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INTRODUÇÃO/

A  partir do momento em que a eletroforese em gel come­

çou a ser usada como instrumento para detectar variabilidade ge 

nética existente em populações naturais (HUBBY e LEWONTIN, 1966; 

LEWONTIN e HUBBY, 1966; HARRIS, 1966), muitos trabalhos têm si 

do realizados com vários objetivos. Esta técnica tem possi­

bilitado, dentre outras coisas, estudos de filogenia quando os 

autores comparam o grau de distância e/ou similaridade genética 

entre espécies relacionadas (HUBBY e THROCKMORTON, 1968; AYALA 

e col.,1970 e 19 74; NAIR e BRNCIC, 1971; JOHNSON, 1973; TUR 

NER, 1974; JOHNSON e col.,1975; CARSON e JOHNSON, 1975; COY 

NE, 1976; SENE e CARSON, 1977; NAPP e CORDEIRO, 1981). Estes 

estudos têm permitido avaliar o nível de modificação genética 

que ocorre durante o processo de especiação.

Porém, o motivo de maior polêmica em relação à abundân 

cia de variabilidade revelada através desta técnica tem sido a 

sua origem e contribuição para o valor adaptativo das popula­

ções .

Existe um grupo de autores que defende ser esta varia­

bilidade devida a uma seleção balanceadora (Teoria Selecionis- 

t a ) , enquanto um outro grupo considera que a maior parte da v a ­

riabilidade contribui igualmente para o valor adaptativo das po 

pulações e, portanto, seja neutra seletivamente (Teoria Neutra
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lista).

Adeptos da Teoria Neutralista argumentam que a variabi 

lidade existente nas populações naturais surge por mutações neu 

tras que são mantidas pelo acaso (SHAW, 1965; KIMURA, 1968 e 

1969, KING e JUKES, 1969). Estes autores propuseram alguns mo 

delos matemáticos que mostram ser possível a manutenção de um 

polimorfismo apenas através de um equilíbrio entre a taxa de 

mutação e a eliminação da mesma por problemas de amostragem, sa 

lientando o papel importante do acaso na determinação da estru­

tura genética das populações.

KIMURA e OHTA (1971), KIMURA e MARUYAMA (1971) reali­

zaram estudos teóricos onde sugeriram que a maioria dos polimor 

fismos de proteínas são fases transitórias de uma evolução mole 

c u l a r .

KIMURA (1962) propôs um modelo, sugerindo que a possi­

bilidade de fixação de um gene mutante depende não só do tama­

nho efetivo da população e do coeficiente médio de seleção, co­

mo também da proporção entre a média e a variância do coeficien 

te de seleção. Este modelo foi rediscutido por OHTA (19 72) que 

concluiu que quando esta proporção ê pequena, mesmo a seleção 

estando presente contra o gene mutante, ele é fixado como se fos^ 

se um mutante seletivamente neutro.

YAMAZAKI e MARUYAMA (1972 e 1975) utilizaram um modelo 

estatístico que não dependia da taxa de mutação, estrutura popu 

lacional ou fatores ecológicos. Os resultados indicaram que 

grande parte do polimorfismo é mantido por mutação e deriva ge­

nética, apesar de outros autores acharem que a análise realiza­

da não seja suficiente para provar que o polimorfismo detectado 

é neutro seletivamente.
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Mais recentemente, WATANABE e WATANABE (1975), GAINES 

e WHITTAM (1980), DYKHUIZEN e HARTL (1980) obtiveram, em seus 

estudos experimentais, evidências de que o polimorfismo alozí- 

mico ê mantido por forças não seletivas.

O principal argumento dos selecionistas em favor de sua 

teoria tem sido baseado na observação de uma grande similarida­

de de freqüências alêlicas, quando se comparam diferentes loca­

lidades onde uma espécie de ampla disti .ibuição vive. Eventos 

casuais não poderiam levar a tais níveis de similaridade como 

foi encontrado por PRAKASH e col. (1969), AYALA e col. (1971), 

RICHMOND (1972) entre outros. Entretanto, KIMURA e OHTA (1971.) 

defendem que a migração juntamente com eventos casuais poderiam 

também ser responsáveis por estes padrões.

Outro aspecto, além da similaridade alélica entre popu 

lações, que tem chamado a atenção dos selecionistas é a diferen 

ça entre populações centrais e marginais. Alguns autores têm 

verificado que populações centrais são mais polimõrficas do que 

as marginais, apesar de que esta observação se relaciona muito 

mais com o polimorfismo cromossômico do que com o alozímico (pa 

ra maiores esclarecimentos consultar SO U L É , 1973).

Um terceiro ponto de observação ê o comportamento dife 

rencial das freqüências gênicas de populações de uma mesma espé 

cie no tempo e no espaço, muitas vezes, inclusive, apresentando 

um padrão clinal. SELANDER e col. (1970) observaram que, ape­

sar da estabilidade morfológica apresentada por Límulut pohjpkt 

muó desde o Triãssico (200 milhões de anos atrás) provavelmente 

devida a uma uniformidade temporal das relações ambiente-orga- 

nismo e/ou homeostase genética, sete dos nove locos estudados 

mostraram diferenças nas freqüências alêlicas entre populações
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da Costa Atlântica e do Golfo do Mexico. Estes dados sugerem 

que a variação genética neste organismo é adaptativa.

Inúmeros outros trabalhos indicam, em suas conclusões, 

que o polimorfismo alozímico se mantém graças a alguma forma de 

seleção balanceadora.

PRAKASH e col. (1969) AYALA e col. (1972) entre outros, 

interpretaram que esta seleção balanceadora poderia ser um tipo 

de seleção em favor do heterozigoto (heterótica), apesar de que, 

jã em 1966, LEWONTIN e HUBBY argumentaram que este tipo de sele 

ção heterótica traria à população uma carga genética muito ele 

vada, não havendo portanto uma explicação simples para a manu­

tenção deste polimorfismo.

Entretanto, SVED e col. (1967) MILKMAN (1967) e outros 

propõem modelos matemáticos que explicariam a existência de v a ­

lores altos de polimorfismo sem que isto implicasse em uma car­

ga demasiadamente pesada para a população.

KOJIMA e YARBROUGH (1967), YARBROUGH e KOJIMA (1967) 

e KOJIMA e TOBARI (1969) sugeriram a existência de uma seleção 

dependente de freqüência; SEMEONOFF e ROBERTSON (196 8) supõem 

uma seleção dependente de densidade.

No entanto POWELL (1975), baseando-se no fato de que 

apenas uma parte de toda a variabilidade genética foi até o mo­

mento estudada e que nem os selecionistas afirmam que toda va­

riabilidade é adaptativa, nem os neutralistas que é seletivamen 

te neutra, concluiu que a evolução não ê controlada apenas por 

fatores estocásticos ou por fatores determinísticos, mas por u- 

ma combinação de ambos.

Segundo VAN VALEN (196 5) uma das formas através das 

quais uma espécie mantém sua variabilidade genética sem implicar
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em uma carga genética muito grande seria através da adaptação 

diferencial de indivíduos de uma população a ambientes variados.

Assim, uma abordagem para tentar explicar a manutenção 

do polimorfismo cromossômico e alozlmico em populações naturais 

é a sua associação com variáveis presentes no ambiente em que 

elas vivem ou com variáveis controladas em experimentos de la­

boratório .

Dentre os trabalhos realizados com populações artifi­

ciais, Vfioòophita tem se constituído no organismo mais utiliza 

do. DA CUNHA (1957) , POWELL (1971 e 1973) analisaram popula­

ções de V. W i l l i & t o n l ; WILLS e col. (197 5) , MARINKOVIC e AYALA 

(1975) , POWELL e WISTRAND (1978) , populações de V. p4> íado o bi, cu 

fia; JOHNSON e POWELL (1974) , VAN D E L D E N , BOEREMA, KAMPING (1978), 

BIRLEY e MARSON (1981), populações de V . míZanoga&tí/i) LANKI- 

NEM e PINSKER (1977), PINSKER (1981), populações de V. Aubobó- 

cufia; BUDNIK e BRNCIC (1972) , populações de V. pavan-í e 

V. g auch a ; BRNCIC (1968) , populações de V. o p-í Zo & cl. Em to­

dos estes trabalhos foram encontradas correlações positivas en­

tre a variabilidade genética (cromossômica e alozlmica) e v a ­

riáveis ambientais controladas, portante, apoiando a teoria se- 

lecionista.

Por outro lado, uma série de trabalhos com populações 

naturais também têm sido realizados, tanto com espécies ecologi 

camente versáteis como com espécies ecologicamente restritas.

As espécies do gênero Vfio&oph-Lla apresentam grandes di 

ferenças em termos de exploração do ambiente. Temos espécies 

cosmopolitas, como por exemplo, V. m e.Za.noga.6 to.fi, que vive prin­

cipalmente associada a atividades humanas. Outras espécies ha­

bitam ambientes silvestres, como ê o caso de V . w Ltti.htoviL e
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V. òlm ulanò, ecologicamente muito versáteis, que apresentam uma 

distribuição muito ampla e exploram vários recursos como fonte 

de alimento e oviposição (WINGE, 1971; BRNCIC e VALENTE, 1978).

Existem ainda espécies que são geograficamente muito 

localizadas e do ponto de vista ecológico são altamente especia 

lizadas. Sua distribuição e abundância depende da abundância e 

distribuição do nicho ecológico que elas exploram (BRNCIC, 1970) . 

De acordo com este autor, o estudo da genética destas espécies e 

colõgica e geograficamente restritas é importante para o conheci 

mento das complexidades do processo evolutivo, pois elas repre­

sentam o tipo mais comum de espécies no género Vsio&ophila. Um 

exemplo típico é o de V. c.a.nclnophila, segundo CARSON - 1971 (ci 

tado por DOBZHANSKY, 1977), que se desenvolve nos sulcos néfri- 

cos exteriores do terceiro maxilípede do caranguejo da terra 

Geoca/icyínuó KufiZcoZd, em ilhas do Caribe e de outras espécies 

de Vfioòophlla que vivem associadas a uma única planta hospedei 

ra como as espécies cactofílicas (BARKER e MULLEY, 19 76) e as 

do grupo &lavopÁ.Zo6a (BRNCIC, 1966).

Em espécies versáteis , DOBZHANSKY e PAVAN (1950) rela 

cionaram inversões cromossômicas com variação espacial e sazo­

nal para uma série de populações de Vfioòophiia no Brasil; DA 

CUNHA e c o l . (1950) e DA CUNHA e DOBZHANSKY (1954) em V. 

ton-i observaram a adaptação conferida por certos polimorfis- 

mos cromossômicos ao ambiente explorado pelas populações estuda 

das; DA CUNHA (1951) analisou a influência do hábito nutricio­

nal na modificação do valor adaptativo de combinações cromossô­

micas; DA CUNHA, BRNCIC e SALZANO (1953) relacionaram a quanti 

dade de polimorfismo cromossômico com a variabilidade de nichos 

ecológicos existentes para sete espécies de Vfioòopklta. sul ame
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ricanas; SALZANO (1955) confirmou estes resultados para V. gua 

Aamunu e V. gA-í-i e.ol-íma ta; PIPKIN e col. (1973) observaram a 

influência da temperatura no polimorfismo do loco de Álcool De- 

sidrogenase (ADH) no gênero Vfioòophila; RICHARDSON e col. (1977) 

correlacionaram 3 espécies do complexo m aliíKl - V. mo jav <Lní,iò, 

V. asií-zonenA-íó e V. longZc.ofLn.-ii, (esta ecologicamente restrita) 

com o substrato larval por elas explorado; TSUNO (1975) em V. 

v-LníZ-Lò e PRAKASH (1976) em V . pí>£udoob6cufLa descreveram asso­

ciações de arranjos cromossômicos e locos enzimãticos com condi 

ções ambientais.

