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RESUMO

A ordem Diptera destaca-se por ser uma das principais ordens que possui insetos com
habito alimentar do tipo minador, onde a principal familia com essa caracteristica € Agromyzidae,
representada principalmente nos géneros Liriomyza e Agromyza. No Brasil, as espécies Liriomyza
trifolii (Burgess), L. sativae (Blanchard) e L. huidobrensis (Blanchard) apresentam importancia
econdmica e ocorrem naturalmente em quase todos os estados, infestando cerca de 14 familias de
plantas, principalmente Solanaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae e Fabaceae. Existe uma notavel
similaridade morfoldgica entre as espécies que compdem o género Liriomyza, varios estudos tém
levantado a hipoOtese da existéncia de um complexo de espécies. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo realizar a identificagcdo molecular de sete populacGes pertencentes ao
género Liriomyza localizadas nas regies Nordeste e Sudeste do Brasil, através do marcador
molecular COX I, e analisar a divergéncia genética existente entre elas. Foi possivel observar que
o valor do indice de fixacdo Fst foi baixo. Através da rede de haplétipos foi possivel detectar a
presenca de 14 haplotipos onde o haplotipo H1 foi o mais frequente devido a sua presenca em 81

individuos distribuidos entre as sete populacbes. Uma arvore filogenética gerada atraves do



método de méaxima verossimilhanca mostrou a presenga de um dnico clado para L. sativae, sendo

demonstrado que as populagcbes estudadas apresentam elevado grau de similaridade genética.

PALAVRAS-CHAVE: Mosca minadora, citocromo oxidase |, identificacdo, genética de

populagdes.
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ABSTRACT

The order Diptera is notable for being one of the main orders that have insects with food
habits of miner type, where the main feature is that family Agromyzidae, represented mainly in
the genera Liriomyza and Agromyza. In Brazil, the species Liriomyza trifolii (Burgess), L. sativae
(Blanchard) and L. huidobrensis (Blanchard) have economic importance and occur naturally in
almost all states, infesting about 14 plant families, mainly Solanaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae
and Fabaceae. There is a remarkable morphological similarity among species that comprise the
genus Liriomyza, several studies have raised the hypothesis of a species complex. In this context,
the present study aimed to perform molecular identification of seven populations of the genus
Liriomyza located in the Northeast and Southeast regions of Brazil, through molecular marker
COX I, and analyze the genetic diversity existing among them. It was observed that the value of
the fixation index FST was low. Through haplotype network was possible to detect the presence
of 14 haplotypes where the H1 haplotype was the most common due to its presence in 81
individuals distributed among the seven populations. A phylogenetic tree generated by maximum
likelihood method showed the presence of a single clade to L. sativae, it was demonstrated that

the populations studied showed a high degree of genetic similarity.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
1. Mosca-minadora, Liriomyza spp

A familia Agromyzidae inclui importantes espécies de dipteros minadores, com sua
origem datada no Paleoceno através de informacdes obtidas a partir de icnofdsseis da regido
sudeste do Montana (EUA) (Winkler et al. 2010). Dentro desta familia, o género Liriomyza
destaca-se do ponto de vista agron6mico, constituindo pragas em ornamentais e horticolas.
Este género apresenta 300 espécies, contudo apenas 23 especies sdo de importancia
econdmica, sendo cinco destas polifagas: Liriomyza trifolii (Burgess); L. bryoniae
(Kaltenbach); L. huidobrensis (Blanchard); L. sativae (Blanchard); L. strigrata (Meigen)
(Parrella, 1987). A espécie L. sativae é uma das principais espécies por causar danos a plantas
das familias Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae (Carpinera, 2001). Estes insetos possuem
elevada taxa de fecundidade, multivoltinos e desenvolvem facilmente resisténcia aos
inseticidas utilizados no seu controle (Parrella & Keil, 1984).

As fémeas de Liriomyza realizam a oviposicéo tanto na face adaxial quanto abaxial das
folhas, causando injuria em toda estrutura foliar. No entanto, os comportamentos de
alimentacéo e oviposicao séo idénticos, independente do hospedeiro. Seus ovos possuem cerca
de 0,28 mm de comprimento x 0,15 mm de diametro, coloracdo esbranquicada e ligeiramente
translicida (Parrella, 1987). A larva € do tipo vermiforme e de coloracdo palida nos primeiros
instares. No final do ciclo, torna-se amarela e atinge cerca de 3 mm de comprimento. O
desenvolvimento larval dura de quatro a seis dias, de acordo com a temperatura do ambiente.
Ao passar por trés instares desenvolvem-se no tecido foliar, onde a medida que se alimenta,
origina as galerias ou minas. A pupa possui coloracdo inicialmente amarelada e adquire

tonalidade marrom préximo a emergéncia do adulto e localiza-se na face abaxial das folhas ou
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no solo. Quando a mosca chega a fase adulta, possui coloracdo predominante preta e mede
aproximadamente 2 mm de comprimento (Parrella & Keil, 1984).

