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Resumo

Neste trabalho sdo investigadas algumas caracteristicas ecoldgicas e
evolutivas das interacdes entre um complexo de espécies do género Actinote
(Lepidoptera, Nymphalidae) e as plantas hospedeiras. Foi utilizada uma
abordagem integrada, em diferentes niveis taxonémicos, baseada na analise
de dados da distribuicdo espacial das interacdes, do padrao de oviposicao e
densidade de plantas hospedeiras no campo (Capitulo I); evolucdo do uso de
plantas hospedeiras (Capitulo Il) e a relacdo entre diferenciacdo genética das
populacdes e a utilizacdo de plantas hospedeiras por diferentes linhagens
(Capitulo III). A selecao de plantas hospedeiras por essas espécies apresenta
efeito local, onde a densidade das plantas explica um padrdao geografico em
mosaico, 0 que pode refletir na historia evolutiva e nas caracteristicas
genéticas populacionais de Actinote. Os resultados s&o discutidos a luz da
teoria do mosaico geografico de coevolucdo, hipétese da oscilagdo de

recursos e mudancas no uso de plantas hospedeiras ao longo das geracoes.
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Abstract

This paper investigates some ecological and evolutionary issues on the
interactions between a complex of Actinote species (Lepidoptera,
Nymphalidae) and their host plants. An integrated approach was used at
different taxonomic levels, based on the spatial distribution data analysis of
interactions. Oviposition pattern and density of host plants in the field (Chapter
[); evolution of use of host plants (Chapter Il); and relationship between
genetic differentiation of populations and the local preference for host plants
(Chapter Ill). The oviposition pattern has a local effect, where the density of
the plants is congruent with a geographic mosaic pattern, which may reflect
the evolutionary history and population genetic characteristics of Actinote. The
results are discussed in light of the theory of the geographic mosaic
coevolution, hypothesis resources oscillation and changes on the use of host

plants throughout the generations.
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Introducéo

A premissa de que divergéncia adaptativa pode levar a formacao de novas
espécies € uma ideia antiga, e move, ha mais de um século as discussdes de
como ocorrem 0s processos da geracdo e manutencdo da diversidade bioldgica
(Darwin, 1859). Espécies que possuem distribuicdo ampla podem apresentar
diferencas entre suas populac¢des, que podem ser atribuidas ndo somente ao
isolamento geografico, mas também aos fatores bibticos e abibdticos como, por
exemplo, interacdes ecologicas (Thompson, 2005).

A ideia de que especiagdo simpatrica ocorre com certa frequéncia na
natureza é ainda motivo de muita discusséao (Mallet, 2005; Bolnick & Fitzpatrick,
2007; Butlin et al., 2008). A formacg&o de novas espécies a partir de populagbes
gque co-ocorrem na mesma area geografica pode ser interpretada pelas
classificagfes baseadas na estruturagéo genética populacional (Fitzpatrick et al.,
2008). Sob o contexto espacial, a especiacdo simpatrica ocorreria em uma escala
de distancia desde que esta ndo fosse maior do que a amplitude dos limites
genético-populacionais, interpretado pela distancia maxima na qual possa ocorrer
fluxo génico direto (Mallet et al., 2009). Dependendo da escala, as interacdes e
os tracos morfolégicos e genéticos podem variar no tempo ou no espaco, ou em
ambos (Freckleton & Jetz, 2009).

Se por um lado divergéncia espacial pode fazer com que essa
distribuicdo se torne disjunta ao longo do tempo, possibilitando condigbes
alopatricas de diferenciacdo, por outro a auséncia de isolamento pode fazer
com gque mecanismos ecoldgicos se tornem mais importantes (Endler, 1977).

De maneira geral, a variacdo geografica populacional estaria relacionada ao
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histérico de ocupacédo do espaco por uma populagdo ancestral e aos eventos
de especiacdo, representados pelo cenario observado entre caracteristicas
ecoldgicas da atual distribuicdo geogréafica de uma espécie.

Desta forma, as populacdes podem ter se diferenciado na sequéncia
em que ocupavam novos espacos ou, apOs ocupa-los amplamente e se
divergirem, dependendo da conectividade, abundancia e distribuicdo
(Rapoport 1975). Dependendo da histéria biogeogréafica de uma determinada
espécie, as distancias geogréficas e as barreiras fisicas podem limitar a
dispersao dos individuos, o que pode favorecer divergéncia fenotipica entre
as populacdes, (Wright, 1943; Slatkin, 1987; Bohonak, 1999). Por outro lado,
a selecdo natural pode levar a diferenciacdo entre populagdes que habitam
diferentes ambientes com caracteristicas ecolégicas distintas (Via et al. 2000;
Nosil, 2004; Nosil et al. 2005; Crispo et al. 2006).

Insetos herbivoros tem sido alvo de inumeros estudos em ecologia e
genética, bem como na interface dessas disciplinas, com o objetivo de
compreender o papel das interagbes dentro do processo evolutivo. Um quarto
da diversidade de espécies pertencem a esse grupo de artropodes, e essa
megadiversidade € resultado, além de outras caracteristicas, da
complexidade na interagdo com plantas hospedeiras de diferentes familias
(Novotny et al., 2002).

Muitas das hipoteses sobre a evolugdo de insetos herbivoros estédo
relacionadas, principalmente, & adaptacdo e ao uso de plantas hospedeiras
(Ehrlich & Raven, 1964; Thompson, 1999; Nuismer & Thompson, 2006; Janz,

2011). A diferenciacéo populacional e a especiacdo em insetos herbivoros
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podem ser atribuidas a distribuicdo heterogénea das plantas hospedeiras,
tanto espacial como temporalmente (Nyman, 2010).

As borboletas (Lepidoptera), por exemplo, sdo insetos com grande
diversidade, de facil amostragem e tém sua biologia, ecologia e taxonomia bem
conhecidas. A dindmica de suas populacdes e as interacbes com organismos de
diferentes grupos taxondémicos, tais como as plantas hospedeiras que utilizam
como recursos durante a fase larval, tém papel importante na modelagem da
histéria evolutiva desse insetos (Boggs et al. 2003).

Fémeas dispersantes ou migrantes de uma espécie de borboleta, por
exemplo, ao encontrarem novos habitats podem ovipor em plantas
hospedeiras diferentes daquelas que tenham sido utilizadas como alimento
enquanto larvas (referencia). A mudanca na dieta, na medida em que esses
novos espacos sao ocupados (como por exemplo, dispersao para novos
fragmentos, alternancia no uso de diferentes taxa de plantas hospedeiras),
pode ser uma das possiveis causas que levaram a diferenciacdo e
especiacdo em lepidopteros (Janz & Nylin, 2008).

As plantas possuem defesas fisicas e quimicas contra os herbivoros e as
consequéncias, em escala evolutiva, podem ter levado ao desenvolvimento de
estruturas e tragos fenotipicos em toda a comunidade (Stamp, 2003). As defesas
quimicas sao caracterizadas por diferentes compostos que podem ser
sequestrados por larvas de varias espécies de lepidépteros. Os adultos das
borboletas, principalmente das subfamilias Pierinae (Pieridae), Biblidinae,
Melitaeinae, Danainae, Ithomiinae, das tribos Troidini (Papilionidae), Heliconiini e
Acraeini (Nymphalidae) e as mariposas da subfamilia Arctiinae (Erebidae)

(Lafontaine & Fibiger, 2006; Zahiri et al., 2010) sdo impalataveis para
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predadores vertebrados e invertebrados, através de sintese “de novo”,
durante a alimentacao larval, presente nas folhas das plantas hospedeiras.
Esses compostos quimicos muitas vezes sdo repassados aos adultos que os
repassam aos ovos e, assim atuam na defesa desses estagios de vida do
inseto (Brown, 1987; Trigo, 2000; Nishida, 2002).

As plantas tém, portanto, grande importancia no desenvolvimento
desses insetos, sendo que nelas, as variagbes fenotipicas podem, ainda,
influenciar os niveis troficos superiores, tais como predadores vertebrados
(Muller et al., 2006) e parasitoides que podem atuar como agentes de controle
populacional e produzir efeitos na variabilidade e estrutura genética das
populacdes de insetos. Consequentemente, espera-se também que
caracteristicas fisicas e quimicas das plantas influenciem o parasitismo nos

lepidopteros.

O sistema de estudo

O género Actinote Hibner [1819] pertence a tribo Acraeini (Lepidoptera,
Nymphalidae, Heliconiinae) e inclui borboletas encontradas exclusivamente na
regido. Os padrbes alares amarelo, alaranjado e vermelho estdo presentes em
grande parte das 23 espécies do género que estao registradas no Brasil, o que
as tornam visualmente muito similares. A. pellenea Hibner, [1821] é a espécie de
distribuicdo mais ampla e faz parte de um clado polifilético, com morfologia muito
similar a outras duas espécies, A. carycina (Jordan, 1913) e A. pyrrha

(Fabricius, 1775). A especiacao na tribo Acraeini ocorreu, possivelmente, em
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um cenario relacionado ao uso de diferentes plantas hospedeiras ao longo de
sua histodria (Silva-Brandao et. al., 2008).

A colonizagdo do continente sul-americano por Actinote se deu,
possivelmente, pela ocupagé&o por um ancestral comum a todo género. Uma
das hipoteses que explica a cladogénese e a especiacao (ver Silva-Brandao
et al., 2008) € a de que as linhagens atuais possuem herancas de tracos
genéticos de um ancestral comum recente, que flutuariam ao longo de
geracdes por mecanismos de deriva (Maddison, 1997). Nesse caso, eventos
de dispersdo deveriam ser frequentes o suficiente para diminuir os efeitos
produzidos por processos de selecao local durante a historia evolutiva desses
insetos.

Por outro lado, condicbes ecolégicas locais como clima, as
caracteristicas da espécie da planta hospedeira, e todas as consequéncias
resultantes das interacdes troficas envolvidas, também, podem ter
influenciado a histéria evolutiva desses insetos. Isso porque a distribuicao
ampla desse género de borboleta permite que as espécies ocupem diferentes
dominios biogeogréaficos e climéticos, caracterizados pela heterogeneidade
espacial e bioldgica.

A composicéo das taxocenoses utilizadas pelas espécies de Actinote varia
geograficamente e dentre as plantas utilizadas por suas lagartas sdo encontradas
diferentes espécies da familia Asteraceae (Francini, 1992). Tais espécies sao
amplamente encontradas pelo territorio brasileiro, principalmente as dos géneros
Austroeupatorium, Vernonanthura, Chromolaena e Mikania

(Tabela 1).
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Tabela 1. Registros das 23 espécies de Actinote nos Estados brasileiros e suas plantas
hospedeiras (Asteraceae). %paluch (2006); bBeccaloni et al. (2008). ° Freitas et al. (2009);

King & Robinson (1987); The Plant List (2010). Version 1. http://www.theplantlist.org/;. (*)
Paluch et al., (2006). (1) A. pallescens, segundo Paluch (2006).