Utilizando V. m2.tanoga.òt<LH, JOHNSON e SCHAFER (1973) 

obtiveram correlações positivas entre padrões genéticos (asso­

ciação entre locos devido ao fenômeno de ligação) e entre rela­

ções genêtico-ambientais; VOELKER e col. (19 78) encontraram um 

padrão clinal tanto para inversões como para alozimas; STALKER 

(1980) estudou a associação entre a freqüência de inversões com 

variáveis ecológicas (latitude e estações do a n o ) .

PINSKER e SPERLICH (1979 e 1981), SPERLICH e col. (1980) 

estudaram o polimorfismo cromossômico e alozímico de sete popu­

lações de V. iubobàcutia, desde a Escandinávia até o norte da 

África, encontrando uma variação clinal ao longo do gradiente 

norte-sul, tanto nas freqüências de arranjos gênicos como nas 

freqüências alélicas; SPERLICH e col. (1981) compararam estas 

mesmas populações com uma população russa (Caucasus) tendo e n ­

contrado também um alto polimorfismo cromossômico, porém, uma 

baixa heterozigozidade média para os diferentes locos estudados.

Analisando V . p<LHòímili& , TAYLOR e POWELL (1977) estu­

daram o polimorfismo enzimático e cromossômico associando-os ccm 

a variabilidade microgeogrãfica e temporal; RICHMOND (1978) tra
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balhou com populações de Vnoò ophZ-ia e mostrou que exis­

tem diferenças significantes nas freqüências de polimorfismo 

cromossômico e alozímico sugerindo, assim, que a seleção de ha­

bitat pode ser importante na manutenção de diferenças microespa 

ciais de algumas espécies.

No sul do Brasil, ALBUQUERQUE e NAPP (1981) relaciona­

ram o loco da Esterase - 6 (Est-6) de V. 4-ímulanó com a diversi­

dade de nichos alimentares explorados por esta espécie, enquan­

to, VALENTE e ARAÜJO (1981) e BORBA e NAPP (1981) analisaram, 

respectivamente, o polimorfismo cromossômico e o polimorfismo 

enzimãtico nas mesmas populações de V. w-Ltt-Lbton-L considerando 

época, local, nichos de oviposição e/ou alimentação, como varia 

veis ambientais. Ainda em V. wiZ.li.6 t o n l , RIOS e CORDEIRO (19 80) 

mostraram a existência de uma correlação entre a altitude e a 

freqüência alélica de um loco de Leucina Aminopeptidase (Lap-5).

Outros organismos também foram utilizados na tentativa 

de relacionar a variabilidade cromossômica e alozímica com o am 

biente por eles explorado. SELL e col. (1978) encontraram dife 

renças significativas nas freqüências gênicas de populações de 

Hypífia. poòtlca. (gorgulho da alfafa) do leste e do oeste dos Es­

tados Unidos, tendo algumas destas diferenças sido correlaciona 

das com variáveis geográficas como altitude, latitude e longitu 

de. JOHNSON e col. (196 9) observaram a variação de 3 locos en- 

zimáticos em relação ao gradiente longitudinal (condições climã 

ticas gerais) da formiga PogonomtjAmex ba.siba.tu6, enquanto TOMAS- 

ZEWSKI e col. (1973) analisaram 2 locos (Amilase e Naftilamida- 

se) de populações de Vogonomynmzx badlu.i> do sudeste dos Estados 

Unidos, relacionando a variação encontrada com dados climatolõ- 

gicos; SAUL e c o l . (1978) correlacionaram o loco da Esterase 6
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(Est-6) com as diferenças no habitat larval do mosquito Aecíe-ò 

tfilò e.fita.tu.6; GAINES e c o l . (19 78) trabalharam com o rato de pra 

daria MtcfiotuA ockfioga.6te.fi - associando o padrão temporal da va 

riação alozlmica para os 5 locos estudados com a densidade popu 

lacional e outros componentes do valor adaptativo; GYLLENSTEN 

e col. (1980) e RYMAN e col. (1980) obtiveram correlação positi 

va entre a variabilidade genética e a heterogeneidade espacial, 

os primeiros em relação ao loco da Transferrina, enquanto o se­

gundo grupo analisando 5 locos enzimãticos de Alc&à alc&A ; KO- 

HEN (19 78) observou o comportamento do loco da Leucina Aminope£ 

tidase (Lap) em relação ao ambiente salino explorado pelo mexi­

lhão Mytlluò (Lduliò) CHRISTIANSEN e FRYDENBERG (19 74 ) analisa­

ram o padrão de clinas paralelas de dois locos - esterase e he­

moglobina - em Zoaftcíò vÃ.v^ipafiaò (teleõsteo marinho) .

Em vegetais, HAMRICK e ALLARD (19 72) e HAMRICK e HOL- 

DEN (19 79) estudaram a influência de heterogeneidade de microha 

bitat e microgeogrãfica sobre a distribuição alélica em popula­

ções de A vzna. ba.fiba.ta., tendo sido encontrada uma forte correla­

ção entre as variáveis citadas.

Novamente a teoria selecionista é fortalecida, uma vez 

que todos estes trabalhos mostram forte associação entre a v a ­

riabilidade genética e a heterogeneidade ambiental.

Quanto a espécies ecologicamente restritas, a quanti­

dade de trabalhos realizados ê consideravelmente menor do que 

com espécies versáteis. No entanto, alguns trabalhos serão r e ­

feridos .

Estudando V. buzzattt - espécie cactofílica do comple­

xo mullzfii. que utiliza somente espécies de cactus do gênero 0- 

puntta como sítio de oviposição - BARKER e MULLEY (1976) encon-
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traram baixos níveis de heterozigosidade para uma população aus 

traliana, porém sugerem que alguma forma de seleção balanceado- 

ra poderia estar atuando para manter a variabilidade existente. 

Os mesmos autores (1977) observaram a distribuição de uma outra 

espécie do mesmo complexo - V. a.ld.fiÁ.chi ~ e consideraram-na um 

excelente objeto de estudo devido a sua condição de população 

que habita locais ecologicamente marginais; MULLEY e c o l . (1979) 

analisando V. buzzatt-í encontraram significante associação en­

tre condições ambientais - dados climatológicos gerais associa­

dos com a latitude, distância do local de coleta em relação a 

costa e diferentes épocas do ano - em cinco do seis locos estu­

dados .

ROCKWOOD-SLUSS e col. (1973) estudando V. packza - ou 

tra espécie cactofílica que tem como sítio de oviposição o cac- 

tus Lo pho c.e/ieu.4 óc kot-ii. - evidenciaram uma grande uniformidade 

sazonal e geográfica nas freqüências gênicas e genotípicas. Os 

autores sugerem que uma interação entre seleção e migração ê 

que mantêm esta uniformidade.

PRAKASH (19 73) observou a baixa freqüência de variação 

alelica em V. buòck^-í e comparou com outras espécies que se as 

sociam a habitats domésticos sugerindo que esta baixa variabili^ 

dade seja devido a adaptação ao seu nicho restrito, uma vez que 

esta espécie apresenta uma restrição sazonal de nicho de cruza­

mento (PATTERSON 194 3 - citado por PRAKASH 19 73) e, mesmo expio 

rando vários frutos como recurso trófico, é encontrada em muito 

menor freqüência em relação a outras espécies domésticas como, 

por exemplo, V. imlanoga-áteA.

BRNCIC (1972 e 1976) evidenciou que existia flutuação 

sazonal e variação geográfica quanto ao polimorfismo cromossô-
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mico em populações chilenas de V. fclavopilo&a. Esta variação 

ocorria tanto em relação a gradientes de altitude como também 

no gradiente Norte-Sul, provavelmente devido ãs condições climã 

ticas a elas relacionadas (especialmente a temperatura).

Entretanto, BRNCIC e NAPP (1980) estudando a variação 

alozímica dos locos de Leucina Aminopeptidase (Lap), e Estera- 

ses (Est-1 e Est-2) também em populações chilenas desta mesma 

espécie, somente encontram diferenças geográficas em relação a 

alguns alelos do loco Esterase 2 (Est-2), e estas diferenças não 

seguem um gradiente de altitude.

Espécies do grupo ^laxioplloòa vivem na região Neotropi 

cal e são consideradas ecologicamente restritas por explorarem 

como sítio de oviposição, desenvolvimento larval e alimentação, 

flores do gênero CdòtKum, Solanaceae (BRNCIC, 1966). Vfioòophl- 

la  Inzompta. (WHEELER e col., 1962), oviposita nas pétalas das 

flores abertas, ao contrário de outras espécies do mesmo grupo 

que ovipositam em flores fechadas, como é o caso de V. {sla.vopi- 

toòd (BRNCIC, 1966) e V. cZAtsij. (BRNCIC, 1978). Estas duas e£ 

pécies colocam o ovo no tubo da corola através de uma pequena 

perfuração, provavelmente feita pela própria fêmea, com o auxí­

lio de espinhos que elas apresentam no seu ovipositor.

Posteriormente, as larvas migram em direção ã base da 

flor, onde se nutrem e finalmente empupam.

No Rio Grande do Sul, quatro espécies deste grupo fo­

ram encontradas: V. -íncompta, V. czòtKl, V. con.dnlfiol (BRNCIC, 

1978) e V. ^lavop-íloòa. As duas últimas ocorreram numa freqüên 

cia bastante baixa em coletas realizadas durante os anos de 1976 

e 1977 (BRNCIC, 1978), porém as primeiras apresentaram um gran­

de número de indivíduos nas mesmas coletas, tendo sido inclusive
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encontradas juntas em amostras de uma mesma planta.

Vfioò o pki.ta 'Lncompta. foi encontrada em flores de dife­

rentes espécies do gênero C&6tfium desde o Panamá e República Do 

minicana (WHEELER e col., 1962), até o sul do Brasil (BRNCIC, 

1978), numa freqüência bastante acentuada durante todas as épo­

cas de floração do referido gênero.

Especificamente no sul do Brasil, NAPP e B R N C I C , (1978) 

realizaram coletas durante a primavera de 1977 no parque Zooló­

gico (município de Sapucaia do Sul). Nesta ocasião, foi deter­

minado o padrão eletroforético para seis sistemas enzimáticos e 

ainda o de proteínas totais de V. ddòtfii e V . Zncompta. Os sis_ 

temas analisados foram: Esterases (EST), Leucina Aminopeptida- 

se (LAP), Glutamato-oxalacetado Transaminase (GOT), Aldeído Oxi 

dase (AO), Xantina Desidrogenase (XDH) e Malato Desidrogenase 

(MDH). Além disso, para os locos da Lap, Est-1 e Est-2, que são 

polimõrficos, os autores fizeram um levantamento das freqüências 

a l ê l i c a s .



OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

- Estudar, por análise eletroforética, a variação sazo 

nal e espacial de cinco populações de Vno&ophíla Incompta cole­

tadas em três diferentes locais do Rio Grande do Sul.

- Avaliar as diferenças nas freqüências alélicas de 

três locos (Esterases 1 e 2; Leucina Aminopeptidase) entre as 

diferentes populações e tentar relacioná-las com alguns fatores 

ecológicos que possam estar interagindo nas mesmas.

- Obter informações adicionais sobre a quantidade de va 

riação genética que existe em populações naturais de espécies e 

cologicamente restritas e contribuir para o conhecimento do sig. 

nificado biológico desta variação.



