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Resumo

Técnicas de biologia molecular, como o sequenciamento do DNA para verificar
polimorfismos genéticos, vem sendo cada vez mais empregadas em estudos de
taxonomia e sistematica filogenética. O gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI),
escolhido para ser o marcador universal do codigo de barras da vida (DNA barcoding),
vem sendo usado na identificacdo de inimeros organismos vivos, bem como para
estudos de variabilidade intra-especifica, descobrimento de espécies cripticas, entre
outros usos. Estudos de filogenia geralmente combinam dois ou mais marcadores para
aumentar a resolucdo em diferentes niveis taxondmicos. Portanto, neste trabalho, estas
técnicas foram empregadas para auxiliar os estudos de taxonomia e filogenia de
espécies de cochonilhas pertencentes a Ceroplastinae Atkinson (Hemiptera: Coccidae).
No primeiro capitulo, sequéncias de DNA barcoding foram geradas para quatro novas
espécies do género Ceroplastes Gray que foram descritas morfologicamente. O uso
integrado dos dados genéticos e morfoldgicos facilitou o estabelecimento das espécies,
apesar das variabilidades fenotipicas de algumas espécies. No segundo capitulo,
fragmentos dos genes COI e 28S foram utilizados para confirmar que a espécie
Ceroplastes glomeratus Peronti apresenta duas formas diferentes, variando o
comportamento e os caracteres morfologicos nas diferentes geracdes. No terceiro
capitulo, os dados moleculares obtidos pelo sequenciamento de pequenos fragmentos
dos genes COI e 28S agrupados, foram utilizados para elaborar hipotese filogenética
entre as espécies de Ceroplastinac aqui estudadas, testando-se os agrupamentos
propostos anteriormente para espécies com distribuicao no estado de Sao Paulo, através

dos métodos de maxima verossimilhanga e inferéncia Bayesina.

Palavras-chave: DNA barcoding, 28S, COI, Ceroplastes, cochonilhas cerosas.



Abstract

Molecular biology techniques, such as DNA sequencing to verify genetic
polymorphisms, have been increasingly used in taxonomy studies and phylogenetic
systematics. The mitochondrial gene cytochrome oxidase I (COI), chosen to be a
universal marker of barcode of life (DNA barcoding), has been used in the identification
of many living organisms, as well as for intraspecific variability studies, find cryptic
species, among other uses. Phylogenetic studies generally combine two or more markers
to increase the resolution at different taxonomic levels. Therefore, in this study, these
techniques were employed to help taxonomy and phylogeny studies of scale insect
species belonging to the Ceroplastinae Atkinson (Hemiptera: Coccidae). In the first
chapter, DNA barcoding sequences were generated for four new species of the genus
Ceroplastes Gray that were described morphologically. The integrated use of genetic
and morphological data facilitated the establishment of the species, despite the
phenotypic variability presented by some of the species. In the second chapter,
fragments of COI and 28S genes were used to confirm that the Ceroplastes glomeratus
Peronti species has two different forms, changing the behavior and morphological
characters in different generations. In the third chapter, the molecular data obtained by
sequencing of small fragments of COI and 28S genes grouped were used to construct
phylogenetic hypothesis among the Ceroplastinae species studied here, testing groups
that have been proposed previously for some species with distribution in the state of Sdo

Paulo, applying the methods of maximum likelihood and Bayesin inference.

Key-words: DNA barcoding, 28S, COI, Ceroplastes, wax scales



Introducio geral

Por muitos anos, estudos de taxonomia e sistematica foram baseados
principalmente em caracteres morfologicos ou até mesmo comportamentais. Entretanto,
visto que fatores bidticos e abidticos possam influenciar a relagdo do genotipo com o
fenotipo, muitas espécies podem ter sido erroneamente identificadas. Nos ultimos anos,
a identificacdo molecular, ou taxonomia molecular, como ¢ denominada muitas vezes,
tem sido eficiente para solucionar os problemas enfrentados pela taxonomia tradicional,
como: separagdo de espécies cripticas, identificacdo de espécies com grande
plasticidade fenotipica, identificacdo de estagios do desenvolvimento (Hebert et al.