Espécie de Actinote

Distribuico®

. a,b,Cc
Plantas hospedeiras

A

> > »

>

>

> »>»>2> > > >

alalia
bonita
brylla®

canutia
carycina

catarina
conspicua
dalmeidai
discrepans
eberti
furtadoi*

genitrix

mamita

melanisans
morio

parapheles

pellenea

pratensis
pyrrha
quadra

rhodope

surima

zikani

MG, PR, RJ, RS, SC, SP
MG

MG, RJ, SC, SP

BA, ES, MG, RJ, SP

DF, ES, GO, MG, PR,
SC, RJ, RS, SP

PR, RS

MG, RJ, SP

MG, RJ, RS, SC,SP

DF, SC, RJ, RS, SP
MG, RJ, SP

MT

ES, MG, PR, RJ, RS, SP

MG, PR, RJ, RS, SC, SP

DF, MG, GO, PR, RJ RS,
SP

MG, DF

DF, MG, GO, PR, RJ,
RS, SP

AC, AM, BA, DF, MG,
GO, PB, PE, PR, RJ, RS,
SC, SP

MG

ES, MG, PR, RJ, RS, SP
MG, RJ

DF, ES, MG, PR, RJ, RS,
SC, SP

DF, MG, PR, RJ, RS, SC,
SP

SP

Chromolaena sp.; Mikania sp.
Austroeupatorium inulaefolium

Mikania lundiana

Mikania micranta

Austroeupatorium inulaefolium; Eupatorium sp.;
Chromolaena sp.; Mikania micrantha
Desconhecida

Mikania banisteriae

Chromolaena sp.

Mikania banisteriae

Desconhecida

Desconhecida

Mikania sp.

Chromolaena sp.; Erigeron maximus;Mikania

micrantha; Senecio brasiliensis
Mikania micrantha; M. scandens

Desconhecida

Chromolaena sp.; Mikania banisteriae; M.
glomerata; M. sericea; M. Scandens
Austroeupatorium inulaefolium, Chromolaena
odorata, Eupatorium sp., Mikania banisteriae, M.
scandens, M. parviflora, M. micrantha, Senecio
brasiliensis

Chromolaena sp.

Chromolaena sp., Mikania micrantha
Ophryosporus regnellii

Mikania banisteriae, M. scandens, M. trinervis

Chromolaena sp., Mikania banisteriae, Senecio
brasiliensis

Mikania obsoleta
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As plantas hospedeiras sdo comumente encontradas em bordas de
mata, brejos, areas abertas e matas de galeria (Figura I). Cada fémea de
Actinote pode ovipor até 400 ovos em agrupamentos e, geralmente, na
mesma espécie de planta (Francini, 1989, 1992; Paluch, 2006). As lagartas
desse género podem apresentar, entre as espécies, diferencas quanto ao
namero de instares dependendo da (Paluch et al. 1999, 2001), e sao
caracterizadas pela presenca de coloracdo que variam entre vermelho,
alaranjado e preto, sendo principalmente evidentes nos segmentos toraxicos,
ultimos segmentos abdominais e anal (Figura Il; ver revisdo de Paluch, 2006
para maiores informagdes sobre a morfologia das lagartas e quetotaxia).

Esse género de borboleta apresenta uma afinidade bioquimica dessas
borboletas com as espécies de plantas que utiliza. Sao impalataveis, e podem
biossintetizar glicosideos cianogénicos oriundos das folhas, e sintetizar “de
novo” de alcaldides pirrozilidinicos em pequenas concentragbes durante a
fase larval (Francini, 1989, 1992; Brown & Francini 1990; Trigo, 2000).

Atualmente, os estudos taxonOmicos sobre o género sugerem que
algumas racas geogréaficas, antes consideradas como sendo uma Unica
subespécie de distribuicio ampla, possuem caracteristicas divergentes e de
distribuicdo restrita, sendo assim consideradas em estudos recentes como novas
subespécies (Paluch, 2006; Paluch et. al., 2006). Por exemplo, a subespécie A.
pellenea pellenea foi separada em duas subespécies novas: A. pellenea giffordi
Paluch, Casagrande e Mielke [2006], até 0 momento registrada apenas na regido
centro-oeste, e A. pellenea auloeda [Oberthiir 1917] no nordeste do Brasil. Em

tempo, A. pellenea calymma foi renomeada como a A.
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pellenea diaguita, uma nova subespécie restrita ao norte da Argentina (Vale
de Jujuy) e na fronteira sul da Bolivia. Em Goias e no Distrito Federal, devido
ao acumulo de amostras microgeogréficas, ha estimativas de ocorréncia de
espécies ainda ndo descritas (Paluch et al., 2006).

Além disso, populacdes de Actinote apresentam grande variacao
fenotipica intra-populacional, atribuida as diferencas individuais em relacdo a
coloracao e forma das manchas alares (D'Almeida, 1935; Pierre, 1985, 1987,
Francini, 1989, 1992). Isso talvez explique as dificuldades em estabelecer
limites taxondmicos, ndo sé pelo fato da grande variagdo morfologica
encontrada nas populacbes, mas também devido ao aumento dos
conhecimentos sobre a distribuicdo das espécies e a utilizacdo de novos
caracteres morfologicos de identificacdo especifica.

Contudo, compreender padrbes biogeograficos e relaciona-los a historia
evolutiva de um taxon ou clado requer uma abordagem que incorpore dados
sobre a distribuicdo espacial e ecologia e, a0 mesmo tempo, que seja capaz de
fazer inferéncias temporais e evolutivas (Morrone, 2009). Estabelecer uma
possivel correlacdo entre caracteristicas ecologicas e as relagdes filogenéticas
poderiam embasar algumas ideias sobre o papel de fatores bibticos e abibticos
na especiagcdo de um determinado grupo. A histodria evolutiva das borboletas da
tribo Ithomiinae (Nymphalidae), por exemplo, mostrou que a convergéncia
ecoldgica, caracterizada pela ocupagdo de nicho, esta correlacionada com a
formacdo de grupos miméticos, e que as interacdes ecoldgicas positivas teriam
grande importancia na historia evolutiva do grupo (Elias et al., 2008).

Neste trabalho, portanto, foi utilizada uma abordagem multifocal em

relac@o as populacdes de diferentes espécies de Actinote O objetivo geral foi
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associar informagfes da estrutura genética espacial das populagcbes de
Actinote com o uso e a distribuicdo das suas plantas hospedeiras, para
responder perguntas especificas a respeito da evolucdo dos padrdes de
herbivoria no grupo.

Desta forma a tese esta estruturada em trés capitulos com o seguintes
objetivos especificos: (i) determinar os padrdes de oviposi¢cdo de A. melanisans
(espécie monofaga) e de outras trés espécies oligbéfagas, em funcdo da
disponibilidade de plantas hospedeiras e da co-ocorréncia de ovos e lagartas;
(i) verificar padrbes evolutivos (estados monofagos e oligbéfagos) e
biogeograficos da interacdo das borboletas do género Actinote e as plantas
hospedeiras e (iii) correlacionar estruturacdo genética e uso de plantas

hospedeiras por diferentes populacdes de Actinote pyrrha.
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Figura |. Viséo geral do habitat onde comumente s&o encontradas plantas hospedeiras de
Actinote. (A) em bordas de fragmentos de mata atlantica (Ubatuba, litoral de Sao Paulo); (B)

em bordas de matas de galeria, no Cerrado do Estado de Goias e do Distrito Federal.
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Figura Il. Fotos de diferentes estagios de desenvolvimento caracteristicos de Actinote. (A) fémea
de Actinote pyrrha ovipondo na face abaxial de uma folha de Chromolaena odorata; (B) grupo de
ovos de Actinote pellenea na face abaxial de uma folha de Austroeupatorium inulaefolium; (C)
lagarta de sexto instar de Actinote pellenea em Austroeupatorium inulaefolium;

(D) agrupamento de lagartas de quarto instar de Actinote pellenea em Austroeupatorium

inulaefolium.
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Capitulo 1. Padréo de oviposicdo e evolugdo da oligofagia em um

complexo de espécies do género Actinote (Lepidoptera: Nymphalidae)

Introducéo

A interacdo e mudancas no uso de plantas hospedeiras tém sido
apontados como alguns dos principais fatores responsaveis pela grande
diversificagdo encontrada em insetos herbivoros (Ehrlich & Raven, 1964;
Mitter et al., 1988, 1991; Farrell, 1998; Farrell & Sequeira, 2004; Janz et al.,
2006; Winkler & Mitter, 2008; Menken et al., 2009; Bennett & O’Grady, 2013).
A distribuicdo heterogénea das plantas, e a variagdo espacial e temporal na
disponibilidade e qualidade de recursos pode resultar em uso diferencial de
espécies de plantas, o que poderia levar tanto a especializacdo como ao
aparecimento de generalistas (Thompson, 2005).

Devido a variacao geografica de caracteristicas quimicas das plantas, e
comportamentais e ecoldgicas dos insetos, é possivel que algumas
populacdes ou linhagens apresentem plasticidade no uso de recurso ou
diferentes niveis de especificidade (Erlich & Raven, 1964; Thompson, 1999;
Janz, 2011). Nesse caso, especializacdo seria um atributo flexivel de uma
populacdo que estaria respondendo as caracteristicas da comunidade em
particular (Fox & Morrow, 1981). A regularidade com que as interacdes
ecoldgicas ocorrem sdo variaveis e, assim, algumas popula¢des podem estar
envolvidas enquanto outras ndo, em uma interagao particular na presenca de

um herbivoro chave (Fordyce, 2006)
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Padrbes de oviposicdo em insetos herbivoros séo influenciados por
diferentes variaveis, entre elas a distancia filogenética, a composicao quimica,
a qualidade e disponibilidade das plantas hospedeiras. O uso de planta
hospedeira pode ser influenciado tanto por efeitos diretos da abundancia
local, como por indiretos medidos pela adaptacdo em nivel metapopulacional
da espécie da planta mais abundante regionalmente (Kuussaari et al., 2000).

Por outro lado, diferencas na amplitude de dieta podem evoluir em um
grupo de espécies proximas filogeneticamente, pela combinacdo de
conservatismo na hierarquia de preferéncia nas populacbes e pela
disponibilidade de hospedeiras (Thompson, 1998). Evolutivamente, a
transicdo de um estado mondfago para oligofago, ou vice-versa, estaria
diretamente relacionada a estrutura ecoldgica e da histéria de vida das
populagbes. Mudancas evolutivas podem ser muito dinamicas
ecologicamente, com ocorréncia rapida ao longo de geracdes ou de maneira
continua moldando populacdes e comunidades, localmente e em ampla
escala geografica (Thompson, 2008).

Os padrdes de oviposicdo podem variar em escala local, onde h&a
heterogeneidade na composicdo e estrutura da assembléia de plantas
hospedeiras. Esses padrbes podem ser influenciados pela composicédo de
espécies de borboletas e nas interacbes ecolégicas dentro da comunidade,
com consequéncias evolutivas.

O possivel papel das plantas hospedeiras na evolucdo e especiacdo de
borboletas da tribo Acraeini foi discutido por Silva-Brandao et al. (2008). A
especializacdo em Asteraceae pode ter tido grande efeito na diversificacéo e

historia evolutiva do género, e se alia ao fato das espécies estarem distribuidas
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amplamente no continente sul-americano em ambientes onde as espécies de
Asteraceae apresentam heterogeneidade espacial.

Neste trabalho foi estudado um complexo de espécies do género
Actinote que sado especializadas no uso de plantas da familia Asteraceae, mas
gue apresentam, ao mesmo tempo, diferencas na amplitude de espécies de
plantas utilizadas na dieta. A. melanisans é uma das espécies mondéfagas do
género e ovipbe apenas em espécies de Mikania. A espécie € o ancestral comum
de um clado recente, formado por outras trés, A. pyrrha, A. pellenea, e
A. carycina, que sdo oligéfagas e podem ovipor em outros géneros de plantas
da mesma familia, além de Mikania (Francini, 1989, 1992).

O objetivo foi verificar se a estruturacdo geografica da distribuicdo de
plantas hospedeiras e a interacao interespecifica associada as caracteristicas
de diferentes comunidades podem influenciar os padrées de oviposi¢do de A.
melanisans, A. pellenea, A. carycina, e A. pyrrha. Conforme o “pool” de
espécies competidoras diminui, uma espécie em questdo pode adquirir maior
frequéncia de ocorréncia em espacos ou nichos vagos (Diamond, 1982).