MATERIAL E MÉTODOS



2, MATERIAL E MÉTODOS

2.1. - Escolha do material

O estudo de espécies ecologicamente restritas tem sido 

muito importante quando se pretende relacionar a variabilidade 

genética com a diversidade ambiental. 0 fato destas espécies 

utilizarem apenas um meio como sítio de oviposição, desenvolvi^ 

mento larval e/ou recurso trófico para o adulto, reduz o número 

de variáveis ambientais que provavelmente estejam envolvidas com 

o polimorfismo genético nelas encontrado.

Uma série de razões levaram ã escolha de Vn.o& ophlla. -in 

compta. como objeto de estudo deste trabalho:

- 0 fato de ser ecologicamente restrita (oviposita e 

tem seu desenvolvimento larval limitado a flores do gênero Cz ò - 

tfium) ;

- ser abundante em todos os locais e épocas de flores­

cimento da planta hospedeira, que apresenta ampla distribuição 

no estado do Rio Grande do Sul;

- ser facilmente distinguida, através da genitália ex­

terna, de outras espécies do mesmo grupo;

- apresentar um polimorfismo para Esterases (dois lo- 

cos) e Leucina Aminopeptidase (um loco), já determinados (NAPP 

e BRNCIC, 19 78) e de detecção relativamente fácil nas condições
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FIGURA 1. Mapa do estado do Rio Grande do Sul, indicando os lo­
cais de coletas.
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técnicas utilizadas;

- haver possibilidade de congelamento dos indivíduos 

adultos antes de serem utilizados na técnica eletroforética,sem 

causar alterações na atividade dos locos analisados. Este fato 

torna-se especialmente importante porque V. Xncompta não se man 

tém em meio de cultura comumente usado no laboratório morrendo 

poucas horas após a emergência do i m a g o . Varias tentativas de 

feitura de um meio especial, empregando, inclusive, um macera­

do das flores de CzòtJium foram infrutíferas (BRNCIC, comunica­

ção p e s s o a l ) .

2.2. Êpoca e Locais de Coleta

Três locais foram utilizados para coletas, representan 

do três unidades geomórficas e ambientes ecológicos distintos do 

estado do Rio Grande do Sul; as coletas foram feitas durante 

os meses de fevereiro e agosto de 1981, caracterizando o verão 

e o inverno do estado, respectivamente.

I) Fundação Zoobotânica do Rio Grande do Sul - Parque 

Zoológico, município de Sapucaia do Sul - 25 km de Porto Alegre 

(Figura 1).

~ Altitude: nível do mar

- Coordenadas: aproximadamente, 29°501 latitude Sul e

51°10' longitude oeste.

- Região Geomõrfica: Depressão Periférica (MÜLLER FI­

LHO, 1970) .

- Caracterização do Ambiente: árvores de grande porte,

bem ensolarado, presença de moradia hu

mana perto dos arbustos usados nas co-
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letas, ã beira de uma estrada interna 

do parque (Figura 2).

II) Estação Ecológica do Taim - município de Santa V i ­

tória do Palmar - cerca de 400 km de Porto Alegre (Figura 1).

- Altitude: nível do mar

- Coordenadas: aproximadamente, 32°30' de latitude Sul

e 52°40' de longitude oeste.

- Região Geomõrfica: Planície Litorânea (MÜLLER FI­

LHO, 1970).

- Caracterização do Ambiente: região de banhado, com

pequenos capões, presença de moradia hu 

mana perto dos sub-locais de coletas, 

ã margem da BR 4 71 (Sublocal 1 - (Figu 

ra 3) e próxima a margem da Lagoa Mi­

rim (Sub-local 2). Região ventosa.

III) Parque Florestal e Estadual do Turvo - município

de Tenente Portela - Cerca de 500 km de 

de Porto Alegre (Figura 1).

- Altitude: 600 m

- Coordenadas: aproximadamente, 27° de latitude Sul e

54°10' de longitude oeste.

- Região geomõrfica: Planalto Basáltico (MÜLLER FILHO,

1970) .

- Caracterização do Ambiente: às margens do Rio Uru­

guai, mata subtropical quente e úmida, 

ao longo de duas estradas internas do 

parque, ambiente mais úmido e sombrio 

(Estrada do Porto - Figura 4) e mais 

seco e ensolarado (estrada do Salto
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FIGURA 3. Fotografia do sub local 1 da Estaçao Ecológica do Taim.
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FIGURA 4. Fotografia da estrada do Porto, sub-local do Parque 
Florestal Estadual do Turvo.

FIGURA 5. Fotografia da estrada do Salto, sub-local do Parque 
Florestal Estadual do Turvo.



20

Figura 5).

2.3. Método de Coleta

Inflorescências de C&Atfium caZycÁ.num Willd (nome popu­

lar: C o e rana), (Figura 6), em diversos estágios de florescimen 

to, foram coletadas nos três locais (cinco sub-locais) referi­

dos, colocados em potes plásticos com tampas perfuradas, acondjL 

cionados em isopor e levados aos laboratório do Departamento de 

Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

No laboratório, o material foi distribuído em vidros de 

1/4 1, forrados com Plumatex umedecido, tampados com rolhas de 

espuma e mantido em câmara de temperatura constante (25°C±1) e 

umidade relativa variando em torno de 60%.

Durante os dias que se seguiam, o material era mantido 

umidecido. Na medida em que os adultos emergiam, iam sendo se­

parados segundo a determinação das espécies e distinção do se­

xo, sendo, posteriormente, congelados e mantidos a uma temperatu 

ra de -9°C até o momento da aplicação eletroforética.

As determinações do material vegetal foram realizadas 

pelo professor Bruno Irgang do Departamento de Botânica da Uni­

versidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.4. Preparo das Amostras

O material foi homogeneizado em placas de acrílico com 

26 escavações de 7 mm de diâmetro e 3 mm de profundidade. Du­

rante esta operação, o material foi mantido em caixas de gelo.

Os indivíduos (machos ou fêmeas) foram colocados, indi
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FIGURA 6. Fotografia de uma inflorescência de CcótA.um ca.li/cZnum, 

em vários estágios de florescimento.
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vidualmente, em 23 escavações juntamente com dois microlitros do 

tampão do gel. O material, após macerado com bastões de vidro 

com ponta esmerilhada, foi absorvido por dois retângulos de p a ­

pel Whatmann n9 3 (4 mm x 1 m m ) .

Estes papéis embebidos de homogenados foram aplicados 

sobre o gel em 23 fendas abertas com o auxílio de pentes de aço 

inoxidável. Nas três escavações restantes, foram colocados h o ­

mogenados de machos homozigotos para uma banda controle dos 

dois sistemas analisados (Leucina Aminopeptidase e Esterases), 

marcados com azul de Bromofenol para possibilitar o posterior 

controle da distância de migração. Após, os géis foram cober­

tos com papel "Zapp" e colocados para migração eletroforética.

2.5. Técnica de Eletroforese

A técnica utilizada neste trabalho foi a mesma propos­

ta por POULIK (1957) usando como suporte de migração géis de a- 

crilamida em concentração 8%, para Esterases, e 6%, para Leuci­

na Aminopeptidase, de Cyanogum 41R.

Uma vez aplicado o material nos géis, estes eram colo­

cados a migrar em cubas eletroforéticas mantidas a 4°C sob uma 

diferença de potencial em torno de 10 volts/cm. Os panos ou pa 

péis filtro, em contato com a solução tampão por onde a passa­

gem de eletricidade ocorria, foram sempre colocados a 1 cm do 

do ponto de aplicação dos homogenados nos géis e a 12 cm dos pa 

nos ou papéis da extremidade oposta aos mesmos.

Apõs cerca de 10 minutos de migração, os papéis embebi 

dos em homogenados eram retirados, sem que a fonte fosse desli­

gada, para tentar evitar a formação de "rastros" de corante quaii
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do da revelação.

Quando o fronte, marcado com azul de bromofenol, atin 

gia 9 cm do ponto de aplicação a corrente era interrompida e o 

gel retirado da cuba para ser revelado.

As revelações foram feitas segundo POULIK, nas seguin­

tes soluções reveladoras:

a) Leucina Aminopeptidase

100 ml de tampão Tris Maleato 0,2M pH 5,2 

0,04 g de L-Leucyl-B-Naphtylamide (dissolvido em 10 

ml de solução metanol 10%, 5 minutos antes do uso) 

0,05 g Fast Black - K - salt 

Os géis foram incubados a 3 7°C por aproximadamente

1 hora.

b) Esterases

100 ml tampão Fosfato pH 6,0 

0,1 g Fast Blue BB-salt 

1,5 ml Alfa Naphtil Acetato 

2 ml Beta Naphtil Acetato

Os géis foram colocados durante 15 minutos, antes de 

ir ao corante, em tampão fosfato pH 6,0. Após, foram incubados 

na solução reveladora durante aproximadamente 4 horas.

Quando foram retirados da solução reveladora, os géis 

foram lavados em água destilada e colocados no fixador. A fixa 

ção foi feita em solução 5:5:1 de água destilada, álcool metíli^ 

co e ácido acético durante aproximadamente 15 minutos para os 

géis revelados para Esterases e 10 minutos para os de Leucina 

Aminopeptidase.

Apõs foi feita nova lavagem em água destilada e o acon 

dionamento dos géis em papel "Zapp" para serem analisados.
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2.6. Análise dos Zimogramas

Foi medida a distância de migração de cada banda do pon 

to de aplicação até o centro da mesma.

A mobilidade relativa foi calculada tomando-se como re 

ferência a distância de migração de uma banda controle de machos 

homozigotos de uma linhagem endocruzada de V . uüilliòtoní S. Pe­

dro .

por NAPP e BRNCIC (19 78) afim de possibilitar a comparação d a ­

queles dados com os atuais.

Dois testes estatísticos foram utilizados na análise 

dos dados no presente trabalho.

O teste do qui-quadrado foi usado com o objetivo de tes 

tar o equilíbrio das amostras no tempo (o mesmo local em dife­

rentes épocas) e no espaço (diferentes locais nas mesmas épo­

cas) .

obtidas e esperadas foi utilizado o teste d (citado em B A I L E Y , 

1974), que compara duas amostras grandes (n maior do que 30)com

As nomenclaturas utilizadas foram as mesmas sugeridas

2.7. Análise Estatística

Para avaliar as diferenças entre as heterozigosidades

(a/n) - p a/n = heterozigosidade obtida
d

/Í H Z S p = heterozigosidade esperada 

n = número de indivíduos da amostra

n
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3. RESULTADOS

Os três locos analisados apresentaram-se polimórficos. 

As amostras de verão do Taim-local 2 não foram utilizadas para qual 

quer cálculo estatístico nem referidas no texto por apresentar 

um número de indivíduos menor do que 30.

3.1. Leucina Aminopeptidase (LAP)

Este loco apresentou 5 alelos que foram denominados de 

T 0,91 _ 0,93 _ 0,95 _ 1,00 _ 1,03
Lap ; Lap ; Lap ; Lap ; e Lap , segundo suas res 

pectivas mobilidades relativas (Figura 7) .

Com exceção do alelo L a p ^ ' ^  que não apareceu na amos­

tra do Taim-local 2, inverno de 1981 (Tabela 3), todos os outros 

se fizeram representar mesmo que em baixas freqüências (Tabela

1 e 3) .

0 95
O alelo Lap ' foi o mais freqüente em todas as amos­

tras oscilando entre as freqüências de 0,7826 (Zoológico, verão 

de 1981) atê 0,8867 (Taim-local 1,inverno de 1981). Quando se 

comparou as freqüências deste alelo no mesmo local mas em dife­

rentes épocas, observou-se que as freqüências foram sempre meno 

res nas amostras de verão (Tabela 1) do que nas de inverno (Ta­

bela 3) .