2003).

Por volta de 1966, o uso da eletroforese de isozimas (formas de enzimas
diferentes que catalisam a mesma reacdo), representou uma revolucao para a genética de
populacdes e foi amplamente utilizada para descrever polimorfismos em populagdes dos
mais diversos organismos (Solferini & Selivon 2012). Essa técnica permite a
quantificagdo de niveis de variabilidade genética, estimativas de fluxo génico,
elucidagdo de limites interespecificos e estabelecimento de relagdes evolutivas entre

diferentes taxons (Solferini & Selivon 2012).

Posteriormente, com a popularizagao de técnicas de analise de DNA, como o
método de RFLP (Restriction Fragment Legth Polymorphism), e o advento da técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction), o emprego da eletroforese de isozimas deixou de
ser atrativo e entrou em declinio (Solferini & Selivon 2012). O RFLP tem sido
empregado em estudos de DNA para andlise da variabilidade genética intra e
interespecifica, utilizando enzimas de restricdo que digerem determinados fragmentos

de DNA. Esses sao posteriormente separados por um gel de eletroforese de acordo com
10



o peso molecular de cada um, e, com isso, cada individuo analisado apresenta seu

proprio padrao de fragmentos (Arias & Infante-Malachias 2012).

O desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
ampliou a eficiéncia de detec¢do de polimorfismos no nivel do DNA ou do RNA, pois
este método possibilita a obtencdo de quantidades muito maiores de fragmentos
especificos de DNA através de amplificacdo em ciclos, com cada ciclo, teoricamente,
duplicando a quantidade do DNA desejado (Matioli & Passos-Bueno 2012). Esse
método, portanto, € utilizado como ferramenta em vdrias outras andlises, entre elas:
RFLP (ocorre primeiro a amplificagdo e depois a digestdo), AFLP (amplificagdo de
fragmentos do genoma apds terem sido originados pela digestdo do genoma por
enzimas de restricio), RAPD (DNA polimoérfico amplificado ao acaso) e

sequenciamentos diretos (Matioli & Passos-Bueno 2012).

O sequenciamento de DNA permite avaliar diretamente os polimorfismos,
fornecendo informagdes para andlises das relagdes entre individuos de uma mesma
espécie e individuos de espécies diferentes, caracterizando-os geneticamente. Por ser
um método bastante eficiente, grandes quantidades de sequéncias tém sido geradas por
pesquisadores em todo o mundo, o que influenciou a criagdo de bancos de dados
genéticos, como o Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov), que tem a fun¢do de armazenar e
disponibilizar gratuitamente essas sequéncias para estudos em diversas areas da

biologia.

Embora as sequéncias possam ser utilizadas visando solucionar diferentes
problemas, a escolha do gene apropriado a ser sequenciado ¢ fundamental para alcangar
o objetivo do estudo. Apesar de varias partes do genoma de um organismo possuir

informagdes importantes, alguns genes sao mais Uteis do que outros, pois as taxas de
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evolucdo sdo diferentes em cada um. Regides génicas com rapida mutagdo sdo mais
apropriadas para o estudo de organismos mais proximos, enquanto que aquelas mais

conservadas sao apropriadas para tdxons divergentes (Abad-Franch & Monteiro 2005).

O gene mitocondrial, citocromo oxidase subunidade I (COI), por exemplo,
possui uma evolu¢do mais rdpida do que os nucleares, apresentando uma elevada
incidéncia de substituicdo do nucleotideo na terceira posi¢ao, o que leva a uma taxa de
evolugdo molecular mais alta, o que permite a discriminac¢do de espécies intimamente

associadas (Knowlton & Weigt 1998; Hebert e al. 2003).