Em um estudo realizado por Sombra et al. (2011), foi avaliada a preferéncia de
oviposicdo desta mesma espécie de mosca minadora em dez variedades comerciais de
meloeiro e observou-se que a pilosidade presente nas folhas influencia o desenvolvimento
deste inseto. Em plantas de meloeiro sob condi¢des de laboratorio, Aradjo et al. (2013)
concluiram que o ciclo bioldgico de L. sativae é de 15,9 + 0,04 dias (ovo-adulto). Lima et al.
(2009), mantiveram populacdes de L. sativae em feijéo caupi (Vigna unguiculata) para estudar
o efeito da temperatura e umidade relativa do ar no desenvolvimento desta espécie em
condicdes de laboratorio. De acordo com as exigéncias térmicas constatadas, foi possivel
estimar a ocorréncia de 24,5 geragdes anuais; com base nos resultados obtidos, observou-se
que a temperatura de 30°C € a melhor para o desenvolvimento imaturo desta espécie em feijdo
caupi.

1.1 Distribuicédo Geografica

Na familia Agromyzidae o género Liriomyza € 0 que possui maior numero de
hospedeiros (Wiegmann, 2007). Das espécies consideradas polifagas, duas sdo nativas da
Europa (L. bryoniae e L. strigata) e trés das Americas (L. trifolii, L. sativae e L. huidobrensis)
(Spencer, 1973). L. trifolii, L. sativae e L. huidobrensis tém causado maiores preocupacoes,
em decorréncia do alto nivel de polifagia e pelo aumento de ocorréncia em novas areas
geogréficas (Murphy & Lasalle, 1999). Um dos fatores que contribui para que isso aconteca €
a comercializacdo de hortalicas e plantas ornamentais (EFSA, 2012). O primeiro relato de
explosdo populacional de L. sativae ocorreu em 1948 na Florida (Spencer, 1973) e desde
entdo, sua area de distribuicdo tém se ampliado.

Dados da EPPO (sigla em inglés para Organizacdo Europeia e do Mediterraneo para

Protecdo de Plantas) que atualiza a distribui¢do geografica de espécies do género Liriomyza,



mostram que L. sativae esta presente em paises da Africa, na América do Norte, América
Central e América do Sul, Asia, Oceania e, de forma restrita, na Europa (EPPO, 2012).
Parrella e Keil (1984) apontaram que as razdes para a dispersdo das moscas minadoras foram:
confusdo taxondmica, falha de procedimentos de quarentena, falta de estudos bésicos
bioldgicos e ecoldgicos e o uso indiscriminado de insecticidas.

No Brasil o primeiro registro de L. sativae (como Liriomyza guytona) foi na década de
1960, no estado de Sdo Paulo (Nakano, 1967). Segundo Fernandes (2004), a mosca minadora
ha bastante tempo, é uma praga importante nas areas onde é cultivado o meloeiro no Nordeste.
No entanto, é possivel que a distribuicdo das moscas minadoras no Brasil seja bem mais
abrangente do que esta documentado, devido principalmente a escassez de taxonomistas
especializados nesse grupo de insetos. Esse fato dificulta a realizacdo de estudos de
levantamento e de flutuacdo populacional, acbes estas fundamentais para o melhor
conhecimento e manejo do inseto (Lima, 2012).
1.2 Danos e importancia econémica

Entre as espécies de moscas minadoras, L. trifolii merece destaque por possuir
hospedeiros em 25 familias boténicas distintas, dentre as quais se destacam: Apiaceae,
Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Leguminosae, Poaceae e Solanaceae. A espécie L. sativae, por
sua vez, ataca pelo menos nove familias botanicas com especial preferéncia pelas plantas das
familias Solanaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae, Fabaceae (Spencer, 1990).

As injurias causadas pelas moscas minadoras depreciam a qualidade dos vegetais e
com isso o valor comercial € reduzido, causando sérios prejuizos ao produtor. Parrella (1987)
concluiu que esta praga pode causar danos as culturas de varias maneiras: destruicao de
plantas; reducdes na produtividade das culturas causadas pelas minas na folhas; e reducdo da
qualidade e estética do fruto e de plantas ornamentais. No Brasil, 0s Estados do Rio Grande do

Norte, Ceara e Bahia sdo responsaveis por 94% da producdo nacional de meldo. No entanto,



devido ao ataque da mosca minadora, jA foram detectadas perdas de até 40% da producéo
(Fernandes, 2004). Segundo Araujo (2007), essa praga deve ser considerada como o principal
entrave para o cultivo do meloeiro na atualidade, sendo preocupagdo constante em todas as
areas produtoras.

A presenca das minas causadas pela mosca resulta na reducdo da éarea foliar e na
diminuicdo da taxa de fotossintese da planta. Consequentemente, ocorre perda na producdo e
também na qualidade dos frutos, devido a redugdo do teor de s6lidos soluveis (°Brix). Além
disso, em altas infestacOes, as folhas tornam-se ressecadas e quebradicas, sendo facilmente
arrancadas pelo vento ou manuseio. As minas também podem atuar como portas de entrada
para patogenos foliares oportunistas, capazes de prejudicar ainda mais o desenvolvimento do
meloeiro (Araujo, 2007).