O segundo alelo em freqüência, com exceção da amostra



FIGURA 7. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fenó- 
tipos do loco da LAP em Vfio&oph-LZcL ^incompta. Da es­
querda para direita temos:

Controle; L»p°-95/°>95; Lap°>95/0-95; Lap0 ’95'0 -95; Lap°"95/0•95;

Lap
I

L a p
I

L a p

0,95/0,95

0,91/0,95

0,95/0,95

0,95/1,00

Lap

Lap'
I

L a p
I

Lap

0,95/1,00

0,95/0,95

0,95/1,00

0,95/0,95

T 0,95/0,95. 0,95/0,95. 0,95/1,03. 
L a p  ; L a p  ; Lap ;

Controle; L a p 0 -9 5 * ' 95; L a p 0 -9 5 '1 *°°;

La p 0 '9 5 '1 ’0 0 ; L a p 0 -9 5 '0 -9 5 ; L a p 0 ’9 3 '0 >9 5 ;

Lap°>9 5 / 0 >9 5 ; I_ap0 -95/t>-9 5 ; L a p 0 ’9 5 '0 ’9 5 ;L a p  

Controle.

O b s . : os c o n troles são i ndivíduos mac h o s  de Vno&ophLta. U k l Z Á A t o n i d a  locally 

da d e  de Sao Pedro.



TABELA 1. Freqüências alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase (LAP) em Vtio&ophila incompta
(Verão de 1981).

L ocal S ublocal
A l e l o s

G e n e s
a m o s t r a d o s

H e t e r o z i g o s i d a d e
d

0,91 0,93 0,95 1,00 1,03 O b t i d a E s p e r a d a

T URVO
Salto 0,0114 0 , 0 6 1 4 0 , 8 2 9 5 0,0636 0,0341 440 0 ,20 9 1 0,3028 * *

Porto 0 , 0 1 2 7 0 , 0 2 9 7 0 , 8 0 5 1 0,1313 0,0212 236 0 , 2 6 2 7 0 , 3 3 3 1 n.s.

Z O O L Ó G I C O  77§- 0 , 0 0 9 0 0,06 5 0 0,8 5 3 0 0,0710 0,0020 448 0 , 2 1 0 0 0 ,2630§§ n.s.

Z O O L Õ G I C O - 0 , 0 4 3 5 0 , 0 7 9 7 0,7826 0,0725 0,0217 138 0,2754 0,3734 n.s.

T A  LM
L ocal 1 0 , 0 0 9 6 0 , 0 1 9 2 0 , 8 4 6 2 0,1154 0,0096 104 0,2115 0,2701 n.s.

Local 2 - - 0 , 8 3 3 3 0,1667 — 24 0 , 3 3 3 3 0,1389 1

§ - dados de N A P P  & B P U C I C  (1978).
§§ - este d a d o s  foi recalculado s e g u n d o  os c r i t é r i o s  do p r e s e n t e  t r a b a l h o ,

n.s. - não s i g n i f i c a n t e  ao n í v e l  de 5%.
** - s i g n i f i c a n t e  ao n í v e l  de 1%.
' - não foi c a l c u l a d o  n <  30.

T A B E L A  2. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  as f r e q ü ê n c i a s  a l é l i c a s  d o  loco da  L e u c i n a  A m i n o p e p t i d a s e  (LAP) e m  
Vn.oòophÃ.la -Lncompta (Verão de 1981) - T e s t e  de x 2 -

L o c a i s  c o m p a r a d o s X 2 c a l c u l a d o P r o b a b i l i d a d e GL

a) P o r t o  x T a i m  L o c a l  1 1 ,198 0 , 8 0  < P < 0,90 4
b) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 7,153 0 , 1 0  < P < 0,20 4
c) S a l t o  x T a i m  L o c a l  1 7,629 0, 1 0  < P < 0,20 4
d) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  1 8,414 0,05 < P < 0,10 4
e) S a l t o  x P o r t o 10, 1 4 3 P < 0,05 4
f) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 10,729 P < 0,05 4



TABELA 3. Freqüências alélicas do loco da Leucina Aminopeptidase(LAP) era VKOiophila incompta (In
verno de 19 81) .

Local S u b l o c a l
A l e l o s

G e n e s
H e t e r o z i g o s i d a d e

d

0,91 0,93 0,95 1,00 1,03
a m o s t r a d o s

O b t i d a E s p e r a d a

T U R V O
S a l t o 0,0029 0,0174 0,8606 0,1017 0,0174 344 0,2326 0 ,2484 n.s.

P o r t o 0,0096 0,0288 0,8703 0,0 817 0,0096 208 0,1923 0,2349 n . s .

Z O O L Ö G I C O - 0,0133 0,0233 0,8734 0,0600 0,0300 300 0 , 2 0 6 7 0,2320 n.s.

T A  IM
L o c a l  1 0,0133 0,0089 0 , 8 8 6 7 0,0844 0,0067 450 0,2089 0,2063 n.s.

L o c a l  2 - 0 , 0 2 6 3 0 , 8 4 2 1 0 , 0 8 5 5 0,0461 152 0,2368 0,2807 n.s.

n.s. - n ã o  s i g n i f i c a n t e  ao n í v e l  de 5%.

T A B E L A  4. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  as f r e q ü ê n c i a s  a l é l i c a s  do loco da  L e u c i n a  A m i n o p e p t i d a s e  (LAP) em  
Vn.oioph.ila Á.nc.ompta (Inverno de 1981) - T e s t e  d o  x 2 >

L o c a i s  c o m p a r a d o s X 2 c a l c u l a d o P r o b a b i l i d a d e G L

a) P o r t o  x S alto 2,962 0 ,50 < P < 0 ,70 4
b) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 3,490 0,30 < P < 0,50 4
c) Zo o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l 1 3,870 0,30 < P < 0 ,50 4
d) P o r t o  x T a i m  L ocal 1 4 , 0 5 8 0,30 < P < 0 ,50 4
e) S a l t o  x T a i m  L o c a l  2 4,474 0,30 < P < 0,50 4
f) P o r t o  x T a i m  L o c a l  2 6 ,242 0,10 < P < 0 , 20 4

g) S a l t o  x T a i m  L o c a l  1 6 ,324 0,10 < P < 0,20 4
h) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 7,028 0 , 1 0  < P < 0,20 4
i) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l 1 8,111 0,05 < P < 0 ,10 4

j) T a i m  L o c a l  1 x T a i m  L o c a l  2 15,494 P < 0, 01 4
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do Zoológico, verão de 1981, foi o L a p ^ ' ^  oscilando entre 

0,0600 (Zoológico,inverno de 1981) até 0,1313 (Porto - verão de 

1981).

0 alelo Lap^'*"*^ apresentou um inversão nas freqüências 

entre os 2 sublocais do Turvo: na amostra de verão do Salto a 

sua freqüência foi de 0,0636 enquanto no Porto foi de 0,1313? 

já no inverno, a freqüência no Salto subiu para 0,1017 e no Por 

to baixou para 0,0 817.

Quanto a heterozigosidade com exceção da amostra do Sal 

to - verão de 19 81, que apresentou uma diferença significante ao 

nível de 1%, todas as demais foram não significantes (Tabela 1 

e 3)• Apesar da não significância em todos os casos houve um 

excesso de homozigotos, menos no Taim-local 1, inverno de 1981.

3.1.1 Amostras de verão de 1981

0 9 5
A freqüencia do alelo mais comum (Lap ' ) variou nes­

tas amostras de 0,7826 (Zoológico) até 0,846 2 (Taim - local 1) 

(Tabela 1).

O segundo alelo mais freqüente (Lap^'^), com exceção 

da amostra do Zoológico em ele foi o terceiro em freqüência, os 

cilou entre 0,0636 (Salto) e 0,1313 (Porto).

0 9 3
O terceiro alelo mais freqüente foi o Lap ' tendo a- 

presentado uma oscilação bastante grande variando de 0,019 2 

Taim - local 1 - até 0,0614 no Salto. Não foram consideradas as 

amostras do Zoológico 19 77 por não se tratar da mesma época e 

do Zoológico 1981 porque nesta amostra este alelo foi o segundo 

mais freqüente.

1 0  3 0 91
Quanto aos alelos Lap ' e Lap ' mostraram muita va
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riação e apresentaram freqüências geralmente muito baixas.

A Tabela 2 mostra as comparações estatísticas entre as 

amostras dos diferentes locais nesta estação.

3.1.2. Amostras de inverno de 1981

Os alelos Lap^'9  ̂ e L a p ^ ' ^  foram, respectivamente, o 

primeiro e o segundo mais comuns com suas freqüências variando 

entre 0 ,8421 (Taim - Local 2) e 0,8867 (Taim - Local 1) e entre 

0,0600 (Zoológico) e 0,1017 (Salto) (Tabela 3).

Os alelos Lap0,91; L a p 0 '93 e Lap1,03 mostraram gran­

des oscilações nas diferentes amostras neste período, em geral 

com freqüências bastante pequenas.

Comparações estatísticas entre as amostras duas a duas, 

nesta época são mostradas na Tabela 4.

3.1.3. Comparação entre os locais nas diferentes épocas

Com o objetivo de comparar as amostras de um mesmo lo-

2
cal no tempo, foram realizados testes de X e obtidos os seguin 

tes resultados:

~  2
a) Taim - Local 1 (verao) x Taim - Local 1 (inverno) - X  =

2,0 82; 0,70 < P < 0,80

b) Porto(verão) x Porto (inverno) - X 2= 4,115; 0,30 <

P < 0,50

c) Zoológico (verão) x Zoológico (inverno) - X 2 = 12,459;

P < 0,02

d) Zoológico(verão) x Zoológico(1977) - X 2 = 14,229;

P < 0,01
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~ 2
e) Salto (verao) x Salto (inverno) - X  = 16,360; P < 0,01

f) Zoológico (inverno) x Zoológico (1977) - X 2 = 17,527;

P < 0,01

gl - 4 para todos os testes

3.2. Esterase 1 (Est-1)

0 91
Este loco apresentou 6 alelos denominados de Est-1 ' ;

Est-10 , 9 5 ; Est-10,97; Est-11,00; Est-11,01 e Est-11,03, a

partir de suas mobilidades relativas (Figura 8).

Enquanto nas amostras de verão o ale lo Est-11,01 não foi re

1 03
presentado em coletas do Zoológico e o alelo Est-1 ' nao apareceu 

no Taim - Local 1 (Tabela 5) , todos os alelos se fizeram representar 

nas amostras de inverno nos 5 diferentes locais (Tabela 7).

O alelo mais freqüente nas amostras do Zoológico nas 

três épocas analisadas foi o Est-11 , 0 0 , variando em suas fre­

qüências de 0,3430 em 1977 até 0,4500 no verão de 1981 (Tabelas

- 0 97
5 e 7). Ja para as demais amostras o alelo Est-1 ' foi o

mais freqüente oscilando entre 0 ,3355 (Taim - Local 1, inverno)

até 0,5395 (Salto, verão) - (Tabelas 5 e 7) .

Quanto ao menos freqüente, as três amostras do Zooló-

0 91
gico mostraram o alelo Est-1 ' , oscilando entre 0,0125 (Zoolo

g i c o , verão) e 0,0300 (Zoológico, 1977), enquanto as outras a-

1 03
mostras mostraram o alelo Est-1 ' oscilando entre 0,0079 (Sal 

to, verão) até 0,0395 (Taim - Local 1, inverno), embora tenha 

sido o segundo mais freqüente nas amostras do Zoológico. Os de 

mais alelos apresentaram uma distribuição muito variável como 

mostram as Tabelas 5 e 7.