Considerando que a escolha de uma planta ndo é aleatdria, a hipétese
€ de que a co-ocorréncia dessas espécies de Actinote e 0 uso diferencial de
plantas hospedeiras, associado a sua disponibilidade e distribuicdo formam
um mosaico geografico de interagBes. Tais consequéncias poderiam ter
relacdo com a transicdo de um estado monodfago para um oligéfago,

reforcando a relagéo entre ecologia e diversificagdo taxonémica.
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Metodologia

Foram amostrados doze sitios, numa amplitude geogréfica de
aproximadamente 500 km, entre o litoral norte de S&o Paulo e o sul do Rio de
Janeiro, na Serra do Mar, Serra da Mantiqueira e regido da Serra da Canastra
(Figura 1.1). A amostragem foi feita ao longo de transectos, considerando a
area na qual foram realizadas as coletas como sendo a relagdo entre a
distancia percorrida e dois metros adentro da borda de mata onde foram
encontradas as plantas (ver Anexo 1.1 para maiores informagdes sobre as
caracteristicas de cada sitio). A precipitacdo média e a temperatura anual
média foram obtidas em bancos de dados (IBGE, INMET, CEPETEC-INPE).
Individuos de plantas de quatro géneros de Asteraceae (Austroeupatorium,
Chromolaena, Mikania e Vernonanthura), foram vistoriados e contados.
Quatro espécies de Actinote foram consideradas nesse estudo: o complexo
de espécies oligdéfagas composto por A. carycina, A. pellenea e A. pyrrha, e o
ancestral espécie basal mono6faga A. melanisans. Grupos de ovos e larvas
foram contados no campo, coletados e levados ao laboratério. Os ovos foram
acompanhados até a eclosdo e as larvas criadas em sacos plasticos, e
alimentadas com folhas das mesmas espécies de plantas nas quais foram
encontradas no campo.
Analises dos dados

Em cada sitio foi estimada a densidade de plantas de cada um dos quatro
géneros, através da relacdo entre 0 numero de plantas e area amostrada. Para
determinar as diferencas entre as unidades amostrais foi feita uma analise de

variancia (ANOVA) das medidas de temperatura e precipitacao
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média anual, da densidade de plantas e do numero de grupos de ovos e lagartas.
A discriminacdo das espécies quanto ao uso de plantas hospedeiras (0 nUmero
de ovos ou lagartas de cada uma das espécies de Actinote encontrados em cada
género de planta), e a distribuicdo de plantas quanto aos fatores ambientais

foram feitas no programa R pela andlise discriminatéria de redundancia (RDA),

usando o pacote “vegan” (Oksanen et al., 2013).
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Figura 1.1. Mapa representando a localiza¢&@o dos sitios de coletas. Os gréaficos representam
a proporc¢ao dos quatro géneros de plantas utilizados no estudo. Os nimeros indicam os sitios
amostrados, respectivamente: (1) llha Grande, (2) Ubatumirim, (3) Puruba, (4) Salesépolis, (5)
Goiabal, (6) Silveiras, (7) Passa Quatro, (8) Pouso Alto, (9) S&o Lourencgo, (10) Caxambu, (11)

Cruzilia e (12) Araxa.

O padrao de oviposicdo das quatro espécies foi determinado pela analise
de modelo linear misto generalizado (GLMM). Foi considerado para cada espécie
0 numero de grupos de ovos ou larvas por planta hospedeira como variavel fixa.
As andlises foram feitas com 1.000 replica¢des de “bootstrap”, utilizando o pacote

“Ime4” (Bates et al., 2014). Com a finalidade de
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verificar o efeito local no padrdo de oviposicdo a variavel “sitio” foi incluida nos
modelos como variavel aleatoria. Os modelos foram construidos de duas
maneiras distintas: (i) considerando o efeito das variaveis ambientais
(temperatura, precipitacdo e altitude) e a densidade de plantas sobre o numero
de grupos de ovos ou lagartas encontrado em cada espécie, (ii) e o efeito sobre o

namero de oviposicdo de uma espécie em detrimento das demais.
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Resultados

Foram vistoriadas e contadas nos doze sitios 782 plantas sendo
coletadas 134 oviposi¢cdes ou grupos de lagartas de Actinote (Figura 1.2). A
densidade de Austroeupatorium e Vernonanthura e as caracteristicas
ambientais variaram significativamente entre os sitios (Tabela 1.1). A estrutura
das comunidades de plantas tem correlacdo variavel com as caracteristicas
ambientais de cada sitio, sendo a altitude um fator de estruturacéo na
distribuicéo dessas plantas (Figura 1.3B). Essa diferenca pode ser observada,
principalmente, entre Austroeupatorium e Chromolaena, e esse resultado pode
ter grande importancia, ja que ambas funcionam como plantas alternativas

muito utilizadas por A. pellenea e A. pyrrha, respectivamente.

Total de agrupamentos

to
w
(&)

m Mikania

‘ m Austroeupatorium
0 Chromolaena
I Vernonanthura

Namero total de agrupam
- 2 DN W

OO WLmo no
=t}

espeécies de Actinote

Figura 1.2. Numero total de agrupamentos de ovos ou lagartas de A.
melanisans, A. pellenea, A. carycina, e A. pyrrha, a partir de dados agrupados
de coletas realizadas em maio, outubro e dezembro de 2013, nos 12 sitios
amostrados.
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Tabela 1.1. Resultados da analise de variancia das medidas das
caracteristicas ambientas nos 12 sitios amostrados. Os valores significativos
(p<0,05) indicam quais as variaveis nas comunidades sao importantes para

demonstrar a heterogeneidade entre os sitio.

Variavel F p

Area do transecto 54,9225 p<0,01
Altitude 9,507885E+16 p<0,01
Temperatura 2,771446E+15 p<0,01
Precipitacdo 3,602880E+15 p<0,01
Densidade das plantas hospedeiras

Austroeupatorium 26,3424 p<0,01
Chromolaena 1,10766 0,4342
Mikania 0,91439 0,5577
Vernonanthura 4,13127 p<0,01

A densidade de Austroeupatorium tem efeito positivo e significativo no

padréo de oviposicao de A. pellenea e A. carycina. Da mesma forma a
probabilidade de se encontrar ovos de A. melanisans é dependente da

densidade de individuos do género Mikania. O padrédo de oviposi¢céo é

influenciado pela densidade de Austroeupatorium e Vernonanthura e a

densidade de Chromolaena, afeta a abundancia de grupos de lagartas de A.

pyrrha (Tabela 1.2). O género Chromolaena é utilizado exclusivamente por A.

pyrrha, o que, além da altitude, € um fator discriminante no padréo de

oviposicao desta espécie (Figura 1.3A).
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Figura 1.3. Resultados das andlises discriminantes de redundancia. (A) espécies de Actinote
em func¢do do nimero de grupos de ovos ou lagartas encontradas em cada género de planta
hospedeira e as variaveis ambientais (alt: altitude; prec: precipitacdo anual média; temp:
temperatura). (B) correlagdo entre varidveis ambientais e densidade de cada género de

plantas em cada sitio.

Tabela 1.2. Resumo dos resultados da anélise de modelos mistos generalizados. NUmero de
oviposigao encontrado para cada uma das espécies de Actinote, em funcdo do género e da
densidade da planta (fator fixo), em cada sitio (fator aleatério). (Std. Error) erro padréo. S&o
apresentados apenas os resultados significativos. Ver Anexo 1.5 para visualizar os resultados

completos da anélise.

Estimate Std.Error z value Pr(>|z|)
A. melanisans

(Intercept) -2.372e+00 5.699e-01 -4.162 3.16e-05
plantaMikania:dens 7.155e+01 1.858e+01 3.850 0.000118

A. carycina
(Intercept) -2.022e+00 4.521e-01 -4.473 7.70e-06
plantaAustro:dens 2.591e+01 5.852e+00 4.427 9.56e-06

A.pellenea
(Intercept) -2.956e+00 8.803e-01 -3.357 0.000787
plantaAustro:dens 4.586e+01 1.088e+01 4.216 2.49e-05

A.pyrrha

(Intercept) -1.1731 0.3527 -3.326 0.000881
plantaAustro:dens 13.4968 6.6742 2.022 0.043151
plantaChromo:dens 44.7631 10.2687 4.359 1.31e-05
plantaVernona:dens 28.1375 8.8454 3.181 0.001468
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Os resultados dao suporte para uma significativa co-ocorréncia de ovos
e lagartas de A. pellenea e A. carycina no mesmo sitio. A presenca de
lagartas dessas duas espécies possui efeito positivo mutuo e significativo.
Porém esse efeito ndo foi observado na mesma planta localmente (Anexo
1.6). O efeito da presenca de oviposicao dessas duas espécies na mesma

planta e localidade é negativo, porém néo foi significativo.

Esse padrdo se repete nas relacdes entre 0 nimero de ovos ou
lagartas de diferentes espécies de borboletas na mesma localidade. Em todas
as espécies de Actinote, o efeito sobre a presenca de ovos ou lagartas de

uma espécie ndo € significativo em detrimento da presenca de outras.

A comparacao entre os valores de z permite medir a distribuicdo das
variancias e o quanto ha de desvio acima ou abaixo da média. Os valores de
z utilizados foram aqueles onde os modelos obtiveram menor valor do critério
de informacédo bayesiana (BIC). Os resultados dos modelos em cada espécie
mostram que as espécies respondem diferentemente aos efeitos

interespecificos no mesmo sitio e no mesmo género de planta (Figura 1.4).

Em A. melanisans, os valores de z ficaram proximos da média (se
comparados com os valores encontrados em A. pyrrha), quando se encontrou
oviposicdo de outras espécies em Mikania. A. carycina apresentou variagdo
no nimero de grupos de ovos e lagartas abaixo da média quando h& outras

espécies ovipondo em Mikania.

Ja 0 numero de grupos de ovos e lagartas em A. pellenea varia muito
pouco ou se manteve em torno da média quando h& oviposicdo de outras

espécies na mesma planta e sitio. As variancias podem estar acima da média
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guando comparados os padrdes de oviposi¢do de A. carycina. Padrdo similar &

encontrado em A. pyrrha

2,5

2,0

15

1,0

0,5

0,0

-0,5

-1,0

-1,5

melanisans carycina pellenea pyrrha

Figura 1.4. Box plots dos valores de Z resultantes das analises de modelos lineares generalizados
mistos para o padrao de oviposicdo de uma espécie e o efeito interespecifico de grupos de ovos ou
lagartas nas quatro plantas hospedeiras estudadas (Anexo 1.6) mostrando maior variancia em A.
melanisans e A. pellenea. Os valores de Z utilizados foram aqueles onde foram observados
menores valores do critério de informagdo bayesiana. As diferengas quando foram comparados

pela ANOVA Friedman e pelo coeficiente de correlacdo de Kendal (p>0,05).

Discussao

Foi mostrado que tanto a espécie monofaga quanto as oligéfagas podem
coexistir e ovipor em plantas do mesmo género, ou no mesmo sitio, porém o
efeito interespecifico de grupos de ovos ou lagartas de diferentes espécies na
mesma planta e no mesmo sitio néo foi significativo. A. melanisans é mondéfaga e
provavelmente menos susceptivel aos efeitos da presenca de outras espécies no
mesmo sitio. As espécies especialistas podem apresentar melhor desempenho
em relagéo as generalistas quando utilizam a mesma planta.
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Por outro lado, o padrao observado nas espécies oligbfagas pode ter
relacdo com a presenca de plantas alternativas, o que permitiria evitar
qualquer tipo de sobreposicdo de uso de recursos localmente. Padroes
similares foram encontrados em A. pellenea e A. carycina e mostram uma
grande sobreposicdo ecologica na escolha da planta hospedeira. A
similaridade ecoldgica e genética dessas espécies ja é bastante conhecida
(Francini, 1989, 1992, Silva-Branddo et al.,, 2008). S&o comumente
encontradas juntas e compartilhando os mesmos tipos de recursos. Imaturos
das duas espécies podem ser encontrados no mesmo sitio, porem nunca na
mesma planta. Utilizam os mesmos recursos, porém quando estdo juntas, é
possivel que ambas escolham plantas diferentes, devido a diferencas eco
fisiologicas, como por exemplo a existéncia de periodos de diapausa

encontrados em A. carycina (R.B. Francini, comunicag&o pessoal).