Espécies ornamentais, que sdo muito infestadas e conhecidas por facilitar a dispersao
dessa praga, incluem o crisantemo, caléndula e gérbera (Stegmaier, 1966). Apesar da
importancia econémica da mosca minadora para varias culturas no Brasil, o nimero de
pesquisas relacionadas a esse inseto ainda é reduzido, principalmente na regido Nordeste
(Parra, 2000). Portanto é necessario o desenvolvimento de trabalhos com a finalidade de
incrementar o manejo desta praga.

1.2.1 Métodos de controle

A identificacdo precisa das espécies de Liriomyza sp. passou a ser de primordial
relevancia para a definicdo de métodos de controle adequados, uma vez que o nivel de
resisténcia aos diferentes inseticidas varia entre as espécies (Tokumaru et al. 2005). Segundo
Sales Junior et al. (2004) as medidas de controle adotadas devem seguir os padrées do manejo
integrado de pragas, tais como: realizacdo do plantio de mudas sadias; proteger a planta com

tecido ndo tecido (TNT); utilizar lona plastica amarela impregnada com 6leo vegetal no



plantio; realizar a aplicacdo de inseticidas apenas quando a praga atingir o nivel de dano e
destruir os restos culturais.

Também pode ocorrer o significativo controle das moscas minadoras pela acdo de
inimigos naturais, principalmente as vespas parasitdides, e a auséncia desses agentes de
controle podem resultar em altas densidades populacionais da praga (Guimardes et al. 2009).
Contudo, o controle quimico é o método mais comum para o controle de espécies do género
Liriomyza em varias culturas de importancia econdmica, sendo utilizados inseticidas de largo
espectro: Abamectina, Ciromazina, Tiametoxam, Espinosade e Clorfenapir (Cox et al. 1995,
Weintraub & Horowitz, 1995, Lara et al. 2002; Weintraub, 2003; Ferguson, 2004; Araujo et
al. 2012). Em meloeiro, apenas trés inseticidas sdo registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso no controle da mosca minadora, a saber: cloridato
de cartap; ciromazina;, e abamectina (Agrofit, 2011). O numero reduzido de produtos
autorizados para o controle da mosca minadora dificulta a rotacdo de principios ativos, criando
um cenario propicio ao desenvolvimento de resisténcia (Guimaraes et al. 2009; Umeda et al.
2011).

2. ldentificacéo e estudos moleculares

A correta identificacdo de um inseto de interesse econdémico € premissa basica para a
solucdo de qualquer problema entomoldgico. Ela facilita a busca e a obtencdo de toda a
informacdo bibliografica previamente existente sobre o tema (Fujihara, 2011). Na ordem
Diptera tem sido relatada a ocorréncia de espécies cripticas, ou seja, que se assemelham em
sua morfologia e sdo distintas em aspectos bioldgicos, podendo assim fazer parte de um
complexo de espécies (Rothfels et al. 1979).

Devido a dificuldade de identificacdo morfoldgica, técnicas alternativas, como as que
envolvem andlise de DNA, tém se mostrado Uteis para estudos de identificacdo de espécies

cripticas, pois disponibilizam informacGes ndo somente para a separacdo das espécies como



também para estudos de genética de populagdes e filogenia (Beebe & Cooper, 2000; Norris,
2002). Para realizacdo de inferéncias filogenéticas tém sido utilizados diferentes genes
mitocondriais por possuirem caracteristicas como: ampla distribuicdo entre 0s metazoarios;
alto numero de copias por célula; baixos niveis de polimorfismo ancestral; taxas de mutacéo
diferentes entre espécies; ndo sofrer recombinagdo; e apresentar uma heranca
predominantemente materna (Azeredo 2005). O DNA barcode tem sido proposto como uma
ferramenta universal para identificacdo da diversidade bioldgica. Este método de identificacdo
foi baseado a partir de um conjunto de informac6es a partir de um fragmento de cerca de 688
pares de base de sequéncias de DNA do gene citocromo oxidase | de diferentes espécies.
Diferentes estudos mostraram que o DNA barcode é um sistema de identificacdo universal
eficaz para ampla variedade de organismos metazoarios (Hebert et al. 2003, 2004; Barrett e
Hebert, 2005).

Muitos grupos de insetos de importancia agricola fazem parte de complexos de
espécies, fazendo com que a identificacdo através da taxonomia classica seja dificil até mesmo
para especialistas (Busvine 1980, Della Torre et al 2002, Clark et al. 2005). Portanto, através
do DNA barcode diferentes espécies de insetos praga, inimigos naturais, espécies endémicas,
ndo endémicas, e em qualquer estagio de desenvolvimento estdo sendo identificada de forma
rapida e segura (Gariepy et al. 2007, Jenkins et al. 2012).