Diante das caracteristicas apresentadas pelo COI, Hebert et al. (2003)
propuseram a utilizagdo desse gene para ser utilizado como um coédigo de barras
genético, denominado DNA barcoding, com a finalidade de se conseguir identificar as
espécies com um pequeno fragmento de DNA e tinico para cada espécie, gerando um
sistema universal de identificacdo. Esse tipo de identificacdo molecular proporciona
maior facilidade na identificagdo, pois a técnica pode ser reproduzida sempre que
necessario, por qualquer pesquisador € em qualquer idioma, o que diminui as chances
de identificagdes incorretas, visto que as informagdes fornecidas pelas sequéncias nao
sao influenciadas por avaliagdes subjetivas (como muitas vezes ocorrem com as

descrigdes de espécies) (Tautz et al 2003).

Todavia, o gene mitocondrial COI ndo ¢ um gene muito recomendado para
resolver problemas no entendimento das relagdes filogenéticas, por ter uma taxa de
mutagdo muito alta. Nesses casos, genes mais conservados sdo indicados, como 0s

genes nucleares do DNA ribossomal.
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O DNA ribossomal (rDNA) ¢ o responsavel pela sintese dos RNAs ribossdmicos
(rRNA). Nos eucariotos, os genes ribossomais estdo organizados in tandem (de forma
repetitiva, em sequéncia) e agrupados em uma ou mais regides cromossdmicas
denominadas regides organizadoras do nucléolo (Gorab 2012). Cada unidade de
repeti¢do possui uma organizagdo conservada, formada por: um espacador externo
(ETS) que ¢ transcrito, uma regido que codifica para rRNA 18S, um espacador interno
que ¢ transcrito (ITS), uma regido que codifica para rRNA 25-28S e um espagador
externo (NTS) que ndo ¢ transcrito; sendo que varios desses componentes,
principalmente as regides que codificam para rRNA 18S e 28S, tém sido utilizados para
analises evolutivas (Campbell ef al. 1993; Mallatt ef al. 2004). Entretanto, a maioria das
analises filogenéticas incluem informagdes de diferentes compartimentos gendmicos,
como nucleo, mitocondrias (inclusive o COI) e cloroplastos, para aumentar a resolugao
em diferentes niveis taxonémicos (Mardulyn & Whitfield 1999; Whitfield et al. 2002;

Chen et al. 2003; Jordens et al. 2004; Lang et al. 2015).

Essas técnicas moleculares tém sido utilizadas entre os coccoideos com grande
sucesso. Ben-Dov et al. (2000) usaram marcadores moleculares de RAPD, na
diferenciagdo de duas espécies de Ceroplastes Gray muito semelhantes, Ceroplastes
rubens Maskell e Ceroplastes reunionensis Ben-Dov & Matile-Ferrero. Rung et al.
(2008) utilizaram dois marcadores moleculares, o gene mitocondrial citocromo oxidase
I (COI) e o gene nuclear, fator de elongagao (EF-1 o) para verificar a identidade de
Planococcus citri (Risso) e Planococcus minor (Maskell). Cook et al. (2002) fizeram
uma analise filogenética preliminar dos Coccoidea utilizando a pequena subunidade do
DNA ribossomal. Downie & Gullan (2004) utilizaram trés genes nucleares (fragmentos

do EF-1a, fragmentos das regides de expansao D2 e D10 do gene da grande subunidade
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do DNA ribossomal 28S, e uma regido do gene da pequena subunidade do DNA
ribossomal 18S) para andlise filogenética de Pseudococcidae. Morse & Normark (2006)
fizeram um estudo filogenético de Diaspididae utilizando o EF-1a e o 28S. Gullan et al.
(2010) usaram um gene mitochondrial (COI) e dois genes nucleares (EF-1a e D2 e D3
do 28S) visando reconstruir a filogenia do género Ferrisia Fullaway da familia

Pseudococcidae.