As heterozigosidades obtidas e esperadas mostraram di-



FIGURA 8. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fenó- 
tipos do loco da EST-1. Da esquerda para direita te­
mos :

Controle; Est°*9 7 7 1 *0 1 ; n ão computado; E s t - 1 0 ’977® * 9 7 ; E s t - l l *0 0 ^1 *0 0 ; 

E,t-i0.”/1.01. E«-!».”/®.”, ^^0,95/1,00. ^ 1 , 0 1 / 1 , 0 1 .

E8t.l0,97/1,00. ^ 1 , 0 1 / 1 , 0 1 .  n5o computado. Controle. Est. l0.97/0,97i

não computado; Est-11’®“'1’“1; Est-1®•97/1'01; Eat-1®>97/1-01; 

E,t_il.®l/l.“l. E.t-l1 "®“'1 *®0 ; Eat-11 -®1'1’“3 ; não computado; 

Est-1®’95'®'97; não computado; Est-l°’97/1'°°; Controle.

Obs.: Os controles sao i n divíduos m a c h o s  de V ^ w ò o p h l Z a  UícttC&toní da  loca­

lidade de Sao Pedro.



TABELA 5. Freqüências alélicas do loco Esterase 1 (EST-1) e m  Vfioiophila -incompta (Verão, 1981).

Local S u b l o c a l
A l e l o s

G e n e s H e t e r o z i g o s i d a d e

0,91 0,95 0,97 1,00 1,01 1,03
a m o s t r a d o s

O b t i d a E s p e r a d a

T U R V O
S a l t o 0,0737 0,1342 0,5395 0,1868 0,0579 0,0079 380 0,4529 0,6472 * * *

P o r t o 0,1250 0,1944 0,4213 0,1620 0,0880 0,0093 216 0,5370 0,7350 * * *

Z O O L Õ G I C O  77§- 0,0300 0,1610 0,2080 0,3430 - 0,2580 236 0,3333 0 , 745 1 ^ * * *

Z O O L Ö G I C O - 0,0125 0,0625 0,2250 0,4500 - 0,2500 80 0,3000 0,6990 * * *

T A  LM
L o c a l 1 0,0213 0,1596 0,4362 0,2872 0,0957 - 94 0,4043 0,6922 * * *

L o c a l 2 - 0,1500 0,5000 0,3500 - 20 0,6000 0,6350 •

§ - d a d o s  de N A P P  & B R N C I C  (1978) .
§§ - este d a d o  foi r e c a l c u l a d o  s e g u n d o  os c r i t é r i o s  do p r e s e n t e  trabalho.

*** - s i g n i f i c a n t e  ao  n l v e l  de 0,1%.
' - n ã o  foi c a l c u l a d o  n <  30.

T A B E L A  6. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  as f r e q ü ê n c i a s  do 
(Verão de 1981) - T e s t e  do  x 2 *

loco da  Este r a s e  1 (EST-1) e m  Vn.o&ophíla. •tncomp-ta

L oc a i s  c o m p a r a d o s X 2 c a l c u l a d o P r o b a b i l i d a d e GL

a) S a l t o  x T a i m  L o c a l  1 11,234 P < 0,05 5
b) S alto x P orto 13,322 P < 0,05 5
c) P o r t o  x T a i m  L o c a l  1 14,047 P < 0,02 5
d) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  1 43,742 P <  0 , 0 0 1 5
e) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 93,061 P < 0 , 0 0 1 5
f) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 1 21,978 P <  0 , 0 0 1 5



TABELA 7. Freqüências alélicas do loco da Esterase 1 (EST-1) em VA.0 6 0 ph4.la -incompta (Inverno de
1981).

L o c a l S u b l o c a l
A l e l o s

G e n e s
H e t e r o z i g o s i d a d e

d

0,91 0,95 0,97 1,00 1,01 1,03
a m o s t r a d o s

O b t i d a E s p e r a d a

T U R V O
S a l t o 0,0485 0,0879 0,4394 0,3030 0,0897 0,0333 330 0,4788 0,6962 * * *

P o r t o 0,0657 0,1970 0,4141 0,2273 0,0707 0,0252 198 0,5506 0,7281 ** *

Z O O L Ó G I C O - 0,0280 0,1049 0,3182 0,3566 0,1608 0,0315 286 0,4196 0,7329 * * *

TAI M
L o c a l  1 0,0658 0,0987 0,3355 0,1283 0,3322 0,0395 304 0,4210 0,7450 ***

L o c a l  2 0,0769 0,0962 0,4615 0,2500 0,1058 0,0096 104 0,6154 0,6981 n.s.

n.s. - n ã o  s i g n i f i c a n t e  ao nível 
*** - s i g n i f i c a n t e  ao nível de 0

de 5%. 
,1%.

T A B E L A  8. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  
i n c o m p t a  (Inverno

as
de

fregflências a l é l i c a s  d o  l o c o  da 
1981) - T e s t e  de x 2 •

E s t e r a s e  1 (EST-1) e m VA.040phj.la

L o c a i s  c o m p a r a d o s X 2 c a l c u l a d o P r o b a b i l i d a d e GL

a) S a l t o  x T a i m  L o c a l  2 3 ,953 0,50 < P <  0,70 5
b) P o r t o  x T a i m  L o c a l  2 6, 7 5 3 0,20 < P <  0,30 5
c) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  2 1 4 , 5 5 5 P <  0,02 5
d) S a l t o  x P o r t o 15,584 P <  0,01 5
e) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 1 8 , 1 7 2 P < 0,01 5
f) T a i m  L o c a l  1 x T a i m  L ocal 2 2 7 , 3 4 3 P <  0,001 5
g) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 2 8 , 1 7 2 P <  0,001 5
h) P o r t o  x T a i m  L o c a l  1 5 1 , 2 1 6 P <  0 ,001 5
i) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  1 5 4 , 4 2 7 P <  0,001 5
j) S a l t o  x T a i m  L o c a l  1 73 , 6 9 5 P <  0 ,001 5
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ferenças altamente significativas com exceção do Taim - Local 2, 

inverno - mostrando sempre um excesso de homozigotos (Tabela 5

e 7) .

3.2.1. Amostras de verão de 1981

A freqüência do alelo mais comum para o Zoológico nes­

ta época (Est-11,00) foi 0,4500. Já nas demais amostras o ale-

0 9 7
lo mais freqüente foi o Est-1 ' que oscilou entre 0,4213 (Por 

to) e 0,5395 (Salto)(Tabela 5).

Na amostra do Zoológico o segundo alelo mais freqüente

1 0  3 n Q R
foi o Est-1 ' (0,2500), no Porto foi o alelo Est-1 ' (0,1944)

e nas amostras do Salto e Taim - local 1 - foi o alelo Est-11,00

- oscilando entre 0,1868 (Salto) e 0,2872 (Taim - local 1).

Para o terceiro alelo as posições entre as amostras do

Turvo (Salto e Porto) e Taim - local 1 - se inverteram. 0 ale-

0 95
lo Est-1 ' oscilou entre 0,1342 (Salto) e 0,1596 (Taim - local

1) enquanto Est-11,00 apresentou uma freqüência de 0,0880 (Por-

0 9 7
to). No Zoologico, o terceiro alelo mais comum (Est-1 ) apa

receu com uma freqüência de 0,2250.

As freqüências dos demais alelos foram bastantes variã

veis nas diferentes amostras.

Comparações entre as quatro amostras, duas a duas, fo-

2
ram feitas através do teste do X (Tabela 6).

3.2.2. Amostras de inverno de 1981

O alelo mais comum para o Zoológico foi o Est-11,00 ccm

0 97
uma freqüência de 0,3566. Para as demais amostras foi o Est-1 '
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oscilando entre 0,3355 (Taim - local 1) e 0,4615 (Taim-local 2)

- (Tabela 7).

O segundo mais freqüente para o Zoológico foi o alelo 

Est-10 ' ^ ,  (0,3182), para o Taim - local 2 - foi o Est-1 ' , 

(0 ,3322) e para as demais amostras foi o Est- 1 ^ /00, oscilando 

entre 0,2273 (Porto) e 0,3030 (Salto).

Enquanto as amostras do Turvo (Salto e Porto) apresen- 

caram a mesma ordem decrescente de distribuição de freqüências 

alêlicas, as amostras do Taim (Local 1 e 2) mostraram uma inver­

são na freqüência dos alelos Est-1'1''0 '*' e Est-1^'°°; a amostra 

do Zoológico mostrou-se muito diferente das demais (Tabela 7).

Quando as amostras foram testadas, duas a duas, através do 

2
teste do X , foram obtidos os resultados mostrados na Tabela 8..

3.2.3. Comparação dos locais em diferentes épocas

2
Comparações estatísticas através do X apresentaram os 

seguintes resultados quando testados os mesmos locais em dife­

rentes períodos.

2
a) Porto (inverno) x Porto (verao) - X = 8,005; 0,10< 

P< 0,20; gl = 5

2
b) Zoológico (verão)x Zoológico (1977) - X = 6,894; 

0,10< P < 0,20; gl = 4

2
c) Salto (inverno) x Salto (verao) - X = 26,670; P<

0,001; g 1 = 5

d) Taim - Local 1 (inverno) x Taim - Local 1 (verão) - 

X 2 = 36,130; P< 0,001; gl - 5

2
e) Zoologico (inverno) x Zoologico (verao) - X = 

55,596; P< 0,001; gl - 5
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f) Zoologico (inverno) x Zoológico (1977) - X 

96,745; P < 0,001; gl = 5

2

3.3. Esterase 2 (Est-2)

Este loco foi o mais polimõrfico, dentre os analisados 

no presente trabalho, apresentando 10 alelos denominados de 

Est-20 , 8 4 ; Est-20 , 8 9 ; Est-20 , 9 4 ; Est-20,96; Est-21,°°; 

Est-21 , 0 4 ; Es t - 2 1 , 0 7 ; Est-21,09; Est-21,13, Est-21,16 a par 

tir de suas mobilidades relativas (Figura 9).

O alelo Est-21 '00 foi o mais freqüente em todas as a- 

mostras tendo oscilado entre 0,2500 (Taim - Local 2 - inverno) 

e 0,3899 (Salto - verão) (Tabela 9 e 11).

Os demais alelos apresentaram uma variação muito gran­

de no tempo e no espaço (Tabela 9 e 11).

As heterozigosidades obtidas foram todas muito abaixo 

das esperadas caracterizando um excesso de homozigotos nas amos 

tras. Cálculos comparativos entre elas foram realizados tendo 

sido as diferenças estatisticamente significantes ao nível. de

0,1% (Tabela 9 e 11).

3.3.1. Amostras de verão de 1981

O alelo mais freqüente foi o alelo Est-21,00 oscilando 

entre 0,2708 (Taim - Local 1) e 0,3899 (Salto) (Tabela 9).
1 1 C

O alelo Est-2 ' não se fez representar nas amostras

1 0 7
do Porto e do Zoologico, enquanto os alelos Est-2 ' e

1 13Est-2 ' não apareceram na amostra do Taim - Local 1.

O segundo alelo mais freqüente foi o Est-20 '9 6 , com ex
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I f I

4.

A

FIGURA 9. Fotografia de um zimograma mostrando diferentes fenó- 
tipos do loco da E S T - 2 . Da esquerda para direita te­
mos :

Controle; Est-2°,84/°,89; Est-21,00/1,04; Est-P1,00/1»13; Est-21,00/1’°°;
Est-21,04/1,07

E s t - 2 1 ’0 0 / 1 ’13

Est-2° >8 4 / 0 -84

Est-2

Est-2

Est-2

1 ,0 0 / 1 ,0 0

1 ,0 0 / 1,00

1 ,00 / 1,00

Est-2°'84/0'96; Est-2°'94/0-94.