Em virtude da grande quantidade de hospedeiros comuns e a similaridade morfoldgica
entre as espécies, a taxonomia dos agromizideos polifagos, principalmente aqueles do género
Liriomyza, mostra-se bastante confusa (Parrella, 1982). Foram realizados estudos a respeito da
filogeografia mitocondrial de L. sativae de varias partes do mundo (América do Norte,
América do Sul, América Central, Asia e Oriente Médio). Os resultados mostraram que esta
espécie abriga clados distintos, indicando a presenca de espécies cripticas (Scheffer e Lewis,

2005).



Ao longo das décadas foram apresentados relatos sobre o status taxonémico em L.
sativae (Parrella, 1982). Esta espécie foi redescrita a0 menos sete vezes a partir de diferentes
locais e hospedeiros, devido a sua semelhanga morfolégica com outras espécies do mesmo
género, ocasionando inumeras dificuldades na identificacdo taxondmica, aspectos biologicos e
ecoldgicos desta espécie (Spencer 1973, Parrella e Keil, 1984, Spencer & Steyskal 1986).
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a identificagdo molecular de
sete populacdes pertencentes ao género Liriomyza localizadas nas regides Nordeste e Sudeste
do Brasil através do marcador molecular COX | e analisar a divergéncia genética existente

entre estas populaces.
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RESUMO- As moscas-minadoras da espécie Liriomyza sativae sdo pragas em diversas
hortalicas em todo o mundo. Estes dipteros possuem ciclos de vida répido, alta taxa de
crescimento populacional resultando em expressivas perdas econdmicas, além de possuir uma
alta capacidade de adquirir resisténcia a insecticidas tornando seu controle dificil. Analises
moleculares tém se mostrado Uteis para estudos de identificacdo de espécies cripticas, pois
disponibilizam informagdes ndo somente para a separagdo das espécies, como também para
estudos de genética de populagdes e filogenia. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo reconstituir a filogenia do género Liriomyza utilizando sete populacdes de L. sativae
das regibes Nordeste e Sudeste do Brasil através do marcador molecular Citocromo Oxidase |
(COX 1) e analisar a divergéncia genética existente entre estas populacdes. Foi possivel
observar que o valor de Fsr variou entre baixo a moderado grau de divergéncia genética.
Através da rede de haplotipos foi possivel detectar a presenca de apenas 14 hapldtipos onde o
haplotipo H1 foi o mais frequente devido a sua presenca em 81 individuos distribuidos entre as
populacdes analisadas. Atraves da reconstrucéo da filogenia do género Liriomyza foi detectada
a presenca de um unico clado para L. sativae, sendo demonstrado através deste resultado que
as populacdes apresentam elevado grau de conservacdo de informacdo genética dentro das

populacdes estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Mosca minadora, DNA barcode, divergéncia genética.
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GENETIC STRUCTURE OF NATURAL POPULATIONS

Liriomyza sativae BLANCHARD (DIPTERA: AGROMYZIDAE)

ABSTRACT — The flies miner of Liriomyza sativae species are pests of vegetables in various
worldwide. These flies have rapid life cycles, high population growth rate resulting in
significant economic losses, in addition to having a high ability to acquire resistance to
insecticides making their control difficult . Molecular analyzes have proven useful for studies
to identify cryptic species , as provide information not only for the separation of species , but
also for studies of population genetics and phylogenetics . In this context, the present study
aimed to reconstruct the phylogeny of the genus Liriomyza using seven populations of L.
sativae in the Northeast and Southeast regions of Brazil through molecular marker
Cytochrome oxidase I (COX 1) and analyze existing genetic divergence between these
populations . It was observed that the value of FST ranged from low to moderate degree of
genetic divergence . Through the network of haplotypes was possible to detect the presence of
only 14 haplotypes where the H1 haplotype was the most common due to its presence in 81
individuals distributed among populations. Through the reconstruction of the phylogeny of the
genus Liriomyza detected the presence of a single clade to L. sativae , being demonstrated by
this result that populations have a high degree of conservation of genetic information within

populations.

KEYWORDS: Fly miner , DNA barcode, divergence genetic
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Introducéo

O género Liriomyza apresenta 376 espécies, sendo 23 espécies de importancia
econdmica, sendo cinco destas polifagas Liriomyza trifolii (Burgess); L. bryoniae
(Kaltenbach); L. huidobrensis (Blanchard); L. sativae (Blanchard); L. strigrata (Meigen)
(Parrela, 1987). Estas espécies se estabeleceram em areas agricolas de todo o mundo causando
sérios prejuizos a um amplo numero de espécies vegetais economicamente importantes
(Spencer, 1973). Acredita-se que a distribuicdo para novas areas geograficas aconteceu através
da comercializagdo de hortaligas (Reitz et al. 2013).

A mosca minadora adulta mede de 1 a 3 mm de comprimento, possui corpo com
coloracdo predominantemente preta com manchas amareladas no escutelo, na parte superior da
cabeca e nas laterais do torax. As fémeas ovipositam dentro do tecido foliar e o periodo de
incubacdo dos ovos € de aproximadamente trés dias; apos esse periodo as larvas eclodem e
iniciam imediatamente a atividade alimentar, passando por quatro ecdises (Parrella, 1987). O
periodo larval pode durar de 7 a 10 dias nas condi¢des ambientais do Semi-Arido Nordestino
(Araujo et al. 2013). As minas causadas pela mosca se tornam perceptiveis de trés a quatro
dias ap0s a oviposicdo e tornam-se maiores com o desenvolvimento da larva que ao se
alimentar, diminui o nivel de fotossintese da planta, que provoca a queda prematura da folha,
0 que pode resultar na falta de sombreamento causando dano indireto aos frutos (Carpinera,
2001).