Trabalhos com DNA barcoding realizados por Deng et al. (2012) e Wang ef al.
(2015) para diferentes espécies de Coccidae que sdo comuns na China, incluindo oito
espécies de Ceroplastes, revelaram que essa ¢ uma ferramenta répida e eficaz ndo
apenas para a identifica¢do das cochonilhas testadas, mas também eficiente para revelar
rapidamente espécies dificeis de serem identificadas devido & variagdo fenotipica
exibida pela fémea adulta, assim como, podem ser usada para descobrir espécies

cripticas de cochonilhas.

Subfamilia Ceroplastinae

Ceroplastinae ¢ a segunda maior subfamilia de Coccidae, com 155 espécies
descritas (Garcia et al. 2016). Caracterizadas por secretarem uma espessa carapaga de
cera que recobre toda a regido dorsal da fémea adulta, esses coccideos sdo conhecidos

popularmente como cochonilhas cerosas (Gimpel et al. 1974).

Os membros desta subfamilia estdo amplamente distribuidos por quase todas as
regides zoogeograficas, principalmente nas regides tropicais € subtropicais, mas podem
ocorrer também entre 45°N e 45°S de latitude (Hodgson & Peronti 2012). A maioria das

espécies € registrada para as regides Neotropical e Afrotropical com 77 e 58 espécies,
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respectivamente, sendo muitas nativas ou endémicas dessas regides (Garcia et al. 2016;

Qin et al. 1998).

Morfologia, ciclo de vida e reproducao

Assim como todos os membros da superfamilia Coccoidea, sdo insetos que
possuem grande dimorfismo sexual na fase adulta. As fémeas sdo neoténicas, (parecem
ninfas, mas sd3o maduras reprodutivamente), apteras, com cabeca, térax e abdomen
fundidos, aparelho bucal picador-sugador ¢ um par de olhos (Gimpel et al. 1974). Os
machos sdo alados (o segundo par de asas ¢ ausente), apresentam cabega, torax e
abdomen distintos, dois pares de olhos simples e um par de ocelos, antenas geralmente
com 10 segmentos e aparelho bucal ausente (Giliomee 1967; Gimpel et al. 1974;

Rainato & Pellizzari 2008, 2010).

Como representado na Figura 1, as fémeas adultas possuem, na regiao dorsal do
exoesqueleto, setas, as quais variam em numero ¢ forma; microdutos simples, que
podem estar presentes ou nao; e microdutos loculados, com 0-6 loculos satélites
dependendo da espécie. Apresentam também 4areas claras, que sdao regides onde
microdutos e setas dorsais estdo ausentes, sendo geralmente observadas 9 areas claras,
mas esse numero pode variar, de acordo com a espécie (Hodgson & Peronti 2012).
Ainda na regido dorsal, normalmente confinada a porcdo posterior dos segmentos
abdominais, existe uma esclerotizacao em torno das placas anais que aumenta em area
com a idade do inseto, denominada de processo caudal. Essa esclerotizagao pode se
estender sobre a superficie dorsal do corpo ou crescer em direcdo oposta, ultrapassando
o corpo do inseto (Peronti 2004). Setas estigmdticas na regido marginal dos canais
estigmaticos, podem ser restritas a estes ou se estender além dessa regido (Peronti

2004). No lado ventral encontram-se antenas, pernas, aparelho bucal, bem como
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microdutos tubulares, poros estigmaticos e dutos ventrais, que podem ser observados
tanto na regido abdominal quanto na regido cefalica, em algumas espécies (Peronti

2004, Hodgson & Peronti 2012).
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Figura 1. Morfologia geral da fémea adulta montada em lamina permanente. Figura
central mostrando a regido dorsal do lado esquerdo e a regido ventral do lado direito
(Figura adaptada de Hodgson & Peronti 2012)
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As fémeas passam por trés estadios ninfais antes de chegar a fase adulta (Gimpel
et al. 1974, Rosa et al. 2016) e possuem metamorfose incompleta, denominada
pseudoametabolia (Granara de Willink 1989). Os machos geralmente passam por dois
instares ninfais, exceto Ceroplastes sinensis Del Guercio que apresenta um terceiro
instar, seguidos pelos estagios de pré-pupa e pupa, ocorrendo a neometabolia (Qin &
Gullan 1994, Marotta 1997). Machos e fémeas podem ser diferenciados somente a partir

do segundo estadio ninfal (Gimpel et al. 1974).