Est-2

Est-2'

1,07/1,07

0,94/0,94
Controle; Est-2°’89/0*96; 

Est-20,94/0‘9A; não com-
„ , _ „0,94/0,94 _ „ ,1,00/1,04 „ . „0,96/0,96 

putado; Est-2 ; Est-2 ; Est-2 • nao computado;
w „ „1,07/1,07 _ „ „0,84/0,89 _ „ .
Est-2 ; Est-2 , Controle.

Obs.: Os controles sao indivíduos machos de VKoòophÁXa W-LttÍAtovhL da loca­
lidade de Sao Pedro.



TABELA 9. Freqüências alélicas do loco Esterase 2 (EST-2) em VKoioph-ita j.nc.ompta (Verão de 1981).

A l e l o s  _ Heterozigosidade
Local Sublocal

0,84 0,89 0,94 0,96 1,00 1,04 1,07 1,09 1,13 1,16
amostrados

Obtida Esperada
d

TURVO
Salto 0,0229 0,0688 0,0642 0,1422 0,3899 0,1009 0,0596 0,0963 0,0276 0,0276 218 0,1560 0,7920 ***

Porto 0,0513 0,0769 0,0256 0,1538 0,3718 0,1283 0,0513 0,1154 0,0256 - 78 0,1538 0,7248 ***

ZOOLÓGICO 77* 0,0100 0,0890 0,1330 0,1830 0,2090 0,1430 0,0870 0,0750 0,0500 0,0210 518 0,3100®* 0,8606 ***

Z00LÕGIC0 0,0395 0,0921 0,2105 0,1447 0,3552 0,0395 0,0921 0,0132 0,0132 - 76 0,1842 0,7880 ***

TA LM
Local 1 0,0417 0,1667 0,0833 0,1667 0,2708 0,1250 - 0,1041 - 0,0417 48 0,3333 0,8342 ***

Local 2 - - - - 0,8000 0,2000 - - - - 20 - 0,3200 1

S - dados de NAPP & BRNC1C (1978).
§§ - este dado foi recalculado segundo os critérios do presente trabalho. 

*** - significante ao nível de 0,1Z 
1 - nao foi calculado n< 30.

T A B E L A  10. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  as f r e q ü ê n c i a s  a l é l i c a s  d o  l o c o  de  E s t e r a s e  2 (EST-2) e m  Vno&oph.Á.ta Ã.nc.ompta (Verão 
de  1981) - T e s t e  de  x 2 *

L o c a i s  c o m p a r a d o s X 2 c a l c u l a d o P r o b a b i 1 idade d

a) S a l t o  x P o r t o 6 , 0 8 1 0,70 < P<  0,80 9
b) S a l t o  x T a i m  L o c a l  1 1 2 , 0 1 1 0,20 < P <  0,30 9
c) P o r t o  x T a i m  L o c a l  1 12, 2 0 6 0,20 < P <  0,30 9
d) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  1 2 1 , 3 4 0 P < 0,02 9
e) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 2 2 , 5 2 2 P < 0,01 8
f) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 2 4 , 1 4 2 P <  0,01 9



TABELA 11. Freqüências alélicas do loco Esterase 2 (EST-2) em Vn.oiophÃ.la -Lncompta (Inverno de 1981).

Local Sublocal
A l e l o s

Genes
amostrados

Heterozigosidade
d

0,84 0,89 0,94 0,96 1,00 1,04 1,07 1,09 1,13 1,16 Obtida Esperada

TURVO
Salto 0,0461 0,0626 0,1020 0,0954 0,3618 0,1414 0,0724 0,0526 0,0493 0,0164 304 0,2105 0,8128 ***

Porto 0,0407 0,0930 0,1570 0,1512 0,3605 0,1453 - 0,0232 0,0291 — 172 0,2442 0,7898

ZOOLÓGICO - 0,0440 0,1400 0,2000 0,0720 0,3360 0,0680 0,0280 0,0840 0,0280 - 250. 0,1680 0,8071 ***

TA IM
Local 1 0,0073 0,0474 0,0876 0,0949 0,2956 0,1423 0,1168 0,0876 0,0986 0,0219 274 0,1825 0,8419 ***

Local 2 - 0,0833 0,1250 0,0729 0,2500 0,1250 0,0833 0,1458 0,0209 0,0938 96 0,1875 0,8566 ***

*** - significance ao nível de 0,1Z.

T A B E L A  12. C o m p a r a ç ã o  e n t r e  as 
n o  de 1981) - T e s t e

f r e q ü ê n c i a s  a l é l i c a s

do  x 2 .

d o  loco da E s t e r a s e  2 (EST-2) e m VKoioph-ila incompta. (Inver-

L o c a i s  c o m p a r a d o s X* c a l c u l a d o P r o b a b i 1 idade GL

a) S a l t o  x T a i m  L ocal 1 21,369 P < 0,02 9
b) T a i m  L o c a l  1 x Tai m  L o c a l  2 22,012 P < 0,01 9
c) S a l t o  x P o r t o 25,766 P < 0,01 9

d) P o r t o  x Z o o l ó g i c o 26,513 P < 0 , 0 0 1 8
e) S a l t o  x T a i m  L ocal 2 30 ,947 P < 0,001 9

f) S a l t o  x Z o o l ó g i c o 38,327 P < 0,001 9
g) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  2 43,622 P < 0 ,001 9
h) P o r t o  x T a i m  L o c a l  2 54,471 P < 0 ,001 9
i) P o r t o  x T a i m  Local 1 55,856 P < 0 , 0 0 1 9
j) Z o o l ó g i c o  x T a i m  L o c a l  1 68,636 P < 0 ,001 9
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ceçao da amostra do Zoologico que apresentou o alelo Est-2 ' 

como o segundo mais comum.

o
Quando as 4 amostras foram testadas através de X ,duas 

a duas, foram obtidos os resultados mostrados na Tabela 10.

0 94

3.3.2. Amostras de Inverno de 1981

0 alelo Est-21 '00 permaneceu o mais freqüente oscilan­

do entre 0,2500 (Taim - Local 2) e 0,3618 (Salto) (Tabela 11).

Os demais alelos apresentaram uma distribuição bastan­

te heterogênea entre as amostras.

1 16 ~
O alelo Est-2 ' tornou a não aparecer nas amostras

1 0  7
do Zoologico e Porto, enquanto o alelo Est-2 ' foi ausente tam

bém no Porto e o alelo Est-20,84 na amostra do Taim - Local 2.

2
Os X calculados entre as amostras nesta epoca foram 

todos altamente significantes como apresenta a Tabela 12.

3.3.3. Comparação dos locais em diferentes épocas

Comparando cada um dos locais em diferentes épocas, ob

o
teve-se os seguintes valores de X .

2
a) Salto (inverno) x Salto (verão) - X = 14,372;

0,10 < P < 0,20 ; gl = 9

2
b) Zoologico (inverno) x Zoológico (verao) - X 

15,900; P< 0,05; gl = 8

2
c) Porto (inverno) x Porto (verao) - X = 26,011 

P < 0,01; gl = 8

d) Taim Local 1 (inverno) x Taim Local 1 (verão) -X 

= 26,06 3; P < 0,01; gl = 9

2
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e) Zoológico (verao) x Zoológico (77) - X - 26,889; 

P < 0 ,01; gl = 9

2
f) Zoológico (inverno) x Zoológico (77) - X =67,793; 

P < 0,001; gl = 9



DISCUSSÃO



4 .  DISCUSSÃO

Um dos modelos propostos pelos selecionistas para ex­

plicar a manutenção da variação genética nas populações naturais 

foi baseado na hipótese de variação de nicho de VAN VALEN (1965) , 

a qual sugere que organismos que exploram uma variedade de ni­

chos devem ser geneticamente mais variáveis do que organismos 

ecologicamente mais restritos.

Com base neste pressuposto, vários autores têm relacio 

nado o baixo nível de polimorfismo alozímico encontrado em algu 

mas espécies de Vfioòophlla. com o estreito nicho nutricional e 

de cruzamento apresentado pelas mesmas (PRAKASH, 1973; ZOUROS, 

1973; BARKER e M U L L E Y , 1976).

Desta forma, espécies de ecologia restrita têm se cons 

tituído num excelente objeto de estudo porque, devido a sua es­

pecificidade a nichos de oviposição, desenvolvimento larval e/ 

ou recurso trõfico para o adulto, reduz o número de variáveis 

que possam estar atuando nas alterações das freqüências gênicas 

das populações.

0 amplo conhecimento já existente acerca da ecologia, 

sítio de cruzamento e requerimentos nutricionais das espécies 

do grupo falav oplloò a de VKoòopkila. (BRNCIC, 1966 el970) permite 

uma melhor avaliação da importância relativa de diferentes fato 

res que estejam atuando na manutenção da variabilidade genética
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em populações de V. Zncompta, pertencente a este mesmo grupo. Co­

mo já foi dito anteriormente, as larvas de P. incompta desenvol- 

vem-se em ambientes aparentemente uniformes - flores do gênero 

Ctetnum. Ao contrário do observado por BRNCIC (1966) no Chile,es 

te gênero no Rio Grande do Sul floresce em períodos mais ou m e ­

nos regulares ao longo do ano, independente das variações climá 

ticas - a menos que estas sejam muito rigorosas. Assim, em nos 

so estado, populações de espécies do grupo faZavop-Lto&a podem ser 

encontradas durante todo o ano, associadas com o florescimento 

da planta. Por outro lado, foram confirmadas as observações da 

quele au t o r , no que se refere aos possíveis fatores limitantes 

do tamanho populacional: clima e outros animais (competidores, 

parasitas e predadores). BRNCIC observou que a mortalidade em 

estágios pré-adultos era maior nos meses de verão, sendo possí^ 

vel que este dado explique o tamanho mais reduzido de nossas a- 

mostras nesta estação.

Quando flores individuais foram analisadas para se ter 

idéia do quanto do nicho disponível ê utilizado, foi possível 

constar que:

- em muitas flores (cerca de 7 0%) não foi registrado ne­

nhum indivíduo, seja em que estágio for;

- na grande maioria das flores ocupadas, apenas um in­

divíduo foi encontrado;

- raramente, dois indivíduos foram encontrados ocupan­

do a mesma flor, sendo, neste caso, ambos da mesma espécie.

Estes dados concordam ccm os de BRNCIC (1966) para popula­

ções chilenas de V. &lav oplloòa., indicando que alimento e espa­

ço para viver não são fatores limitantes para o aumento populacio­

nal durante os períodos de florescimento do gênero Czòtnum.



45

Em V. -íncompta o loco de Lap apresenta cinco alelos, o 

da Est-1 apresenta seis alelos e o da Est-2, dez alelos. Estes 

resultados são muito semelhantes aos obtidos por NAPP e BRNCIC 

(1978) nesta mesma espécie e em V. c&òtsii (com exceção do loco 

Est-2 que não mostra atividade nesta espécie) e por BRNCIC e 

NAPP (1980) para populações chilenas de V. falcLvoplioòa.

A proporção de locos polimórficos e heterozigosidade mé 

dia por indivíduo ou de cada loco separadamente, são duas m e d i ­

das comumente adotadas para avaliar a variação genética das popu 

lações. No entanto, a heterozigosidade tem sido geralmente pre 

ferida pela maioria dos autores, porque reflete mais fielmente 

o nível de variabilidade das populações estudadas, enquanto o 

grau de polimorfismo não é uma medida muito boa porque depende 

de quantos indivíduos são analisados e também porque locos com

2 alelos, são considerados igualmente polimórficos a locos com 

cinco, dez ou mais alelos (AYALA e VALENTINE, 1979).