A. pyrrha parece apresentar um comportamento oportunista, e pode estar
relacionado com a disponibilidade de plantas hospedeiras. Por exemplo, essa
espécie foi a Unica a ser encontrada em folhas de Chromolaena. Esse género de
planta hospedeira pode ter sido incorporada a dieta dessa borboleta, e que
recentemente passou a utiliza-la como fonte alternativa de recurso. Talvez, por
esse motivo, encontrar grupos de ovos ou lagartas das demais espécies talvez

néo influencie o padrdo geral de oviposi¢cdo em A. pyrrha.

Disponibilidade de plantas parece ser mais importante em casos de
mudanca para uma nova planta do que a presenca de ovos e lagartas de
outras espécies. Austroeupatorium e Vernonathura também apresentam
diferencas quanto a densidade de individuos, cuja distribuicdo pode ser tanto
homogénea (dispersas ao longo do transecto) como agrupada (em manchas)
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dentro dos sitios e sdo utlizadas por todas as espécies oligéfagas,

principalmente, quando essas plantas ocorrem em alta densidade.

Apesar dos efeitos interespecificos da presenca de imaturos de
diferentes espécies de Actinote ndo serem significativos, o aumento da oferta
e a disponibilidade de novos recursos podem exercer grande influéncia nos
padrbes de oviposicdo, sendo também um componente importante na
evolucdo dessas espécies, na transicao entre um estado mondéfago para um

comportamento oligéfago.

Os padrdes de oviposicao das quatro espécies de Actinote apresentam
forte componente geografico. Diferentes populacbes de insetos herbivoros
ndo apresentam diferencas no desempenho ao utilizarem plantas alternativas,
provavelmente porque a variacdo na disponibilidade de hospedeiras poderia

levar a diferencas de adaptacao local (Stotz et al., 2013).

Apesar do desempenho do imaturo ser importante na selecéo de planta
hospedeira (Videla et al., 2012), e ter grande influéncia na tomada de decisao
sobre qual planta a fémea ird ovipor, tal fator ndo pode ser considerado como
Unica explicacdo (Janz et al., 2009). A escolha pelo recurso pode néo ter valor
adaptativo, e talvez o desempenho do adulto em termos de comportamento e
regras de decisdo seja tdo importante quanto o desempenho do imaturo
(Mayhew, 2001). O comportamento do adulto pode ter maior relagdo com a
evolucdo da amplitude da dieta e com mudancas no uso de plantas
hospedeiras ao longo de geragbes, do que o desempenho do imaturo

(Forister et al., 2009).
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As fémeas das espécies de Actinote depositam nas folhas agregados com
centenas de ovos. A. pellenea, por exemplo, pode depositar agregados de ovos
em individuos de Austroeupatorium inulaefolium que ja tenham imaturos
presentes (Francini & Freitas, 2010). J4 as populacdes de A. pyrrha podem ser
muito maiores, e um grande nimero de agregados de ovos desta espécie podem
ser encontrados na maior parte das plantas utilizadas na sua dieta. Talvez, como
em outros grupos de insetos herbivoros, as fémeas apresentem um
comportamento onde selecbes piores por plantas hospedeiras sdo feitas, de
modo que seja garantido um melhor desempenho a longo prazo, em detrimento

do desempenho individual (Scheirs et al., 2000; Mayhew, 2001).

Para se compreender melhor a ecologia e sua relacdo com diversificacéo
taxon6mica, é necessario reformular o conceito de oportunidade ecoldgica (Hardy
& Otto, 2014). As caracteristicas comportamentais das fémeas de Actinote e os
padrbes encontrados neste trabalho indicam que os padrbes de oviposicdo
observados sdo consequéncias da complexidade de interacdo e de atributos
ecoldgicos em escala local, principalmente relacionado a abundancia de plantas
hospedeiras. As espécies recentes oligofagas de
Actinote podem, a principio, apresentar padrdes caracteristicos de espécies
oportunistas. Esse trabalho abre a possibilidade de se relacionar a
disponibilidade de plantas e interacdes ecoldgicas a possiveis regras de decisfes
tomadas pelas fémeas como critérios para ovipor em uma determinada planta.
Nesse contexto, a condicdo de oportunista pode ser melhor investigada, com a
finalidade de se estudar a evolugdo da especializacdo em insetos herbivoros e a

ecologia dos padrbes de oviposicao.
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Capitulo 2. Biogeografia histérica e filogeografia do uso de plantas
hospedeiras em um complexo de espécies do género Actinote

(Lepidoptera: Nymphalidae)

Introducao

Ao longo da histéria evolutiva de um grupo de insetos herbivoros, a
especializacdo pode ser considerada como a etapa final no processo de
especiacao (Thompson, 1994). Entretanto, a radiacdo adaptativa pode ser
resultante de mudancas no uso de plantas hospedeiras em grupos de insetos
de grande plasticidade e diversidade no uso de recursos, que se
diferenciaram em detrimento da diversificacdo de seus hospedeiros, em
resposta a herbivoria (Erlich & Raven, 1964; Janz, 2011).

Além da selecdo reciproca e da co-especiacdo, a diferenciacdo de
linhagens de insetos pode ocorrer devido a mudanca ou alternancia no uso de
plantas hospedeiras, da disponibilidade e da distribuicdo heterogénea desses
recursos, tanto espacial como temporalmente (Nuismer & Thompson, 2006 ;
Janz & Nylin, 2008; Fordyce, 2010; Nyman, 2010). Linhagens generalistas
podem ser derivadas de ancestrais especialistas (Scheffer & Weigmann,
2000; Janz et al., 2001), e a amplitude no uso de plantas hospedeiras varia
em escalas de tempo tanto ecoldgicas quanto evolutivas (Erlich & Raven,
1964; Thompson, 1994; Futuyma & Mitter, 1996; Janz & Nylin, 1998).

Insetos herbivoros podem ser plasticos quanto ao uso de plantas
hospedeiras e aos fatores que promovem uma mudanca no uso desses

recursos. Associacdes entre insetos e plantas séo resultado de uma mudanca
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continua entre taxon de hospedeiras previamente existentes no repertério da
dieta do herbivoro (Nyman, 2010). No entanto, os mecanismos ecoldgicos e
genéticos associados a essas mudancas ainda ndo sdo bem compreendidos

(Janz, 2011).

As borboletas do género Actinote evoluiram, possivelmente, a partir de um
ancestral comum ao género Acraea, hoje encontrado apenas no continente
africano, que utilizava como recurso plantas da familia Urticaceae e se
diferenciou no continente Sul-Americano, passando a explorar plantas da familia
Asteraceae (Silva-Brandédo et al., 2008). Muito provavelmente, essa mudanca
influenciou a diversificagdo do género, o que explica parte das relacdes
filogenéticas e a especificidade de dieta dessas borboletas, mas que néao
preenche as lacunas, principalmente a evolugdo dos taxons mais recentes.

O clado mais recente desse género é formado por trés espécies
olig6fagas, cuja espécie basal € A. melanisans, espécie mondéfaga do género e
que ovipde e alimenta-se apenas de plantas das espécies de Mikania. Entretanto,
as espécies recentes, A. pyrrha, A. pellenea, e A. carycina, podem ovipor e
alimentar-se em Mikania e em outros géneros da mesma familia de plantas
(Asteraceae), exceto em um dos géneros, Chromolaena, que é utilizado para
oviposicao e dieta, exclusivamente, por A. pyrrha (Francini, 1992).

Neste capitulo s&o discutida as relagfes filogenéticas e o uso de plantas
hospedeiras pelas borboletas do género Actinote, bem como 0s processos
ecoldgicos, biogeograficos e evolutivos que possam estar relacionados a
diferenciacdo no uso das plantas. Dado o histérico evolutivo da tribo Acraeini com
0 uso de plantas hospedeiras, € possivel que essa interagédo tenha relacdo com a

especiacao recente encontrada no género Actinote.
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O complexo das trés espécies recentes possui grande similaridade
morfolégica e ecologica. Ndo se pretende aqui estabelecer limites
taxonbmicos entre essas espécies, mas sim evidenciar padrdes de
diversidade e estruturacdo genética, e associa-los ao aumento da amplitude
de dieta. A hipotese é a de que a oscilagdo entre estados monéfagos e
oligéfagos possui um componente geogréafico, caracterizado pelas diferencas

genéticas nas populacdes, e na composi¢cdo das comunidades de plantas.

Metodologia

Amostras

Foram coletadas amostras de larvas de Actinote encontradas nas folhas
de quatro géneros de plantas hospedeiras: Austroeupatorium, Chromolaena,
Mikania e Vernonanthura em 13 sitios, numa amplitude geografica de
aproximadamente 1000 km (Figura 2.1). As localidades variam quanto as
distancias geogréficas, sendo distantes entre si ndo menos do que 20 km. As
lagartas foram criadas em laboratério até a emergéncia do adulto, e
Informacdes sobre o uso de plantas hospedeiras em cada uma das espécies
foram obtidas no campo e incorporadas neste estudo.

As extracOes de DNA foram feitas a partir de duas pernas de cada
individuo adulto, e do térax e cabeca das lagartas utilizando kit Wizard®
(Promega), conforme recomendacdes do fabricante. DNA dos individuos de
quatro espécies, A. carycina, A, pyrrha, A. melanisans e A.pellenea, oriundos
dos 13 sitios e coletados nos quatro géneros de plantas hospedeiras foi

usado para as andlises.
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Foram amplificados, através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
parte do gene mitocondrial citocromo oxidadase (COI) e do gene nuclear
isocitrato dehidrogenase (IDH). Aproximadamente 20 ng de DNA foi usado para
amplificar os fragmentos. As reagdes de PCR foram feitas com um ciclo incial a
95°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos (95°C/1 min; 45-55°C/1 min; 72°C /1min),
e um ciclo final de extensdo a 72°C/ 5 min. Os fragmentos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% de concentracdo, e
purificados com enzima ExoSap™ (Affymetrix), conforme recomendag¢des do
fabricante. As seqiiéncias foram geradas pela Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

No total foram utilizadas 207 sequéncias (aproximadamente cinco
individuos de cada uma das quatro espécies de Actinote coletadas em cada
sitio) de 660 pares de bases de parte do gene mitocondrial citocromo oxidase
(CQl), e de 777 pares de bases do gene nuclear isocitrato dehidrogenase
(IDH). As sequéncias foram analisadas e alinhadas no programa Geneious
versdo 8 (Kearse et al., 2012) e ajustes, quando necessarios, foram feitos

manualmente no programa Bioedit (Hall, 1999).
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Figura 2.1. Mapa representando os sitios onde foram coletadas as larvas de Actinote
melanisans, A. pellenea, A. carycina, e A. pyrrha, em marco, outubro e novembro de 2013. 1-
Brasilia (DF), 2-Araxa (MG), 3-Cruzilia (MG), 4-Caxambu (MG), 5- Sdo Lourengo (MG), 6-
Pouso Alto (MG), 7-Passa Quatro (MG), 8-Silveiras (SP), 9-Serra da Bocaina (SP), 10-Goiabal
(SP), 11-Salesopolis (SP), 12-Ubatuba (SP), 13-llha Grande (RJ).

