafard também apresenta diferencas genéticas significativas com quatro populacdes.

Aguas de Linddia e Pirassununga sdo as populacdes com maiores valores de Fsr
pareados. A maior estruturacdo encontrada nessas duas popula¢fes pode ser resultado de seus
tamanhos populacionais. Devido a menor visualizacdo de mariposas e plantas-hospedeiras nessas
duas localidades, foi sugerido que essas duas populacdes sdo as menores entre as 10 amostradas.
Se realmente estas populagdes sdo as menores, elas sdo as mais suscetiveis aos efeitos de deriva

genética, o que explica sua maior diferenciacdo em relago as outras.
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A estruturacdo encontrada em Mogi Guagu e Rafard € inesperada, pois as caracteristicas
dessas populagBes sdo similares as demais (exceto Aguas de Linddia e Pirassununga). Seu
tamanho amostral € parecido com Porto Feliz, Rincdo e Jardinépolis, e ndo tdo menor que
Campinas | e 1. A Unica diferenca aparente entre Mogi Guacu, Rafard e as demais populacdes
amostradas € a espécie de Crotalaria avistada no local. Enquanto que na maioria dos locais de
coleta as plantas-hospedeiras avistadas eram C. lanceolata e C. pallida, a espécie encontrada em
Mogi Guagcu era C. micans, que também foi a encontrada em Aguas de Lindoia, e a espécie
encontrada em Rafard era C. trichotoma. N&o foi feito nenhum teste para confirmar se as
mariposas encontradas em cada local utilizaram apenas as espécies de Crotalaria avistadas
durante as coletas. Porém, os resultados desse trabalho mostraram que onde haviam plantas-
hospedeiras diferentes, havia alguma estruturacéo genética das populacdes de U. ornatrix.

Originalmente U. ornatrix se alimentava das espécies de Crotalaria nativas das
Américas, mas atualmente sua principal planta-hospedeira em diversos locais € C. pallida, uma
espécie africana que foi introduzida no século XVI e se espalhou por todo o continente (Ferro
2001). Talvez o uso de uma espécie hospedeira diferente dificulte o acasamento de individuos da
populacdo de Mogi Guacu e Rafard com individuos de outras regides, o que resulta na
estruturacdo genética encontrada. Ja foram encontradas evidéncias de adaptacdo local de U.
ornatrix a sua planta-hospedeira: machos e fémeas apresentaram desempenhos diferentes quando
utilizaram plantas-hospedeiras de localidades diferentes das que nasceram (Cogni & Futuyma
2008).

Insetos herbivoros apresentam forte associacdo com suas plantas-hospedeiras, tanto para
alimentacdo como habitat primario. Mudancas de planta hospedeira podem causar mudancas de

comportamento e diminuir as oportunidades de acasalamento entre individuos que nasceram em
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plantas de espécies diferentes (Egan et al 2008, Grace et al 2010). A utilizagdo de plantas-
hospedeiras diferentes por uma mesma espécie de herbivoro pode ser importante para a sua
estrutura genética, como é o caso da mariposa Prodoxus coloradensis (Drummond et al 2010).
A variacdo genética entre populacdes de Prodoxus coloradensis esta relacionada com a planta-
hospedeira que é utilizada localmente, o que indica 0 comeco de um processo de isolamento
reprodutivo, o que pode estar acontecendo com U. ornatrix.

As demais populagbes de U. ornatrix apresentam valores baixos e ndo significativos de
Fst pareados, o que, juntamente com o Fst geral encontrado, mostra que a espécie apresenta
baixa estruturacdo genética. Baixa estruturacdo genética € encontrada para diversas espécies de
mariposas e a hipdtese levantada para justificar este fato é a capacidade de vbo destes
organismos que permite que haja grande fluxo génico (Endersby et al 2006).

Manchas de Crotalaria sdo comuns em ambientes perturbados, como pastos e
acostamentos de estradas (Lorenzi 1982), o que pode permitir que haja conexdo entre populacoes
distantes de U. ornatrix. Levando em conta a habilidade de véo de U. ornatrix, seu tempo de fase
adulta e a grande quantidade de manchas de Crotalaria no Estado de Sdo Paulo ¢é cabivel que
alguns individuos migrem e se reproduzam em areas vizinhas ou mesmo separadas por longas
distancias. A migracdo para outras manchas poderia ocorrer, por exemplo, quando ha escassez de
recursos no local onde os individuos nasceram ou passivamente por individuos que
acidentalmente entrem em veiculos que passam por essas estradas proximas as manchas de
Crotalaria.

A escassez de recursos para U. ornatrix pode ser comum visto que manchas de
Crotalaria sdo eliminadas por ac¢do antropica constantemente. N&o havendo a planta-hospedeira

0s adultos devem migrar para se reproduzir. Havendo fluxo génico suficiente as populagdes ndo
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se diferenciam e ndo ha estruturacdo genética entre elas. O teste de Mantel ndo mostrou
correlacdo entre diferencas genéticas e distancia geogréafica entre as populagbes utilizadas no
trabalho, o que também sugere que U. ornatrix consegue dispersar por grandes distancias.