Na maior regido produtora de meldo (Cucumis melo L.) do Brasil, localizada na regiao
do Semi-Arido nordestino (Estados do RN, CE, BA e PE), a mosca minadora era considerada
praga secundaria. A variacdo genética encontrada em L. sativae poderia explicar a elevada
variacdo observada em estudos anteriores sobre sua biologia (Zhang et al. 2000, Tokumaru,
2003, Haghani et al. 2007). Estudos biolégicos com diferentes populacfes de L. sativae tém se

mostrado de extrema relevancia, dando fortes indicios da existéncia de um complexo de
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espécies cripticas para L. sativae (Scheffer, 2005). Desde a década de 70 a molécula do DNA
mitocondrial (MtDNA) passou a fazer parte de muitos estudos envolvendo estrutura
populacional, relacdes filogenéticas e o entendimento de aspectos bioldgicos e evolutivos de
uma grande variedade de organismos (Wilson et al. 1985) O uso do DNA barcode tem
apresentado alta taxa de sucesso de identificacdo rapida de espécies de diversos grupos de
artrépodes, aves, peixes e anfibios (Hebert et al. 2004, Ward et al. 2005, Kerr et al. 2007,
Smith et al. 2008). O presente trabalho teve como objetivo realizar a identificagdo molecular
de sete populacbes pertencentes ao género Liriomyza localizadas nas regides Nordeste e
Sudeste do Brasil através do marcador molecular COX | e analisar a divergéncia genética

existente entre estas populagdes.

Material e Métodos

Extracdo de DNA, PCR e Sequenciamento. Para realizacdo deste trabalho foram realizadas
extracOes de DNA de 106 espécimes de L. sativae, obtidos em seis localidades do Brasil, em
diferentes hospedeiros: 20 Jaguaruana - CE (meldo); 19 Mossoro - RN (meldo); 15 Gravata -
PE (tomate); 18 Camocim de S&o Felix - PE (tomate e feijdo); 18 Juazeiro - BA (meldo) e 16
Venda Nova do Imigrante - ES (tomate). Para extracdo do DNA utilizou-se Chelex® 100
(BioRad, Berkeley, California, USA) segundo o método descrito por Wash (1991). Apds esse
procedimento as amostras foram estocadas a -20°C até o momento da reacdo de PCR. Foi
utilizada uma regido do gene mitocondrial Citocromo oxidase I (COX 1), associada ao DNA
barcode, para a amplificacdo dessa regido utilizando os primers HCO2198-L (5'-
TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA-3') e LCO1490-L (5’
GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG-3') (Hebert et al. 2003).

As reacdes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas utilizando

0 Kit Mix Go Taq Colorless seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante (Promega®

16



Fitchburg, Wisconsin, USA). Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1%
através da luz UV e purificados usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit
(Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA). O sequenciamento foi realizado através do
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems, Cleveland, Ohio, USA). As
sequéncias foram avaliadas quanto ao grau de confiabilidade de cada um dos nucleotideos
utilizando valores de PHRED 30, seguido da montagem dos consensos atraves do Software
CodonCode Align. Alinhamentos locais foram realizados utilizando o programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul,1990) para confirmacdo da especificidade dos
produtos sequenciados.

Analises filogenéticas. As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao gene Citocromo
Oxidase | de L. sativae foram alinhadas e editadas usando o0 MEGA 6.0 (Tamura, 2011). Um
alinhamento maltiplo foi realizado utilizando o programa Muscle (Edgar, 2004). As analises
das relacGes filogenéticas entre os haplotipos foram feitas através do metodo probabilistico de
Méxima Verossimilhanca utilizando o software PhyML (Guindon, 2010). O modelo evolutivo
HKY foi o mais adequado ao conjunto de dados de acordo com o software jModelTest
(Posada, 2008). Para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o teste estatistico de
suporte bootstrap com valor de 1000 pseudoreplicas aleatorias. Neste estudo sequéncias ja
descritas de L. trifolii e L. sativae foram adicionadas para compor o conjunto de dados a fim
de auxiliar na taxonomia molecular dos espécimes estudados. Foram utilizadas tambem
sequéncias das espécies L. huidobrensis, L. bryoniae, Phytomyza ranunculivora e P. rufipes
por serem grupos-irmaos de L. sativae.