Andlise Fiologenética

Para compreender mudangas da especializacdo por plantas
hospedeiras ao longo da histéria evolutiva do género Actinote, foi feita uma
reconstrucdo filogenética bayesiana do fragmento barcode do gene
mitocondrial COI, utilizando as sequéncias das quatro espécies coletadas,
além de outras trés espécies, A. discrepans, A surima e A. parapheles
coletadas ocasionalmente, e de outras espécies de Actinote cujas
informacdes foram extraidas do GeneBank, bem como da espécie andina
Altinote dicaeus, utilizada como grupo externo.

A andlise foi feita no programa BEAST (Drummond et al., 2012), por
uma cadeia de Markov Monte Carlo com 50000000 aleatoriza¢gfes, seguindo

0 modelo de especiagédo de Yule. O modelo de substituicdo utilizado foi o de
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Hasegawa, Kishino and Yano (HKY), estimado pelo programa Mega6 (Tamura et
al., 2011). A arvore foi enraizada a partir da cladogénese entre os dois géneros,
Altinote e Actinote, datada de 11,6 milhdes de anos, segundo Whalberg et al.
(2008). O periodo de orogenia da Serra do Mar foi considerado entre 47 e 27
milhdes de anos (Hoorn, 1995; Almeida et al., 1998; Antoneli et al., 2009). A
arvore final foi construida no programa TreeAnotator, sendo as primeiras 10000
arvores descartadas no inicio da andlise (burn-in), e visualizada no programa
Figtree 1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Duas outras analises foram feitas, uma para o gene mitocondrial (COI)
e outra para o0 gene nuclear isocitrato dehidrogenase (IDH), com a finalidade
de se obter arvores filogenéticas baseadas em modelos de coalescéncia no
programa BEAST. Foi feita uma analise de modelos evolutivos no programa
JModeltest (Darriba et al. 2012) para determinar os parametros. Foi utilizado o
modelo de Tamura e Nei (1993) (TN93) e a analise foi feita com 50000000 de
replicaces na cadeia de Markov-Monte Carlo. As arvores finais de cada gene
foram construidas no programa TreeAnotator, sendo as primeiras 10000
arvores descartadas no inicio da analise (burn-in), e foram visualizadas no

programa Figtree 1.4

Estruturacdo geografica e diversidade genética

Redes de haplétipos de cada um dos locus foram geradas, juntamente
com as informacgBes sobre o género da planta hospedeira utilizada, utilizando o
programa PopArt. Para comparar a diversidade genética entre as espécies de

borboletas foram feitas estimativas do nimero de haplétipos (h), nimero de
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sitios segregados (S), diversidade haplotipica (hd), diversidade nucleotidica
(Pi), segundo Nei (1997).

Foram realizados testes de neutralidade que permitem calcular o
quanto da diversidade genética evolui aleatoriamente (sob efeito de deriva
genética, por exemplo), através da estimativa dos indices de fixacdo “D” de
Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997). Valores negativos desses
indices podem representar auséncia de selecdo e, considerando a panmixia
em cada uma das espécies, podem também indicar expanséo populacional,
refletida pelo nimero excessivo de alelos observados, quando comparados
com o esperado. Todas as estimativas foram feitas no programa DNASP

5.10.1 (Librado & Rozas, 2009).

Computacéo Bayesiana Aproximada (ABC)

Foram estimados cenarios evolutivos e historico demograficos das
populacdes da Serra do Mar, Serra da Mantiqueira, litoral, Serra da Canastra
e do Distrito Federal, nas quatro espécies de Actinote, usando computagao
bayesiana aproximada (ABC, sigla em inglés para Aproximate bayesian
computation) no programa DIYABC versdo 1.0 (Cornuet et al., 2010). Esse
método simula genealogias através de coalescéncia sob modelos evolutivos
especificos usando parametros definidos a partir de distribuicdo a priori (ver
anexo 2.1) e compara estatisticas dos dados simulados com os dados
observados.

A similaridade das estatisticas entre simulagfes e 0s conjuntos de dados
observados foram usados para calcular as probabilidades posteriores dos

modelos e a distribuicdo dos parametros. Esses modelos foram construidos
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manualmente, e total foram testados 16 cenérios considerando cada uma das
regibes como de origem, e diferentes possibilidades de expansao
demografica e biogegrafica. Especificamente para A. pyrrha, foram ainda
estimados 18 cenarios evolutivos quanto ao uso dos quatro géneros de

plantas hospedeiras onde essa espécie foi amostrada.

Resultados

A evolucdo da monofagia, ou a transicao entre este estado e a oligofagia
se deu repetidas vezes ao longo da histéria evolutiva do género Actinote
(Figura 2.2). Os resultados obtidos dos genes mitocondrial e nuclear mostraram
hip6teses filogenéticas distintas para o clado mais recente de Actinote (Figura
2.3). Essa diferenca se da principalmente com relacdo a duas espécies, A.
carycina e A. pellenea, onde o gene nuclear apresentou cladogénese completa.
Individuos de populacdes diferentes e que se alimentaram de plantas distintas
ndo foram agrupados em clados. Exceto A. pyrrha, que apresentou cladogénese
com alto suporte para os grupos de individuos que se alimentaram de folhas de

plantas do género Austroeupatorium.

Quanto ao uso de diferentes géneros de plantas hospedeiras, 0s
haplétipos se distribuem de forma heterogénea dentro das espécies, nao
havendo agrupamentos de haplétipos encontrados em individuos que utilizam
diferentes plantas (Figura 2.4). A diversidade genética foi maior entre espécies do
gue entre grupos que consomem a mesma planta, e o nimero de haplétipos
aumenta na mesma direcdo da transicdo entre a espécie monofaga e as
oligofagas (Tabela 2.1). Os valores de Tajima (D) e Fs de Fu mostraram que n&o

h& evidéncia de que selecdo natural atuando sobre os dois marcadores
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moleculares usados no estudo. Entre as espécies de borboletas, esses
indices foram, em maior parte, ndo significativos, mesmo indicando sinal
positivo para a presenca de selecdo natural como mecanismo na evolugcao
dos marcadores estudados. Apenas duas excecbes nas estimativas

mostraram resultados significativos para a auséncia de sele¢ao.

A transicao entre os estados mondéfago e oligéfago néo é caracterizada
pelo aumento de diversidade genética, onde ndo ha correlagdo entre o
aumento da amplitude da dieta e a diversidade de haplétipos (Tabela 2.1; ver
anexo 2.4). Assim como as hipoteses filogenéticas, os genes apresentaram
padrbes diferentes nessa correlagcdo, o0 que pode estar relacionada as

diferentes taxas de mutacao.

Os resultados das simula¢gBes por computacdo bayesiana aproximada
mostram que a hipétese da Serra do Mar como centro de diversificacdo é
corroborada pelos modelos histéricos de maior probabilidade (Figura 2.5). As
populacdes do litoral descendem dessa mesma regidao, porém a colonizacao
para o centro do Brasil pode ter ocorrido através de uma maior participacao
de populacdes oriundas da Serra da Mantiqueira. As populacdes dessas
espécies nas duas regifes (Serra do Mar e Serra da Mantiqueira) podem
juntas terem sido as ancestrais e o centro de diversificacdo e origem das

demais populag¢des no centro-sudeste, e possivelmente da regido nordeste.

Com relacéo a evolucao de linhagens de A. pyrrha e o género de planta
hospedeira utilizada mostrou que o uso do género Mikania é basal em relacéo as
linhagens que utilizaram as demais plantas hospedeiras como recurso (Figura

2.6). O resultado das simula¢gbes de modelos histéricos populacionais
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sugere, a partir do cenario de maior probabilidade, que linhagens de A. pyrrha se

diferenciaram no uso de plantas hospedeiras, mudando primeiramente para o

género Austroeupatorium e posteriormente para os géneros Vernonanthura e

Chromolaena, sendo essa ultima mais recente.

Tabela 2.1. indices de diversidade nucleotidica e polimorfismo estimados por locus e por
espécies, nas 12 localidades amostradas. (S) sitios segregados, (h) numero total de
haplétipos, (HD) diversidade haplotipica, (Pi) indice de diversidade Pi (Nei 1987), e os indices
de neutralidade Tajima (1989) (D) e Fu (1993) (Fs).

S h HD Pi Theta D Fs

COl

A.melanisans 11 3 0,218 0,0126 0,00398 -2,2662* 1,267
A.carycina 6 7 0,608 0,00158 0,00237 -1,0757 -3,1569
A.pellenea 10 4 0,504 0,00474 0,00374 0,7772 4,920
A.pyrrha 18 7 0,1 0,00047 0,00465 -2,5120* -5,302
IDH

A.melanisans 7 0,668 0,00239 0,00341 -0,9813 -0,285
A.carycina 5 0,863 0,00215 0,00230 -0,2154 -1,657
A.pellenea 20 13 0.808 0,00493 0,00741 -1,1531 -3,425
A.pyrrha 39 22 0,824 0,00619 0,01267 -1,6393 -5,878
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Figura 2.2. Reconstrucéo filogenética bayesiana de parte do gene citocromo
oxidase. As cores indicam os estados de especializacdo no uso de plantas
hospedeiras utilizados pelas espécies de Actinote. Os valores apresentados
em cada né indicam a probabilidade posterior. A faixa cinza representa a
estimativa de inicio e o apice da orogenia da Serra do Mar e Cordilheira dos
Andes (entre 7,5 e 27 milhdes de anos atras), conforme indicado na escala

abaixo da figura.
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Figura 2.3. Reconstrugdo filogenética das espécies de Actinote baseada na
genealogia do (A) gene mitocondrial e (B) gene nuclear. Os valores apresentados
em cada né indicam probabilidades posteriores para cada clado. As cores
indicam os quatro géneros de plantas hospedeiras: Austroeupatorium (verde),

Chromolaena (azul), Mikania (vermelho) e Vernonanthura (amarelo).
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Figura 2.4. DistribuicAo dos haplétipos ao longo das diferentes espécies de
Actinote, nos genes mitocondrial (A) e nuclear (B). As cores indicam individuos
gue usaram diferentes géneros de plantas hospedeiras. Os nimeros indicam as
espécies utilizadas na construcdo da rede de haplotipos. Em (A): 1. A.
melanisans, 2. A. carycina, 3. A. pellenea, 4. A. pyrrha. Em (B) 1. A. surima, 2. A.
melanisans, 3. complexo A. pellenea + A. carycina, 4. A. pyrrha.
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Figura 2.6. Dois melhores cenarios histéricos usados para avaliar as relacdes
entre as regides do Litoral (LIT), Serra do Mar (MAR), Serra da Mantiqueira
(MAN), Serra da Canastra (CAN) e do Distrito Federal (DF). Os cenérios
representam as duas maiores probabilidades entre os modelos testados para
A. melanisans (A e B), A. carycina (C e D), A. pellenea (E e F) e A. pyrrha (G
e H). Os cenérios A (0,97), C (0,83), E (0,99) e G (1,0) foram aqueles com
maior probabilidades entre os modelos. As cores indicam que cada uma das
populacdes apresentam diferentes tamanhos populacionais. Nas figuras D, F
e H as diferencas de cores entre as dicotomias representam cenarios onde
pode ter havido declinio populacional apds colonizacéo
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P=0.45 P=0.22

Figura 2.7. Os dois melhores cenarios usados para avaliar as relacdes entre
as linhagens de A. pyrrha encontradas nos quatro diferentes géneros de
plantas hospedeiras (A) Austroeupatorium, (C) Chromolaena, (M) Mikania, (V)
Vernonanthura. O cenario de maior probabilidade (0,45) simula uma
diversificagdo para o uso de novas plantas tendo linhagens que foram
encontradas em Mikania como ancestrais. O outro modelo (0,22) simula a
diversificagéo para C e V a partir da divisdo entre linhagens de A e M. Ambos
0os cenarios foram estimados considerando que as linhagens possuem
mesmo tamanho populacional.