Baixa estruturacdo genética e alta endogamia foram encontradas para a mariposa
Grapholita (=Cydia) molesta (Torriani et al 2010). Essa mariposa é tida como praga de culturas
e seu manejo é feito muitas vezes através do uso de pesticidas. Uma populacdo que ficou dois
anos sem manejo apresentou Fs igual a 0,039, enquanto que para outras duas populacbes que
ndo tiveram o manejo interrompido os Fis foram proximos a 0,2 e a 0,3. Estes numeros indicam
que populacdes que ndo podem aumentar muito seu tamanho acabam sendo mais endogamicas, o
que pode acontecer nas populagdes de U. ornatrix quando as manchas de vegetacdo em que se
encontram s&@o destruidas por acdo antrépica. Outro dado apresentado por Torriani et al (2010) é
o efeito fundador na populacdo que apresenta 0 menor tamanho efetivo dentre as amostradas.
Esta populacdo era uma das que apresentava maior valor de Fs.

Grapholita (=Cydia) molesta assim como U. ornatrix, tem grande distribuicdo geogréafica
e € considerada praga agricola. Torriani et al (2010), utilizando microssatélites, encontrou
estruturacdo genética semelhante (Fst = 0,042) a encontrada em U. ornatrix e auséncia de
correlacdo entre distancia geografica e diferencas genéticas. Uma explicacdo para a baixa
estruturacdo genética é o fato que as populacdes de G. molesta estdo proximas de estradas, o que
poderia causar uma dispersdo passiva atravées de veiculos. Esse fluxo génico através de dispersao
passiva foi hipotetizado em um estudo com esta espécie na Africa do Sul (Timm et al 2008) e
outro na América do Sul (Fuentes-Contreras et al 2008), pois em ambos 0s casos populacées
separadas por mais de 100km apresentavam baixa diferenciacdo genetica.

Outra hipdtese levantada para explicar essa baixa estruturacdo em G. molesta € o
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comportamento de oviposigdo das fémeas: normalmente ovipdem em seu local de nascimento,
mas quando h& escassez de recursos elas tendem a dispersar para oviporem (Hughes & Dorn
2002, Hughes et al 2004). Assim como as fémeas de G. molesta, 0 comportamento de oviposicao
de U. ornatrix pode resultar em baixa estruturacdo genética. A fémea de U. ornatrix ovipde em
grupos de poucos ovos por vez e durante varios dias, sendo possivel que ela possa copular com
machos de um local e ovipor em outro local, o0 que aumenta o fluxo génico e diminui as
diferencas genéticas entre as populacGes. Como existe grandes chances da fémea ter copulado
com um macho aparentado em sua mancha natal, a prole resultante dos primeiros ovos ovipostos
na nova mancha serd composta por individuos homozigotos, mantendo a deficiéncia de

heterozigotos na populagéo.
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6. Conclusdes e perspectivas

Utetheisa ornatrix € uma espécie que apresenta elevado déficit de heterozigotos dentro de
suas populagbes. Mesmo sendo uma espécie cuja fémea seja promiscua, essa promiscuidade ndo
reflete em diminuicdo da endogamia, possivelmente porque fémeas ndo evitam acasalamento
com machos aparentados e utilizam o esperma de poucos machos para se fecundar. Além disso,
as populagdes de Utetheisa ornatrix estdo sujeitas a constantes diminui¢cdes de tamanho devido a
perturbacGes antrépicas nas manchas de sua planta-hospedeira, 0 que acaba facilitando o
cruzamento entre individuos aparentados.

Em relacdo a estrutura genética de U. ornatrix, os resultados deste trabalho mostram que
a variabilidade genética da espécie esta bem distribuida entre as populagdes, 0 que aponta para
um cenario de grande fluxo génico. Esse elevado fluxo génico é explicado pela capacidade de
vbo dos adultos e tempo de vida dos individuos. As perturbacdes em manchas de Crotalaria
podem ser um estimulo para que haja mais dispersdo entre areas proximas e a disponibilidade de
plantas-hospedeiras por toda a regido estudada pode explicar a conectividade mesmo entre areas
distantes geograficamente.

Os resultados obtidos neste trabalho levantam questdes que podem ser respondidas em
trabalhos posteriores que estudem como uma populacdo de determinado local se comporta ao
longo do tempo (chegada de migrantes, mudangas do tamanho populacional, capacidade de
dispersdo). Neste trabalho poderia ser estudado como oscilacdes no tamanho populacional estdo
afetando geneticamente as populacdes, se ocorrem mudancas na diversidade genética da
populacdo ao longo do tempo.

Outra sugestdo para um trabalho futuro é testar se a espécie de Crotalaria em que o
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individuo nasce influencia na escolha de parceiros para acasalamento. Essa sugestdo € dada
porque no local onde foram coletadas duas das trés populacbes que apresentaram alguma

estruturacdo genética haviam espécies diferentes de planta hospedeira.
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