Diversidade genética e estruturacdo populacional. A diversidade genética intra-
populacional foi mensurada através da analise de diversidade haplotipica e nucleotidica, valor
K (nimero de grupos genéticos), numero de sitios polimorficos e nimero de transicbes e

transversoes, utilizando-se os softwares DnaSP 4.0 (Rozas et al. 2003) e o Arlequin 3.5
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(Excoffier & Lischer, 2010). O teste de neutralidade D de Tajima baseia-se na distribuicdo das
frequéncias de mutacdo e na distribuicdo de hapldtipos, distinguindo as diferengas entre as
sequéncias de DNA evoluindo aleatoriamente ("neutra™) e daquelas que evoluem no &mbito de
um processo ndo aleatdrio. Por sua vez a estatistica de Fs de Fu foi utilizada para examinar a
estabilidade populacional avaliando a ocorréncia de expansédo populacional ou hitchhiking
genético. Foram feitas analises quanto ao nivel de diferenciacdo genética com base no indice
de fixacdo F de forma pareada entre as populagdes usando o software Arlequin 3.5 (Excoffier
& Lischer, 2010). O nimero médio de substituicbes por sitios entre as populagdes (Dxy), 0
namero total de substituicbes por sitios entre as populagdes (D,), nimero de polimorfismos
compartilhados entre as populacbes pareadas (Ss) e o numero de diferencgas fixadas entre as
populacdes pareadas (Sr) foram calculados no software DnaSP 4.0 (Rozas et al. 2003). A rede

de haplotipos foi gerada através do software NETWORK 4.6 (www.fluxus-engineering.com)

utilizando o método Median-joining (Bandelt et al.1999) para verificar o nivel de

compartilhamento e a frequéncia de distribuicdo dos haplétipos entre as populagdes.

Resultados

A partir das 106 amostras amplificadas e sequenciadas foram obtidos fragmentos com
aproximadamente 700 pares de bases referentes ao DNA barcode. Cada uma das sequéncias
geradas foram submetidas as analises comparativas utilizando o banco de dados moleculares
ndo redundante encontrado no NCBI. Nas avalia¢6es intrapopulacionais foram obervados 15
sitios variaveis, distribuidos entre oito sitios informativos de parcimdnia e sete singletons,
representando respectivamente 1,1% e 0,9% do total de sitios observados.

Foram realizadas também andlises de diversidade intrapopulacional, que evidenciaram
baixos niveis de diversidades nucleotidica e haplotipica, podendo estes resultados estar

relacionados com interferéncias abioticas e bidticas no padrdo evolutivo destas populacdes
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estudadas. A diversidade nucleotidica (x) variou entre 0 e 0,00177, enquanto que a diversidade
haplotipica (HD) variou de 0 e 0,64286 (Tabela 2). Através da rede de haplotipos foi possivel
detectar a presenca de 14 haplétipos (Fig. 1), onde o haplétipo H1 foi o mais frequente devido
a sua presenca em 81 individuos distribuidos entre os 106 espécimes das sete populagdes
investigadas. Levando em consideracdo o tipo de hospedeiro, duas populagdes apresentaram
haplétipos exclusivos H2, H6 (na populacdo CAF) e H3 e H5 (na populagdo CAT).

Com relacdo ao nimero médio de diferencas pareadas o valor mais significativo de
divergéncia interpopulacional foi encontrado nas populacfes de L. sativae de CAF e CAT,
quando comparadas entre si. O mais elevado grau de diferenca intrapopulacional foi obtido na
populacdo de L. sativae CAT, e em relagdo a Distancia de Nei o maior nivel de diferenciacdo
genética foi observado entre as populagcdes de JUAZ e RN.

Através das analises interpopulacionais foi possivel observar um valor de baixo a
moderado de divergéncia genética, estimado a partir do parametro Fsr (0,00-0,09). O maior
valor de Fsr (0,09) foi encontrado entre as populagdes de L. sativae CAT e VNI, sendo este
valor de, refletindo assim num baixo grau de divergéncia genética entre essas populacdes.
Foram observados também valores baixos de substituicbes por sitios quando realizado
comparacdes entre populacées, devido principalmente ao grande nimero de sitios conservados
entre 0s individuos que compdem estas populagdes, contribuindo assim para falta de
estruturacdo genética entre as populacées estudadas. Outro parametro avaliado que auxilia na
explicacdo da falta de estruturacdo genética das populacdes é o numero baixo de sitios
compartilhados, sendo os maiores valores encontrados nas populacdes de Camocim de Sédo
Félix (tomate), Camocim de Sdo Félix (feijao) e Gravata (tabela 3)

Os resultados obtidos atraves do método de reconstrucdo filogenética de maxima
verossimilhanca (Figura 1) para as amostras de L. sativae avaliadas neste trabalho apontaram

para a existéncia de dois clados distintos. Um dos clados foi composto por espécimes de L.
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sativae do banco de dados e um outro formado unicamente por amostras pertencentes as
populagOes brasileiras avaliadas neste trabalho. A presenca destes dois clados para a espécie
L. sativae apresentou um valor de suporte de 67%. Foi realizada também a reconstituicdo da
filogenia para as espécies L. sativae e L. trifolii, as quais se apresentaram como clados bem
delimitados com um valor de suporte de 99%. Estes resultados das analises filogenéticas
confirmam que as populacdes brasileiras avaliadas neste estudo pertencem apenas a espécie L.

sativae.