Discussao

A hipotese da oscilagdo no uso de plantas hospedeiras prediz que
insetos herbivoros especializados em uma Unica familia de plantas, apés
eventos de especiacdo, poderiam gerar linhagens generalistas e estas, por sua
vez, seriam um estado efémero na histéria evolutiva (Janz et al., 2006; Nylin et
al., 2014). O aparecimento de espécies oligéfagas acontece repetidas vezes na
historia do género, alternando estados monéfagos e culminando em um clado
recente de espécies oligofagas muito parecidas tanto ecolégica quanto
geneticamente. O estado olig6fago ndo parece necessariamente ser efémero

ao longo da filogenia, mas tem, provavelmente, sua origem associada as
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espécies monofagas. Monofagia, por outro lado, € uma caracteristica

bastante conservada.

A hipétese filogenética e de histéria biogeografica do género Actinote
mostra que, apesar de ndo se saber ao certo se sua origem veio a partir de
uma linhagem monodfaga ou oligéfaga de Altinote, o carater ancestral é a
monofagia e especializacdo no género Mikania. Se considerarmos a orogenia
da Serra do Mar como um evento geoldgico e biogeogréfico que poderia ter
sido responsavel pela diversificacdo de Actinote (ver Francini, 1989, 1992), é
possivel que a diferenciacdo populacional e especiagdo de plantas
hospedeiras decorrentes desse evento possam ter relagdo com a

diferenciacéo e especiacdo de Actinote.

O inicio da diversificacdo do género se deu logo apds a orogénese da
Serra do Mar, sendo provavelmente o evento geoldgico de maior importancia. A
evolugdo ou mudanga para um estado oligéfago em Actinote pode ter relagéo
com diferenciagdo associada a planta hospedeira, que pode levar a formacéao de
racas em populacbes de insetos parcialmente isoladas, que eventualmente
tornam-se linhagens separadas e associadas a uma ou outra planta hospedeira
(Peccoud et al., 2009). Evolutivamente, plantas séo ilhas em movimento em um
espaco multidimensional de recursos, e a especiacdo de linhagens de insetos
generalistas pode ter ocorrido através da mudanca dentro de arquipélagos
formados por plantas de niveis taxonémicos maiores (Nyman, 2010). Dessa
forma, a amplitude de dieta pode levar a diversificacdo de espécies oligofagas,
como observado na correlacdo entre o niumero de haplétipos e numero de

géneros de plantas utilizados pelas quatro espécies de Actinote estudadas.
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Por outro lado, o estreitamento de nicho leva a estruturas populacionais
mais fragmentadas o que aumenta a possibilidade de especiacdo alopatrica
(Futuyma & Moreno, 1988). A volta a um estado monofago em Actinote
poderia ocorrer via nova especializacdo de uma linhagem no uso de Mikania,
dependendo da estrutura populacional e das comunidades. Provavelmente,
seria mantida assim como observado em A. melanisans, que possui baixa
diversidade, em populacbes constantes de menor tamanho e de baixa

diversidade intrapopulacional.

Espécies de moscas, por exemplo, respondem de maneiras
independentes as forcas evolutivas compartilhadas entre elas, com diferentes
niveis de congruéncia com a estrutura genética das plantas (Espindola et al.,
2014). Os padrdoes geograficos de distribuicdo de plantas hospedeiras,
encontrados em Actinote mostram um padrao mais complexo de distribuicao
dos haploétipos nas espécies oligofagas. A auséncia de padrbes congruentes
entre a estrutura geografica dos haplétipos e uso de plantas hospedeiras em
cada sitio, refor¢ca a hipotese de que diferencas na distribuicdo das plantas

levem aos diferentes regimes de selecéo.

No entanto, a mudangca para uma nova planta € o mecanismo que
melhor explica a evolugcdo do uso de plantas hospedeira em Heliconiinae
(Hardy & Otto, 2014). As espécies de Actinote, que fazem parte da mesma
subfamilia de borboletas também apresentam o mesmo padréo, onde a onde
nao ha correlacdo entre diversidade genética e aumento da amplitude de
dieta, 0o que estaria mais proximo da hipétese de danca filogenética das

cadeiras (ver Anexo 2.4).
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A histdria evolutiva das linhagens de A. pyrrha € melhor explicada sob
um contexto geografico do que através da evolugdo do uso de plantas
hospedeiras. Provavelmente esse cenario seja predominante em todas as
espécies oligéfagas do género, e desta forma é possivel que, dada a
heterogeneidade entre os sitios nas regides, a densidade de plantas
hospedeiras seja importante no processo de mudanca e alternancia no uso de
diferentes géneros de plantas. A densidade de plantas hospedeiras varia
entre as regides estudadas, principalmente Austroeupatorium, que pode ser
encontrado em grande numero de individuos, mas este, porém, apresenta

grande variagao (ver anexo 2.5).

Monofagia € um carater ancestral bastante conservado no género, e a
diversificacdo de estados mondéfagos leva ao subsequente aparecimento de
espécies oligofagas. As hipoteses do papel da diversificacdo no uso de
plantas se tornam mais complexas quando testadas através das observacdes
feitas em niveis taxondmicos mais baixos. Em nivel de espécies, a amplitude
de dieta pode contribuir mais para a especiagdo do que a mudanca para um

taxa diferente de planta.

No entanto, em linhagens ou populacbes que estdo mais sujeitas aos
efeitos da heterogeneidade de seus habitat, uma mudanca para uma nova planta
poderia ser o inicio para o aparecimento de linhagens mondéfagas dentro de
espécies oligéfagas, que consequentemente poderiam se tornar uma linhagem
de espécie especializada em um Unico taxa de plantas hospedeiras. Nesse
contexto, mesmo que herbivoros generalistas originem linhagens especialistas, o
gue estaria mais proximo da hipétese de oscilacdo de recursos, esse mecanismo
de especiacao simpatrica associada ao uso de plantas
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hospedeiras, ainda assim estaria sujeito aos efeitos da heterogeneidade
espacial dos recursos, como possivel fator influenciando as mudancas

evolutivas no uso de recursos.
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Capitulo 3. Variacdo geografica, uso de plantas hospedeiras e estrutura

genética de Actinote pyrrha (Nymphalidae: Acraeini)

Introducao

Insetos geralmente apresentam preferéncias alimentares por diferentes
espécies de plantas (Thompson & Pellmyr, 1991). Mudancas no uso de
plantas hospedeiras associadas a colonizacdo de novas plantas € uma das
principais fontes promotoras de diversificagdo em insetos herbivoros
(Fordyce, 2010; Janz, 2011).

Enquanto insetos herbivoros especialistas em dieta possuem um
namero menor de plantas hospedeiras em seu repertorio, os generalistas sao
capazes de se desenvolverem em ampla diversidade de plantas. Espécies
generalistas apresentam ainda diferencas no desenvolvimento e
sobrevivéncia quando ovipdem e se desenvolvem em diferentes linhagens de
plantas em diferentes regides geograficas (Jaenike, 1990; Thompson &

Pellmyr 1991; Janz & Nylin, 1997; Janz et al., 2006).

Mudangas no uso de plantas hospedeiras podem resultar em
diferenciacdo genética como consequéncia de fluxo génico reduzido, e de
especiacdo devido ao acumulo de mutagcdes que causam isolamento
reprodutivo (Coyne & Orr, 2004). A intensidade e a dire¢éo da selec&o natural
é variavel no espaco, e podem levar as diferencas nos tracos e interacdes ao
longo das populacdes (Thompson, 1994, 2005), como consequéncia de
padrbes espaciais variaveis de selecao (Nuismer et al., 1999, 2000; Gomez et

al., 2009; Thrall et al., 2012).
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Adaptacdo local de insetos herbivoros as defesas de plantas tem o
potencial de facilitar a colonizacdo de novas hospedeiras (Desurmont et al.,
2012). Linhagens de insetos herbivoros que evoluiram para o uso de uma
nova planta hospedeira apresentam melhor desempenho do que aquelas
encontradas em outras plantas (Magalhdes et al., 2009). As larvas
sobrevivem mais quando ha preferéncia por planta hospedeira (maior
especializacao), e as fémeas depositam mais ovos quando o desempenho do
imaturo € maior (Gripenberg et al., 2010).

Neste capitulo, sdo combinados dados e analises de estruturacédo
geografica populacional e de uso de espécies de plantas hospedeiras em
populacdes de Actinote pyrrha,. A hipétese é de que linhagens de A. pyrrha
apresentem estruturacdo, onde a variacdo genética pode ser encontrada
entre populacgdes ou linhagens que utilizam diferentes plantas hospedeiras, e
esta relacionada a preferéncia por género de planta hospedeira, caracterizada

pelas diferencas na probabilidade de oviposicao.

Metodologia

Amostragem

Foram estudadas sete sitios ao longo de 2013, em trés diferentes periodos
do ano (Figura 3.1). Foram coletadas 57 amostras de grupos de ovos e larvas
(aproximadamente oito grupos por sitio) e 43 amostras de adultos
(aproximadamente seis por sitio) de A. pyrrha. As lagartas foram criadas no
laboratorio até emergéncia do adulto e alimentadas com as folhas da espécie de

planta na qual foi coletada. Cada individuo adulto coletado ou oriundo de
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criacao foi depositado na Cole¢do Entomolégica do Departamento de Zoologia da
Universidade de Brasilia. O DNA foi extraido a partir do macerado das pernas e
da parte anterior das larvas (térax + cabeca). Para as extracdes foi usado o kit
Wizard® (Promega), conforme recomendacdes do fabricante.

Foram amplificados, através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
parte do gene mitocondrial citocromo oxidadase (COI) e do gene nuclear
isocitrato dehidrogenase (IDH). Aproximadamente 20 ng de DNA foi usado para
amplificar os fragmentos. As reacdes de PCR foram feitas com um ciclo incial a
95°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos (95°C/1 min; 45-55°C/1 min; 72°C /1min),
e um ciclo final de extensdo a 72°C/ 5 min. Os fragmentos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% de concentracdo, e
purificados com enzima ExoSap™ (Affymetrix), conforme recomendag¢des do

fabricante. As seqiiéncias foram geradas pela Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

Estrutura genética

No total foram usadas 100 sequéncias de 660 pares de bases de parte
do gene mitocondrial citocromo oxidase (COI), e de 777 pares de bases do
gene isocitrato dehidrogenase (IDH). As sequéncias foram analisadas e
alinhadas, utilizando o programa Geneious. Os ajustes, quando necessarios,
foram feitos manualmente no programa Bioedit (Hall, 1999). A analise de
distribuicdo dos haplotipos foi feita no programa DNASP 5.10.1 (Librado &
Rozas, 2009). A partir de dados multilocus dos haplétipos nos individuos das
populacdes, foi estimado o numero de grupos genéticos no programa
Geneland, em ambiente R. Esse programa permite associar as probabilidades

de cada uma das popula¢des pertencerem a um ou a mais grupos genéticos,
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associando frequéncias alélicas a localizacdo geogréafica baseada nas

coordenadas dos sitios das amostras.