Os níveis de heterozigosidade encontrados no presente 

trabalho oscilaram, para cada loco, entre os seguintes valores:

L&uc-ina. Am-inop^ptidaò e: 0 ,1923 (Porto, inverno de 

1981) a 0,2754 (Zoológico, verão de 1981).

E6te.Ka.Ae. 7: 0,3000 (Zoológico, verão de 1981) a 0,5506 

(Porto, inverno de 1981).

EótesLCLAe. 2 : 0 ,1538 (Porto, verão de 1981) a 0,3333 

(Taim Local 1, verão de 1981).

Não foi calculada a heterozigosidade média devido ao pe 

queno número de locos analisados; além disto, trata-se de uma 

amostra viciada, pois estes locos foram escolhidos justamente pe­

lo fato de serem polimórficos. No entanto, nossos dados refor­

çam os obtidos por NAPP e BRNCIC (1978) quando analisaram o grau
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de variabilidade existente em V . incompta e V. ce.-òtA-í baseados 

na proporção de locos polimórficos. Estes autores analisaram 19 

locos gênicos e obtiveram níveis de variabilidade muito eleva­

dos, tendo V. Incompta apresentado maior nível de variabilidade 

ainda do que V. díòtK-i, coletada na mesma época e nos mesmos ar 

bustos. Assim, tanto nossos resultados como os de NAPP eBRNCIC 

(1978) diferem dos encontrados para outras espécies restritas co 

mo V . buòckli (PRAKASH, 1973), V. mojavínélò (ZOUROS, 1973) e 

V. bu.zzattl (BARKER e MULLEY, 1976) , assemelhando-se mais aos 

valores encontrados para espécies versáteis como por exemplo 

as do grupo w lltlò to n i  Vsloa o ph-ÍZa (AYALA e P O W E L L , 1972; 

R I C H M O N D , 1972).

SOULÊ (197 6) propõe um modelo segundo o qual três con­

dições devem ser satisfeitas para que uma população possa atin­

gir altos níveis de heterozigosidade: deve ter um tamanho efe­

tivo grande, deve ser antiga, e, por fim, deve evoluir a taxas 

lentas porque a seleção direcional provavelmente causa uma dimi_ 

nuição na heterozigosidade. A não satisfação de alguma destas 

condições levaria a uma diminuição da heterozigosidade e conse­

qüente diminuição do polimorfismo.

Assim quando a população é pequena, fenômenos como de­

riva genética podem alterar as freqüências gênicas no tempo e 

até mesmo eliminar parte do polimorfismo genético, levando a u- 

ma homogeneidade da população estudada como foi sugerido por 

VARVIO-AHO (1981) em GzHfilò la.c.u6tulb .

Tanto no presente trabalho, como nos de NAPP e BRNCIC 

(1978) e BRNCIC e NAPP (1980) em espécies do grupo i t a v o p U o ò a , 

as heterozigosidades, em geral, apresentaram-se abaixo das espera 

das, evidenciando uma freqüência de homozigotos na natureza maior
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do que aquela que se esperaria encontrar se a população estives^ 

se em equilíbrio.

Excesso de homozigotos na natureza tem sido observado 

por diversos autores e tentativas de explicar este fenômeno têm 

sido feitas em inúmeros trabalhos. NARANG e KITZMILLER (1971) 

sugerem que o excesso de homozigotos encontrados em populações 

naturais do mosquito Anophílzò punctip&nn^Lò se deva a um possí­

vel fator etolõgico ou ecológico desconhecido. GUEDES (1975) 

discute este mesmo fenômeno em espécies do grupo gucLfian-i de 

Vfi oioph-LZa, sugerindo algumas hipóteses como a alta freqüência 

de alelos nulos, maior taxa de mutação para este tipo de alelo 

do que para alelos detectáveis eletroforeticamente, ou ainda pe 

lo princípio de Wahlund, explicação esta também sugerida por 

NAPP e CORDEIRO (1978) para 4 espécies do grupo couid-Lni. de 

Vfioò o p h i l a . Estes últimos autores sugerem, também, que uma pos­

sível vantagem de heterozigotos no estágio larval e um posterior 

melhor ajuste dos homozigotos adultos para diferentes nichos es­

pecializados devido a seleção diversificadora explicaria este 

fenômeno.

As condições dos ambientes estudados neste trabalho po 

deriam levar à suposição de que as populações dos dois sub-lo 

cais do Taim, teriam um aumento de homozigotos, possivelmente, 

devido a dois fatores: uma grande extensão de banhados entre eles 

funcionaria como barreira geográfica, reduzindo o fluxo gênico 

entre as duas populações; além disto, o pequeno número de ar­

bustos em cada local (4 no Local 1 e apenas 1 no Local 2) pode­

ria restringir o tamanho das populações levando-as a um aumento 

de endocruzamento. Esta explicação, porém, nos parece plausí­

vel para as demais populações.
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No Turvo, os dois sub-locais são ligados por mata den­

sa, portanto, teoricamente as condições para um fluxo gênico en 

tre elas estariam asseguradas. Neste caso, uma possível expli­

cação para o excesso de homozigotos poderia ser a ocorrência do 

endocruzamento por qualquer causa etolõgica ou ecológica. Ma 

população do Zoológico,a distribuição contínua de um grande nú­

mero de arbustos, também nos leva a pensar que não deva haver 

problemas de fluxo gênico, sugerindo-se então a mesma hipótese 

referida para o Turvo.

No presente trabalho, quando foram realizadas compara­

ções entre locais e sub-locais para cada loco estudado, algumas 

vezes foram obtidas diferenças significativas entre sub-locais 

de um mesmo local enquanto estas não ocorriam entre locais dife 

r e n t e s .

Importante observar que das três comparações que foram 

significativas com relação ao loco da Lap (verão e inverno jun­

tos) , duas delas foram microgeogrãficas, uma vez que ocorreram 

entre dois sub-locais de um mesmo local (Porto x Salto; Taim 

Local 1 x Taim Local 2). Jã no loco da Est-1, nas amostras de 

inverno, Taim Local 2 não apresentou diferenças em relação aos 

dois sub-locais do Turvo (Salto e P o r t o ) , no entanto, em rela­

ção ao Local 1 as diferenças foram acentuadas, o mesmo ocorren­

do entre o Salto e o Porto. Para Est-2, Salto e Porto não apre 

sentaram diferenças estatísticas entre si e em relação ao Local.

1, que por sua vez foi diferente do Local 2.

Os dois sub-locais do Turvo apresentam diferenças eco­

lógicas bastante visíveis. A estrada do Porto se caracteriza 

por ser sombria e úmida ao contrário do que ocorre com a do 

Salto, ensolarada e mais seca. A intensidade de calor ao longo
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de ambas também é diferente, se fazendo sentir muito mais na es 

trada do Porto do que na do Salto devido a maior umidade da pri 

meira. Ainda ê importante salientar que o inverno no Turvo se 

apresenta quente e úmido, ao contrário do que ocorre nos outros 

dois locais.

Enquanto isto, Taim-Local 1 e Local 2 (sub-locais do 

T a i m ) , apesar de apresentarem características ecológicas seme­

lhantes, ou seja, região de banhados, altamente expostas a v e n ­

tos (principalmente no inverno), igualmente iluminadas, sugerem 

apresentar, como já foi referido anteriormente, populações bas­

tante isoladas. Mesmo que não se conheça a capacidade de dis­

persão desta espécie, o fato de os dois locais distarem cerca 

de 2 5 km quase que totalmente separados por banhados, leva-nos 

a acreditar que dificilmente o fluxo gênico entre os dois lo­

cais possa ocorrer.

Já o Zoológico apresenta um ambiente mais dcméstico, com 

luminosidade média, mais seco do que os demais 4 sub-locais.

Desta forma, não é de se estranhar que, em alguns ca­

sos, diferenças entre os sub-locais (do Turvo e Taim) sejam maio 

res do que as encontradas algumas vezes entre os diferentes lo­

cais, bem mais distantes.

Tentativas de demonstrar a vantagem seletiva do poli­

morfismo enzimático têm sido feitas por inúmeros autores, os 

quais têm investigado os padrões de variação alozímica, asso­

ciando as diferenças encontradas com variáveis geográficas e/ou 

ambientais, tanto em espécies ecologicamente restritas 

(ROCKWOOD - SLUSS e c o l , 1973) como em espécies com maior ver­

satilidade ecológica (Koehn, 1969 e 1978; JOHNSON e col, 1969; 

KOJIMA e col, 19 72; JOHNSON e SCKAFFER, 19 73; VIGUE e JOHNSON,
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1973; PIPKIN e col, 1973; TOMASZEWSKI e col, 1973;SCHAFFER 

e JOHNSON, 1974).

Alguns autores têm sugerido que a seleção de habitat 

(RICHMOND, 1978) pode levar a uma variação microgeográfica con­

duzindo a diferenças nas freqüências gênicas, mesmo quando são 

comparadas populações muito próximas geograficamente. TAYLOR e 

POWELL (1977) referem que populações de V. separadas

por apenas algumas centenas de metros exibem diferenças signifi 

cantes nas freqüências alêlicas; RICHMOND (1978) mostrou que co 

letas em uma pequena área (40 x 75 m) podem mostrar diferenças nas 

freqüências gênicas em populações de V. a ^ l n l ò ;  ALBUQUERQUE e 

NAPP (1981) , estudando a variação alozlmica do loco da Est-6 

em populações naturais de V. éZmatanò, cujas amostras foram co­

letadas em diferentes recursos trõficos, sugeriram que a esco­

lha do habitat juntamente com outros fatores ambientais, seriam 

responsáveis pelas diferenças encontradas.

Voltando aos nossos dados, parece importante regis­

trar também que o loco da Lap mostrou-se mais homogêneo do que 

o das Esterases 1 e 2,quando comparações entre locais foram rea 

lizadas.

Com exceção do loco Est-1, que nas amostras do Zoolõgi 

co apresentou o alelo Est-1"^'^ como o mais freqüente, em todos 

os outros locais sempre os alelos mais freqüentes foram os m e s ­

mos para cada loco. O ambiente do Zoológico destaca-se dos d e ­

mais por ser o que sofre maior interferência do homem, e pode- 

-se supor que as diferenças para este loco estejam, pelo menos 

em parte, relacionadas com este fato.

Com relação aos outros alelos menos freqüentes, o com­

portamento foi muito irregular para os três locos, nos diferen­
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tes locais.

Isto tudo leva a supor que,se algum fator ambiental es 

tá atuando seletivamente sobre estes três locos,a forma de pres 

são é diferente em cada um deles.

Em geral, quando vários locos são analisados, o tipo 

de resposta encontrada varia de loco para loco. Por exemplo, 

PINSKER e SPERLICH (1979) , SPERLICH e col (1980) , analisando 

17 locos enzimãticos em V. 6 ubobò cusia. observaram que, dos 13 lo 

cos que eram polimõrficos, 4 não mostraram diferenças entre as 

populações analisadas,6 apresentaram diferenças nas freqüências 

gênicas sem mostrar nenhuma associação clara com variáveis geo­

gráficas e/ou ambientais e os 3 restantes (dentre eles o da 

4
Lap ) exibiram um padrao clinal de variaçao no sentido Norte- 

- S u l .