Discusséo

Um dos principais meios de avaliar a utilidade dos caracteres morfologicos é a
investigacdo de sua relevancia na filogenia de grupos fortemente sustentados pela taxonomia
classica, como ocorre nos agromizideos. Na familia Agromyzidae, as caracteristicas
morfologicas estdo fundamentadas principalmente nos esquemas de linhas filéticas proposto
por Spencer (Spencer, 1990). Devido a isto, marcadores moleculares tém sido cada vez mais
utilizados como ferramenta complementar para identificacdo taxonémica para muitas espécies,
principalmente devido ao fato da taxonomia classica ndo ter conseguido auxiliar na
identificacdo de algumas espécies cripticas (Hebert et al. 2003, 2004). Diversos trabalhos tém
sido realizados utilizando a taxonomia molecular em varias espécies de insetos de importancia
econdmica, inclusive do género Liriomyza (Scheffer & Lewis 2001, Scheffer et al. 2006, Li-
ping et al. 2008).

Os resultados da taxonomia molecular indicaram a presenca de dois clados
monofiléticos para as espécies L. sativae e L. trifolii ao ser utilizado o marcador molecular
DNA barcode nas populac6es brasileiras estudadas. Resultados similares foram obtidos por
Scheffer et al. 2006, ao analisarem populacBes de L. sativae e L. trifolii distribuidas nas

Filipinas através do DNA barcode, obtendo-se clados distintos para as duas espécies
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pertencentes a este género, demonstrando assim a eficiéncia deste marcador molecular na
caracterizacdo das espécies que compdem esta familia de insetos de importancia econdmica.
Entretanto no Brasil poucos estudos relacionados a genética de populacbes vem sendo
realizados para este complexo de espécies, sendo necesséria a ampliacdo das populacbes
estudadas. Um dos primeiros estudos de taxonomia molecular para estas espécies no Brasil foi
realizado por Lima et al. (2009), onde foram analisados espécimes do género Liriomyza do
municipio de Mossord, Rio Grande do Norte, sendo estes identificados como L. sativae, sendo
este resultado confirmando em nosso estudo.

A recuperacao da filogenia do género também é sustentada pelos diferentes caracteres
morfologicos capazes de separar estas duas espécies. Contudo, a enorme dificuldade na
identificacdo morfolégica destas espécies devido principalmente as diferencas sutis e a
auséncia de especialistas para caracteriza-las estdo entre os principais fatores para toda
problematica entre L. sativae e L. trifolii. Entre as principais caracteristicas morfologicas que
diferem L. sativae e L. trifolii sdo genitalia masculina e coloracdo das Orbitas e do mesonoto
(Spencer 1973, 1976).

A andlise de divergéncia genética ndo obteve valor significativo entre as populacdes
brasileiras de L. sativae ao ser utilizado o indice de fixacdo genética (Fst) para avaliar a
diferenciacdo genética destas populacdes. Entretanto os resultados obtidos nas populacGes de
L. sativae de Camucim de Sdo Félix-PE (tomate e feijdo) apresentaram uma divergéncia
genética consideravel entre estas populacdes quando comparadas com as outras, implicando
numa provavel relacdo hospedeiro-praga, como descrito em outros trabalhos (Pang et al. 2005,
Li Ping et al. 2008).

As populacdes introduzidas mostram variacdo genética reduzida por causa de gargalos
que eles tendem a passar durante o periodo de introdu¢do no novo ambiente (Nei et al. 2005).

Trabalhos recentes com insetos praga (Puillandre et al. 2008, Ahern et al. 2009) demonstram
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que a reducdo da diversidade genética € comum em espécies invasoras, mas nao € um fator
limitante para o sucesso destas espécies. Outro fator importante para explicar a baixa
variabilidade genética observada neste trabalho seria o uso de agrotoxicos que exercem forte
pressao de selecdo e a adocdo periddica desse método de controle pode estar levando a
eliminacdo ndo-seletiva de hapl6tipos, podendo favorecer os haplétipos raros oriundos de
mutacdes ndo-sindnimas, principalmente se as mesmas forem associadas a genes ligados a
resisténcia de insetos aos inseticidas em uso (Bass & Field, 2011).

A partir de 1970 os ataques de Liriomyza spp. se tornaram bastante frequentes e se
intensificaram em varias culturas agricolas de todo mundo, inclusive no Brasil, neste momento
0 comércio internacional de produtos horticolas (por exemplo, frutas, legumes e ornamentais)
comegaram a crescer, sendo assim um fator importante de dispers@o para esta espécie (Chavez
& Raman, 1987; Leibee & Capinera, 1995; Huang, 2004). Este evento pode explicar a baixa
diversidade haplotipica em espécies que foram introduzidas recentemente em um determinado
ambiente como no caso de L. sativae, que teve seu primeiro registro no Brasil na década 60
(Nakano, 1967). Em estudos relacionados com insetos praga tem-se observado uma reducgéo
significativa na variacdo genética destas espécies em novo habitat sendo atribuida essa
alteracdo dos padrdes evolutivos ao efeito fundador, o qual pode influenciar a sobrevivéncia,
além de causar alteracGes nos tracos fenotipicos e no potencial adaptativo (Baliraine et al.
2004, Puillandre et al. 2008, Ahern et al. 2009, Tooman et al. 2011). O status taxonémico de
uma espécie de importancia econdmica € essencial para que seu correto manejo seja realizado,
nosso estudo mostrou a relevancia do uso do DNA barcode como uma ferramenta bastante
eficiente na identificacdo molecular das populacdes da espécie criptica Liriomyza sativae,

ampliando o conhecimento biogeografico desta espécie.
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Tabela 1. Valor do Fst entre as 7 populac@es de Liriomyza sativae estudadas.