Figura 3.1. Mapa indicando as localidades onde foram coletadas as populagfes
de Actinote pyrrha, entre maio e dezembro de 2013, na Serra do Mar, Serra da
Mantiqueira, regido da Serra da Canastra. 1- Araxa, MG (ARA), 2- Caxambu, MG
(CAX), 3- Sdo Lourenco, MG (HEL), 4- Pouso Alto, MG (ALT), 5- Passa Quatro,

MG (QUA), 6- Goiabal, SP (GOI), 7- Silveiras, SP (SIL).

Preferéncia por plantas hospedeiras

O termo preferéncia é tratado neste trabalho como sendo a probabilidade
de encontrar oviposi¢do nas diferentes plantas do repertério da espécie. O termo
aqui usado nao tem relagdo com a preferéncia associada a especificidade ou ao
valor reprodutivo dispendido pela fémea ao realizar a oviposicdo em uma
determinada planta (Singer, 1982). O nimero de oviposicdo em cada sitio e cada
planta foi utilizado para estimar a probabilidade de se encontrar ovos ou larvas de

A. pyrrha nos quatro géneros de plantas
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hospedeiras: Austroeupatorium, Chromolaena, Mikania e Vernonanthura. Um
modelo hierarquico bayesiano foi usado para estimar a preferéncia de A.
pyrrha pelas espécies de plantas hospedeiras. A analise foi feita em ambiente
R, utilizando o pacote “bayespref’ (Fordyce et al., 2011). Probabilidades de
preferéncia em cada populacao foram estimadas a partir de 50.000 passos na

cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) seguido de 10.000 aleatorizaces.

Resultados

Foram encontrados no total nove haplo6tipos para o gene mitocondrial
COl, e 38 haplotipos para o gene IDH, que estavam distribuidos em trés
grupos genéticos (Figura 3.2). A probabilidade de cada individuo pertencer a
um determinado grupo genético ou a outro variou geograficamente (Anexo
3.1), sendo que a populacdo de Caxambu apresentou maior nimero de
individuos com probabilidade de pertencerem a um (nico grupo. Essa
populacdo, no entanto, foi muito heterogénea em termos de estrutura
genética, e ndo foi encontrado nenhum padrdo geografico definido de
distribuicdo da estrutura genética de A. pyrrha (Figura 3.2).

As probabilidades de preferéncia por plantas hospedeiras também
variaram geograficamente (Anexo 3.2), mas possuem distribuicdo geogréafica
associada as populacgdes locais. Essa distribuicao foi heterogénea, sendo que
a probabilidade de se encontrar ovos ou lagartas de A. pyrrha em diferentes
plantas esta estruturada em nivel populacional.

A distribuicdo das populacdes de A. pyrrha variou dentro do espaco
multidimensional de probabilidade de preferéncia e de probabilidade de

agrupamento genético (Figura 3.5). Quando agrupadas, as distribui¢cdes das
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probabilidades de preferéncia se tornam homogéneas

agrupamento genético (Figura 3.6).

dentro de cada
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Figura 3.2. Distribuicdo geogréfica
das probabilidades das populagbes
pertencerem a um ou outro grupo
genético. Os nlmeros indicam as
populagdes: 1-GOl, 2-SIL, 3-QUA, 4-
ALT, 5-HEL, 6-CAX, 7-ARA. O
calculo das probabilidades foi feito
apos 100000 de replicacbes de

MCMC
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Figura 3.4. Preferéncia por plantas hospedeiras nas populagdes. As curvas indicam
probabilidade posterior em nivel populacional de preferéncia das quatro espécies de plantas
hospedeiras. Valor do critério de informacdo do desvio (DIC, sigla em inglés) = -33.06998.
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Goiabal, SP (GOI), 7- Silveiras, SP (SIL).
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Figura 3.6. Probabilidade média de preferéncia de oviposi¢géo de A. pyrrha nos quatro géneros
de plantas amostradas, ao longo dos trés agrupamentos genéticos estimados.
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Discussao

A oportunidade de se estudar mudancas populacionais no uso de plantas
hospedeiras permite caracterizar os efeitos de um possivel ajustamento entre
diversidade genética e ecologica. Quando o fluxo génico é limitado e h& forte
selecdo natural, espécies podem tornar-se adaptadas localmente, em regimes
que diferem ao longo de sua amplitude de distribuicdo geogréfica, levando a

preferéncia por determinada planta hospedeira (Wiklund, 1981).

Por outro lado, a baixa diversidade e o alto fluxo génico podem diminuir os
efeitos de sele¢cdo. Em populagbes geograficamente isoladas, a selecao natural
pode favorecer a preferéncia pelo aumento da eficiéncia das fémeas na busca
por plantas para oviporem (Forister et al., 2012). Em Lycaeides melissa
Nabokov (1944) (Lycaenidae), a preferéncia por uma planta especifica pode
aparecer e desaparecer de forma independente, devido a variacdo geogréfica

de padrbes de oviposicao.

Adaptacdes ligadas a tracos fenotipicos, considerando sua distribuicdo
espacial podem causar reducdes pleiotropicas no fluxo génico (Mallet et al.,
2009). Arquitetura genética e a conectividade das populacdes podem ser
responsaveis para que as mudancas acontecam de maneira mais lenta.
Assim, a canalizacdo de tracos pode ser favorecida sobre plasticidade em
ambientes invariaveis, especialmente se plasticidade tiver um custo muito alto

(Pigliucci & Murren, 2003).

No entanto, as probabilidades de preferéncia variaram geograficamente,
assim como 0s agrupamentos genéticos, e ambos apresentaram distribuicdo

espacial heterogénea. Essa espécie de borboleta utiliza plantas hospedeiras
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em um mosaico geografico de distribuicdo, e essa heterogeneidade espacial
favorece a manutencdo de diferencas genéticas e fenotipicas sob efeito
populacional local. A distribuicdo heterogénea das plantas pode levar ao uso
diferencial de plantas em nivel populacional (Thompson, 2005), e talvez
algumas caracteristicas genéticas sejam mantidas localmente, mesmo

quando ndo ha isolamento geografico.

Quando a especiacdo € recente, como € o caso de A. pyrrha, pode
haver retencéo de um polimorfismo ancestral, e a diferenciacdo genética pode
ter uma consequéncia geografica maior do que a selecdo de espécies de
plantas hospedeiras (Becerra & Venable, 1999). Apesar da distancia
geografica explicar parte da variagdo genética em populacdes, a
especificidade de dieta local por plantas hospedeiras também pode influenciar

a variacao espacial de caracteres genéticos (Drummond et al., 2010).

A interface entre adaptacdo local, geografia e demografia podem,
conjuntamente, ser determinantes para que ocorra diferenciagao pelo uso de
novas plantas hospedeiras (Darwell et al., 2014). A probabilidade em se
encontrar grupos de ovos ou de lagartas de A. pyrrha parece ter grande
influéncia da disponibilidade de plantas em cada sitio. A heterogeneidade na
distribuicdo desses recursos influenciariam a histéria evolutiva dessa espécie,
numa combinacdo de estruturacdo geografica e da variacdo geogréfica na
preferéncia (probabilidade de ovipor) do herbivoro pelas plantas hospedeiras.

Aparentemente, as populacbes de A. pyrrha compartiiham das mesmas
caracteristicas genéticas. Fémeas de Lepidoptera podem individualmente

apresentar diferencas entre elas na escolha de qual planta ovipor, porém essas
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diferencas ndo existem ou sdo menores quando se comparam os padrées em

nivel populacional (Nylin et al. 2005).

A correlacdo entre a estrutura genética espacial e a preferéncia de
plantas hospedeiras de A. pyrrha em escala local possui um componente
geogréfico. Apesar das probabilidades de preferéncia variarem entre as
populacdes, e a estrutura genética variar dentro da mesma escala, quando
agrupadas, a preferéncia de plantas hospedeiras € a mesma entre 0s
agrupamentos genético. As diferencas sdo maiores em nivel populacional, e
0os padrbes observados na espécie estdo estruturados em um mosaico de
distribuicédo, reforcando a ideia de que estudos que procurem correlacionar
tracos fenotipicos e genéticos devem procurar observar sua distribuicdo e

estrutura em diferentes niveis taxondbmicos e escalas espaciais.
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Consideragdes finais

A interacdo do género Actinote com suas plantas hospedeiras € um
bom modelo para estudos que buscam associar histéria evolutiva a processos
ecoldgicos. Sao espécies que respondem rapido a alteracdes no ambiente,
ocorrem em simpatria e compartiiham recursos. Apesar da grande
similaridade ecologica entre as espécies, 0 que pode ser observado
principalmente em A. pellenea e A. carycina, uma combinacdo de processos
biogeograficos historicos, distribuicdo heterogénea das plantas hospedeiras e
dindmica populacional de padrdoes de oviposicdo parecem influenciar a

evolucdo desses organismos em diferentes escalas.

A mudanca, ou a alternancia no uso de plantas hospedeiras por insetos
herbivoros € mais facil de ocorrer entre plantas filogeneticamente proximas.
Possivelmente possa haver uma relacdo com diferencas quimicas entre os
géneros de plantas amostradas, e possivelmente entre as populagdes, sendo
essa uma caracteristica importante para melhor compreensdo do papel
dessas plantas na especiacdo do género Actinote. Sua influéncia sobre a
ecologia populacional de Actinote pode ser grande, o que poderia explicar

muito dos padrdes observados nesse trabalho.
Perspectivas futuras

Uma caracteristica ecoldgica a ser observada, e que poderia acrescentar
muito para o entendimento desses padrdes, seria a da influéncia direta das taxas
de parasitismo em diferentes instares. Algumas observagfes sugerem a
presenca de diferentes ordens de parasitoides atacando diferentes estagios de

desenvolvimento das lagartas de Actinote.Vespas da familia Braconidae séao

92



encontradas nos instares iniciais e moscas da familia Tachinidae nos estagios
finais de desenvolvimento. Além disso, hiperparasitoides da familia
Pirilampidade (dado obtido durante a criagcdo das lagarta) podem aparecer

como um quarto nivel trofico, no topo dessa cascata ecologica.

Dados sobre parasitismo em ovos séo inexistentes e poderia ser uma
informacao relevante. E possivel observar em folhas de Austroeupatorium
inulaefolium, ovos de A. pellenea serem atacados por formigas (R.B. Francini,
comunicacdo pessoal) que, aparentemente sdo repelidas, talvez pela
presenca de compostos quimicos envolvidos na maturacao dos ovos ou ate

logo ap6s a fecundacao.

O uso de novas metodologias moleculares, associadas a experimentos
de preferencia e tolerancia poderiam resolver os problemas de teste de
hipéteses em niveis taxondmicos mais baixos. Com 0 uso de epigenética,
poderia-se associar diferencas genéticas a diferentes niveis de tolerancia, e
caracteriza-las dentro e entre linhagens oligéfagas e mondéfagas. Métodos de
sequenciamento de nova geracdo poderiam auxiliar na busca de regibes do
genoma que estejam sob sele¢do, ou encontrar diferencas e genes ligados a

diversificagdo do uso de plantas hospedeiras.
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Anexos

Anexo 1.1. Dados dos doze sitio amostrados entre maio e dezembro de 2013.
(ALT) Pouso Alto, MG, (ARA) Araxa, MG, (CAX) Caxambu, MG, (FPA) Cruzilia,

MG, (GOI) Goiabal, MG, (HEL) Séo Lourenco, MG, (IGR) llha Grande, RJ,

(PUR) Puruba, SP, (QUA) Passa Quatro, MG, (SAL) Salesopolis, SP, (SIL)

Silveiras, SP, (UBA) Ubatumirim, SP. (U) unidade amostral em cada sitio, (alt)

altitude, (temp) temperatura media anual média (°C), (prec) precipitagcdo media

anual (mm), (T) tamanho do transecto (metros), Area estimada através do

tamanho do transecto multiplicado por 2, o que representa metros adentro da

mata, em esfor¢co gasto para vistoriar as plantas.

sitio alt temp prec T area
ALT 870 19,3 1500 150 300
ARA 1005 20,2 1626 1186 2372
CAX 799 18,8 1468 1093 2186
FPA 962 18,1 1544 103 206
GOl 909 17,1 1421 429 858
HEL 840 19,6 1520 569 1138
IGR 0 23,2 1791 3518 7036
PUR 0 22,5 2552 1528 3056
QUA 896 18,7 1498 600 1200
SAL 1005 17,4 1609 207 414
SIL 658 19,5 1456 241 482
UBA 0 22,5 2552 431 862
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Anexo 1.2. Densidade de plantas nos sitios amostrados, baseado no numero de plantas
vistoriadas e a area percorrida. (ALT) Pouso Alto, MG, (ARA) Araxa, MG, (CAX) Caxambu,
MG, (FPA) Cruzilia, MG, (GOI) Goiabal, MG, (HEL) S&o Louren¢o, MG, (IGR) Ilha Grande, RJ,
(PUR) Puruba, SP, (QUA) Passa Quatro, MG, (SAL) Salesopolis, SP, (SIL) Silveiras, SP,
(UBA) Ubatumirim, SP.