Não existe uma forma de determinar se as diferenças en­

contradas em V. -incompta são devidas aos locos em estudo ou se 

os mesmos estão ligados a outros locos sobre os quais estejam a 

tuando forças seletivas. No entanto, como salientou MULLEY e 

col (1978) diversos trabalhos têm evidenciado associações genõ- 

tipo-ambientais significantes envolvendo vários sistemas enzima 

ticos, especialmente o de esterases (KOJIMA e col, 1972, em V. 

p a v a n i; ROCKWOOD-SLUSS e col, 1973, em V. pachea; SCHAFFER e 

JOHNSON, 1974 , em V. m&tanogaòt&n.; ALBUQUERQUE e NAPP, 1981, em 

V. òlmulan*) . Estes resultados tornam pouco provável que estas 

associações sejam casuais.

Enquanto inúmeros trabalhos têm concentrado seus enfo­

ques na contribuição de diferenças ambientais e/ou geográficas 

sobre as variações genéticas, como foi possível evidenciar até 

o momento, relativamente poucos estudos têm sido feitos sobre o
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comportamento dos sistemas alozímicos ao longo do tempo (STEI- 

NER, 1979) . Segundo este autor, estudos sobre as mudanças gên_i 

cas dependentes de sazonalidades dentro de uma população podem 

oferecer vantagens uma vez que os efeitos da migração podem ser 

minimizados e parâmetros ambientais e ecológicos específicos, 

que potencialmente podem dirigir mudanças genéticas de uma for­

ma cíclica, permitem boas observações. STEINER ainda caracte­

riza que estes tipos de estudos podem proporcionar evidências 

da natureza da microevolução dentro das populações.

Os locos analisados neste trabalho,quando observados 

nas diferentes estações, mostraram diferentes comportamentos.

No caso dos dois locos de Esterases, os alelos mais co 

muns tiveram maior freqüência no verão do que no inverno,com ex 

ceção do loco Est-2 na amostra do Taim, Local 1. Jã para Leuci 

na Aminopeptidase, ocorreu exatamente o contrário, o alelo mais 

comum apresentou maior freqüência nas amostras de inverno.

De um modo geral, as populações mostraram diferenças 

significativas para os três locos quando analisados em diferen­

tes épocas. Não foi possível, no entanto, estabelecer qualquer 

tipo de flutuação cíclica nas freqüências alélicas, porque ape­

nas duas estações de um mesmo ano foram observadas. Mesmo as­

sim, para o Zoológico, três diferentes momentos de coletas ocor 

reram, verão e inverno de 1981 (no presente trabalho) e primave 

ra de 1977 (NAPP e BRNCIC, 197 8) . De qualquer forma, foi possí^ 

vel constatar que as diferenças entre as populações da primave 

ra de 1977 e verão de 1981, foram sempre menores do que aquelas 

entre a primavera de 1977 e inverno de 1981. Uma possível ex­

plicação para este fato pode ser encontrada quando se consta­

ta que o inverno de 1981, neste região, foi muito frio e os 2
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meses que antecederam as coletas, bem como o próprio mês da co­

leta tiveram muito menor precipitação do que os meses que ante­

cederam as coletas das outras épocas. Apesar de a primavera de 

1977 ter apresentado valores intermediários no que se refere a 

temperaturas médias e índices pluviomêtricos, quando comparada 

com as outras duas amostras, nos parece que temperaturas mais 

baixas aliadas a períodos mais prolongados de seca que excepcio 

nalmente caracterizaram o inverno de 1981 foram fatores determi 

nantes nas diferenças observadas entre esta amostra e as demais 

(dados climatológicos obtidos no 89 Distrito de Meteorologia de 

Porto A l e g r e ) .

De todos os locais analisados, o Porto foi o que mos­

trou maior homogeneidade quando comparaçoes temporais foram rea 

lizadas. As diferenças entre as amostras deste local não foram 

significativas para dois dos 3 locos estudados. Enquanto isto, 

comparações temporais do Salto, Taim Local 1 e Zoológico (verão 

de 1981 x inverno de 1977) não deram significância estatística 

para apenas um dos 3 locos analisados.

Uma possível explicação para estes resultados pode ser 

encontrada se levarmos em consideração que o Porto parece sofrer 

pouca variação climática ao longo do ano uma vez que, apesar da 

temperatura ser bastante alta no verão, o inverno no Turvo (Por 

to e Salto) é, também, quente e úmido.

Maiores oscilações climáticas ocorrem nos outros locais 

(Taim e Zoológico),bem como no Salto (neste caso principalmente 

no que se refere a umidade) sendo, portanto, esperada a hetero­

geneidade temporal que foi constatada em relação ãs freqüências 

alêlicas dos três locos analisados.

DOBZHANSKY e AYALA (1973) observaram variação temporal
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nas freqüências de dois locos enzimãticos em V . pó zudoobà cusia e 

V. pzA&tmtt-íò , caracterizando, pelo menos para estes dois locos, 

uma forte evidência de que pressões seletivas levam a estas al­

terações, mesmo que não se possa precisar exatamente, qual ou 

quais fatores ambientais são responsáveis diretos por este tipo 

de variação. STEINER (197 9) realizou trabalho semelhante em V. 

m-im-ica observando diferenças significativas ao longo do tempo 

nas freqüências alélicas para vários locos. Seus resultados le 

vam a conclusões semelhantes às do trabalho anteriormente cita­

do .

Em V. òubobòcuAa, LAKOVAARA e SAURA (1971), SAURA e col 

(1973) e PINSKER e col (1978) obtiveram diferenças significan- 

tes em sucessivos períodos de tempo para alguns dos locos anali 

sados. Observações semelhantes foram feitas por CABRERA e col 

(1980),neste mesmo organismo, os quais discutem em seu trabalho 

que em um dos locais estudados,o inverno apresenta condições de 

tal forma adversas que não é possível a captura de indivíduos du 

rante este período e, portanto, sugerem o efeito do fundador co­

mo explicação para o fato de alguns locos, que são moderadamen­

te polimõrficos em outros locais, apresentarem-se monomõrficos 

neste local.

Apesar de o inverno no sul do Brasil ser bastante frio 

e úmido, especialmente nas regiões de Taim e Sapucaia do Sul 

(Zoológico) os resultados por nós obtidos não sugerem o mesmo 

que os de CABRERA e col (1980), uma vez que o alto polimorfismo 

foi constante nas duas estações do ano analisadas.

Nossos dados, portanto, reforçam a idéia de que variá­

veis geográficas e ambientais, assim como alterações temporais 

são fatores importantes na manutenção da variabilidade genética
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existente nestes populações; além disto, a variação microespa- 

cial do ambiente, considerando fatores como seleção de habitat, 

é também capaz de afetar o grau de variabilidade genéticas des 

tas populações.
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VfLOòophlla incompta. é uma espécie do grupo ^lavopíloòa. 

que, como as demais espécies deste grupo, explora flores do gê 

nero Czòtfiam como único sítio de oviposição e desenvolvimento^ 

larval. Com o objetivo de avaliar a variabilidade existente em 

três locos enzimáticos (Leucina Aminopeptidase, Esterases 1 e 2) 

desta espécie e tentar verificar possíveis associações genético 

-ambientais, cinco populações - de três locais do estado do Rio 

Grande do Sul - foram analisadas em duas épocas distintas (ve­

rão e inverno de 1981), pela técnica de eletroforese horizontal 

em gel de acrilamida.

0 loco da Leucina Aminopeptidase apresentou cinco ale- 

los; o da E s t e r a s e - 1 ,  seis alelos e o da Esterase - 2, dez ale 

l o s .

Apesar de ser uma espécie ecologicamente restrita,

V. incompta apresentou, para os três locos analisados, altos ní­

veis de heterozigosidade, embora, em todas as amostras com ex- 

cessão de uma, estes níveis tenham sido abaixo dos esperados teo 

ri c amente.

Cálculos das freqüências alêlicas para estes três lo­

cos foram realizados e comparações entre as freqüências foram 

feitas, levando em conta a heterogeneidade do ambiente no espa­

ço e no tempo.
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Nas diferentes amostras, não importando a época, os a-

lelos mais freqüentes sempre foram os mesmos para cada local.

Para os locos da Leucina Aminopeptidase e Esterase - 2 os alelos

L a p 0,95 e Est-21 '00 foram,respetivamente, os mais freqüentes em

todas as amostras. Jã para o loco Esterase -1, o alelo

0 97
Est-1 ' foi o mais freqüente em todos os locais e epocas, com 

exceção das amostras do Zoológico onde o alelo Est-11 ' ^  foi o 

mais freqüente. Quanto aos outros alelos menos freqüentes, sua 

distribuição foi muito irregular para os três locos nos diferen 

tes locais.

Os ambientes nos locais de coletas mostram diferenças 

climáticas e ecológicas bastante acentuadas. De todos os lo­

cais estudados, o Porto parece ser o mais homogêneo sendo, tal­

vez, esta a razão pela qual as amostras analisadas neste local 

tenham se mostrado, também, mais homogêneas quanto a suas fre­

qüências alélicas em diferentes épocas.

Por outro lado, as comparações entre as freqüências a- 

lélicas de amostras de diferentes locais e sub-locais num mesmo 

período, algumas vezes mostraram diferenças estatisticamente siç[ 

nificantes para 2 sub-locais de um mesmo local, o mesmo não o- 

correndo entre dois locais diferentes, sugerindo que, provavel­

mente, as diferenças microgeográficas atuem de forma bastante 

expressiva na diferenciação das freqüências gênicas.

Desta forma, acreditamos que nossos dados servem como 

reforço para a teoria selecionista, já que parece claro que va­

riáveis geográficas e ambientais, bem como modificações tempo­

rais experimentadas pelas populações analisadas no presente es­

tudo são,talvez, as maiores responsáveis pelas diferenças gené­

ticas apresentadas.
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V>ioAoph'ita -incompta, as the other species of the &la.vo_ 

piloAa group, explores Cz-itAum flowers as the only oviposition 

and larval development site.

Aiming to evaluate this species variability, regarding 

three enzymatic loci (Leucina Aminopeptidase, Esterase - 1 and

2), and to verify possible genetic-environmental associations, 

five populations, from three different localities of Rio Grande 

do Sul, were analyzed using horizontal electrophoresis in 

acrylamide gel.

Leucine Aminopeptidase locus presented five alleles, 

Esterase-1, six, and Esterase-2 had ten alleles.

Despite being an ecologically restricted species, V. incompta 

showed, at the three examined mmA loci, high heterozigosity 

levels, although in all samples except one these levels were 

far beyond those expected theoretycally.

Allelic frequencies were calculated and compared at 

these three loci, considering the spatial and temporal 

environmental heterogeneity.

In different samples, the most frequent alleles were 

the same for each locality in the two periods. At the Leucina 

Aminopeptidase and Esterase-2 loci, Lap^"9^ and Est-2'*"’̂^ 

alleles were, respectively, the most frequent in all samples.
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At the Esterase-1 locus, Est ' was the most frequent allele in 

all localities and periods, except in Zoologico samples where 

Est-1^“*^ was the most frequent one. Considering the other 

alleles, their distribution was very irregular at the three 

loci, in the different places.

The environments of the collection localities have 

marked climatic and ecological differences. Porto seems to be 

the most homogeneous site, perhaps being for this that these 

samples were also the most homogeneous, regarding allelic 

frequencies in different periods.

Comparing allelic frequencies of different localities 

and sub-localities, in the same period, some statistically 

significant differences were sometimes detected between two sub 

-localities of the same place, but not between two different 

localities. So, it is suggested that raicrogeographycal 

differences actuate expressively in gene frequencies 

differentiation.

We believe that our data support the selectionist 

theory, since it seems clear that geographycal and environmental 

variations and temporal modifications undergone by the analyzed 

populations are, perhaps, the main cause of the genetic 

differences observed.

0 97
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