VNI CAF CAT CE GRAV RN JUAZ

VNI 0,00000

CAF 0,04950 0,00000
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CAT

CE

GRAV

RN

JUAZ

0,09312
0,01597
0,00444
0,06016

0,04950

0,00000
0,02352
0,00000
0,04438

0,04101

0,00000
0,03786
0,00000
0,05909

0,06129

0,00000
0,01523
0,03544

0,00114

0,00000
0,01578

0,00000

0,00000

0,06704

0,00000

VNI (Venda Nova do Imigrante-ES)

CAF (Camocim de S&o Felix PE - Feijao)

CAT (Camocim de Séao Felix PE - Tomate)

CE (Jaguaruana- CE)

GRAV (Gravata-PE)

RN (Mossoro- Rio Grande do Norte)

JUAZ (Vale do Salitre- Juazeiro)

Tabela 2. Medidas de diversidade genética para cada populacdo de Liriomyza sativae.

Populacdes

VNI

N S H

Hd

K

T

Tajima's D

Fu's Fs

16

0

1 0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000
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CAF 10 5 4 053333 1,00000 0,00141 -1,74110**  -0,87633
CAT 8 5 4 0,64286 1,25000 0,00177  -1,59524**  -0,78544
CE 20 5 6 051579 0,67895 0,00096  -1,58577** -3,51960*
GRAV 15 5 4 037143 0,66667 0,00094  -1,91084** -1,22295
RN 19 3 4 052047 0,58480 0,00083 -0,86660 - 1,26440

JUAZ 18 2 3 039216 0,41830 0,00059 -0,68482 -0,61742

S, NUmero de sitios segregantes;

H, haplétipos;

Hd, Diversidade haplotipica;

K, Numero médio das diferencas;

7 = SD, Diversidade nucleotidica.
** p<0,05

* p<0,001

Tabela 3. Diferenciacdo genética entre populacbes de Liriomyza sativae

Populacoes Da Dxy Kxy Ss Sf
VNI X CAF 0,00000 0,00071 0,50000 0 0
VNI X CAT 0,00000 0,00088 0,62500 0 0
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VNI X CE 0,00001 0,00050 0,35000 0 0

VNI X GRAV 0,00000 0,00047 0,33333 0 0
VNI X RN 0,00003 0,00045 0,31579 0 0
VNI X JUAZ 0,00002 0,00031 0,22222 0 0
CAF X CAT 0,00011 0,00149 1,05000 3 0
CAF X CE 0,00001 0,00120 0,85000 0 0
CAF X GRAV 0,00006 0,00112 0,79333 3 0
CAF X RN 0,00003 0,00115 0,81579 0 0
CAF X JUAZ 0,00002 0,00102 0,72222 0 0
CAT X CE 0,00001 0,00138 0,97500 0 0
CAT X GRAV 0,00007 0,00128 0,90833 3 0
CAT XRN 0,00003 0,00133 0,94079 0 0
CAT X JUAZ 0,00002 0,00120 0,84722 0 0
CE X GRAV 0,00001 0,00097 0,68333 0 0
CE XRN 0,00003 0,00093 0,65526 1 0
CE X JUAZ 0,00000 0,00078 0,55000 1 0
GRAV X RN 0,00001 0,00090 0,63509 1 0
GRAV X JUAZ 0,00000 0,00076 0,54074 1 0
RN X JUAZ 0,00005 0,00076 0,53801 1 0

Da, Numero liquido de substitui¢fes por sitios entre as populacoes;

Dxy, Numero médios de substituicdes nucleotidicas por sitios entre os dois grupos; Kxy,
Diferenca média de nucleotideos par a par entre dois grupos;

Ss, Sitios compartilhados;

Sf, Sitios fixados.
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H_11

W Camocim de Sio Felix-PE (feijio)
B Mossoro-RN
B Gravata-PE
~ Camocim de S&o Felix-PE (tomate)
B Juazeiro-BA
M Jaguaruana-CE

Venda Nova do Imigrante-ES

Figura 1. Frequéncia de Haplotipos encontrados nas 7 populacfes de Liriomyza sativae.
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Average number of pairwise differences

4

Figura 2. Namero médio das diferencas pareadas intra e interpopulacionais
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Figura 3. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca mostrando a presenca de apenas um

clado para Liriomyza sativae.
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