Austroeupatorium Chromolaena Mikania Vernonanthura
ALT 0,0047 0,0189 0,0255 0,0608
ARA 0,0737 0,0463 0,0115 0,0034
CAX 0,0000 0,0354 0,0055 0,0349
FPA 0,2791 0,0103 0,0634 0,0297
GOl 0,0210 0,0269 0,0561 0,0970
HEL 0,0288 0,0204 0,0391 0,0000
IGR 0,0256 0,0034 0,0006 0,0020
PUR 0,0382 0,0000 0,0074 0,0000
QUA 10,0683 0,0233 0,0317 0,0117
SAL 0,1401 0,0000 0,0290 0,0000
SIL  0,0080 0,0616 0,0370 0,0673
UBA 0,1067 0,0139 0,0000 0,0000

Anexo 1.3. Variancia dos componentes da andlise de redundéancia discriminante da
distribuicdo de plantas hospedeiras em funcdo das caracteristicas ambientais de cada sitio.
(Df) graus de liberdade; (Var) variancia; (N.Perm) nimero de permutacées.

Df Var F N.Perm Pr(>F)
RDA1 1 0.57990 165.684 999 0.001 ***
RDA2 1 0.24697 70.563 999 0.001 ***
RDA3 1 0.07020 20.057 999 0.131
RDA4 1 0.06425 18.356 999 0.127
Residual 83 290.506

Anexo 1.4. Variancia dos componentes da andlise de redundéancia discriminante das espécies
de Actinote em funcdo da distribuicdo dos quatro géneros de plantas hospedeiras e das
caracteristicas ambientais de cada sitio. (Df) graus de liberdade; (Var) variancia; (N.Perm)
namero de permutacdes.

Df Var F N.Perm Pr(>F)
RDA1 1 169.88 90.015 999 0.001 ***
RDA2 1 23.75 12584 999 0.266
RDA3 1 16.35 0.8663 999 0.396
Residual 19 358.57
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Anexo 1.5. Resultados do modelo misto generalizado do efeito da densidade

das plantas nos padrdes de oviposicdo das espécies de Actinote.

Estimate Std.Error z value Pr(>|z|)
A. melanisans
(Intercept) -2.372e+00 5.699e-01 -4.162 3.16e-05 ***
plantaAustro:dens -2.741e+02 4.765e+02 -0.575 0.565106
plantaChromo:dens -9.475e+01 9.987e+01 -0.949 0.342759
plantaMikania:dens 7.155e+01 1.858e+01 3.850 0.000118 ***
plantaVernona:dens -7.564e+03 3.295e+06 -0.002 0.998169
A. carycina
(Intercept) -2.022e+00 4.521e-01 -4.473 7.70e-06 ***
plantaAustro:dens 2.591e+01 5.852e+00 4.427 9.56e-06 ***
plantaChromo:dens -7.589e+03 7.494e+06 -0.001 0.999
plantaMikania:dens -2.708e+04 1.142e+07 -0.002 0.998
plantaVernona:dens -4.120e+01 6.673e+01 -0.617 0.537
A.pellenea
(Intercept) -2.956e+00 8.803e-01 -3.357 0.000787 ***
plantaAustro:dens 4.586e+01 1.088e+01 4.216 2.49e-05 ***
plantaChromo:dens -6.862e+03 2.186e+06 -0.003 0.997495
plantaMikania:dens -5.701e+02 8.376e+02 -0.681 0.496108
plantaVernona:dens -7.759¢e+03 8.332e+05 -0.009 0.992570
A.pyrrha
(Intercept) -1.1731 0.3527 -3.326 0.000881 ***
plantaAustro:dens 13.4968 6.6742 2.022 0.043151 *
plantaChromo:dens 44,7631 10.2687 4.359 1.31e-05 ***
plantaMikania:dens -0.6580 20.1825 -0.033 0.973990
plantaVernona:dens 28.1375 8.8454 3.181 0.001468 **
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Anexo 1.6. Modelos mistos lineares generalizados. Padréo de oviposigdo em funcao da co-
ocorrencia de grupos de ovos ou de larvas (fator fixo), em cada sitio e na mesma planta. Os
menores indices dos critérios de informagéo bayesiana (BIC) foram usados para escolha do

melhor modelo. (EP) erro padréao

Fixed Cluster BIC  Estimate EP zvalue Pr(>z|)
planta  79.96*

A. melanisans (Intercept) -1.5691 0.3542 -4.430 9.41e-06 *
pellenea -15.4682 2584.702  -0.006 0.995
carycina -16.3166 4832.935 -0.003 0.997
pyrrha -0.1589 0.2195 -0.724 0.469

planta:sitio 82.72
(Intercept) -3.41099 0.66760 --0.002 3.23e-07 *
pellenea -15.4682 7591.573  5.109 0.998
carycina -16.3166 9871.683  -0.002 0.999
pyrrha 0.02145  0.26978 0.080 0.937
A. carycina sitio 84.94
(Intercept) -3,0954 0,7301  -4.239 2.24e-05*
melanisans -15,5073 1953,431 -0,008  0,993666
pellenea 0,6463 0,1925 3,357 0.000787 *
pyrrha 0,2477 0,2635 0,94 0,347261
planta:sitio  73.17*
(Intercept) -4,3513 0,9026  -4,821 1.43e-06*
melanisans -15,5073 9314,411  -0,002 0,999
3
pellenea 0,4246 0,307 1,383 0,167
pyrrha 0,2188 0,412 0,531 0,595
A. pellenea sitio 115.6
(Intercept) -2.3025 0.6074 -3.791  0.00015*
melanisans -15.4214  2984.956  -0.005 0.99588
0
carycina 1.0969 0.2596  4.225 2.39%-05*
pyrrha -0.3261 0.4008 -0.814 0.41590
planta:sitio  80.34*
(Intercept) -5.1204 1.2076  -4.240 2.24e-05*
melanisans -15.4214 13451.69 -0.001 0.999
76
carycina 0.3369 0.6088  0.553 0.580
pyrrha -0.2176 1.0274  -0.212 0.832
A. pyrrha sitio 161.6
(Intercept) -0.86695  0.39976 -2.169 0.0301 *
melanisans -0.18093  0.18936  -0.956 0.3393
carycina 0.37961  0.28374 1.338 0.1809
pellenea -0.06133  0.23384  -0.262 0.7931
planta:sitioc  154.4*
(Intercept) -0.90323  0.24689  -3.658 0.000254 *
melanisans 0.04747  0.22917  0.207  0.835918
carycina 0.17910 0.30699  0.583  0.559630
pellenea -0.12152  0.24301 -0.500  0.617030
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Anexo 2.1. Parémetros estatisticos utilizados para a estimativas de

probabilidade de ocorréncia dos

computacionais bayesiana (ABC).

cenarios testados nas analises

Parametro

Intra populacional Numero de haplétipos Numero de sitios

Inter populacional

segregados

Variancia das diferencas

pareadas Tajima D

Sitios segregados privados

Numero médio de nucleotideos raros

Variancia do Numero médio
de nucleotideos raros

Média das diferencas pareadas
dentro das populacdes

Média das diferencas pareadas
entre populagbes

FST (Hudson et al. 1992)
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Anexo 2.2. Comparacao das probabilidades posteriores de cada um dos
cenarios testados na simulacdo e selecdo de modelos historicos das
populacdes (regides) das quatro espécies de Actinote estudadas, utilizando
dois métodos estatisticos: direto (esquerda) e regresséo logistica (direita). (A
e B) A. melanisans, (C e D) A. carycina, (E e F) A. pellenea, (G e H) A. pyrrha.

As cores indicam os cenarios conforme indicados na legenda de cada gréfico.
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Anexo 2.3. Comparacdo das probabilidades posteriores de cada um dos
cenarios testados na simulacdo e selecdo de modelos histéricos das
linhagens de A .pyrrha encontradas nos quatro géneros de plantas
hospedeiras estudadas, utilizando dois meétodos estatisticos: direto

(esquerda) e regressao logistica (direita).
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Anexo 2.4. Correlacdo entre diversidade de haplétipos e amplitude de dieta (nimero de

géneros de plantas hospedeiras) nas quatro espécies de Actinote estudadas. Foram utilizados

dados do gene mitocondrial (COI) e do gene nuclear isocitrato dehidrogenase (IDH). Ambas

as correlagdes nao foram significativas.

Diversidade haplotipica

Diversidade genética e uso de diferentes géneros de plantas hospedeiras
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Anexo 2.5. Média e desvio padrdo da densidade de cada um dos quatro
géneros de plantas hospedeiras em quatro diferentes regides. Serra da
Canastra (CAN), Litoral, (LIT), Serra da Mantiqueira (MAN) e Serra do Mar
(MAR). Os circulos abertos representam os “outliers”
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Anexo 3.1. Probabilidade de agrupamento genético em cada uma das

populacdes amostradas, entre maio e dezembro de 2013. Araxa, MG (ARA),

Caxambu, MG (CAX), Sao Lourenco, MG (HEL), Pouso Alto, MG (ALT), Passa

Quatro, MG (QUA), Goiabal, SP (GQl), Silveiras, SP (SIL).

Sitio Clusterl Cluster2 Cluster3
ALT 0.8574 0 0.14286
ARA 0.38095 0.2857 0.33
CAX 0.04762 0.38095 0.57143
GOl 0.14286 0.61905 0.23810
HEL 0.42857 0.19048 0.38095
QUA 0.80952 0.00000 0.19048
SIL 0.33000 0.38095 0.28571

Anexo 3.2. Probabilidade de preferéncia de oviposicao de A. pyrrha nos quatro

géneros de plantas amostrados, entre maio e dezembro de 2013. Araxa, MG

(ARA), Caxambu, MG (CAX), Sao Lourengo, MG (HEL), Pouso Alto, MG (ALT),

Passa Quatro, MG (QUA), Goiabal, SP (GOl), Silveiras, SP (SIL).

Sitio Austroeupatorium Chromolaena Mikania Vernonanthura
ALT 0,1653798 0,2746146 0,0417013 0,4629507
ARA 0,69393721 0,18451752  0,03353671 0,09652978
CAX 0,1150727 0,3991296 0,123694 0,2898172
GOl 0,1662271 0,1174685 0,163823 0,4804538
HEL 0,16862233 0,61283 0,02510407 0,13907263
QUA 0,1728734 0,3234709 0,1820754 0,2446899

SIL 0,05034534 0,46666642  0,20456138 0,2342235
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