A reproducdo pode ser sexuada ou partenogenética. Apesar de nio serem
encontrados muitos estudos sobre a reproducdo de Ceroplastinae, sete tipos diferentes
de partenogénese sao conhecidos para os Coccoidea, sendo eles: arrenotoquia haploide,
arrenotoquia diploide, deuterotoquia facultativa, deuterotoquia obrigatoria, telitoquia
facultativa, telitoquia automitica obrigatoria e teletoquia apomitica obrigatéria (Nur
1971). De acordo com Kosztarab (1987), essa capacidade de se reproduzir sem a
participagdo de machos ¢ uma das explicagdes, normalmente mais aceita, para a alta
incidéncia de partenogénese nos coccoideos, pois os machos adultos, frageis e com um

curto periodo de vida, muitas vezes estdo indisponiveis.

Relacdes filogenéticas e variacoes morfologicas intraespecificas

Estudos de relagdes filogenéticas indicam que os Ceroplastinae formam um
grupo monofilético, entretanto, o “status” de alguns géneros previamente estabelecidos,
assim como agrupamentos observados em estudos recentes, ainda precisam ser

elucidados.
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Desde 1828, 10 géneros foram formalmente propostos para os Ceroplastinae:
Baccacoccus Brain, Ceroplastes, Ceroplastidia Cockerell, Cerosplastina Cockerell,
Cerostegia De Lotto, Columnea Targioni Tozzetti, Gascardia Targioni Tozzetti,
Paracerostegia Tang, Vinsonia Signoret ¢ Waxiella De Lotto, dos quais, todos, exceto
Waxiella sao atualmente aceitos como sindnimos de Ceroplastes (Hodgson & Peronti

2012).

Entretanto, a validade do género Waxiella ¢ questionavel. Qin & Gullan (1995),
através de um estudo filogenético baseado na morfologia de 83 fémeas adultas
representantes dos géneros inicialmente propostos, Ceroplastes, Ceroplastidia,
Cerostegia, Gascardia, Paracerostegia, Vinsonia e Waxiella, obtiveram como resultado
que a maioria das espécies de Ceroplastinae constitui um grupo monofilético, apenas
Waxiella formou um clado distinto, mas suportado por apenas uma sinapomorfia, e por
isso, ndo foi considerado pelos autores como um género distinto, mas sim, como um

grupo dentro de Ceroplastes.

Na revisdo das espécies de Ceroplastinae do Estado de Sao Paulo, Brasil ,
Peronti et al. (2008) também agruparam as 26 espécies estudadas no género
Ceroplastes, mas perceberam que as espécies formavam distintos grupos dependendo da
estrutura, frequéncia e distribuicdo dos poros dorsais secretores de cera da fémea adulta.
Da mesma forma, Hodgson & Peronti (2012) revisando os Ceroplastinae da regidao
Afrotropical, observaram a formacao de 19 grupos distintos, além do género Waxiella

que foi considerado valido pelos autores.

No Brasil, outros agrupamentos foram observados por Rosa et al. (2016). Esses
autores observaram trés diferentes padrdes de cera secretados pelos imaturos das

espécies estudadas, que eram facilmente diferenciados, principalmente, nas ninfas de
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primeiro instar. O primeiro grupo incluia as espécies que produziam uma cobertura de
cera vitrea e filamentos de cera seca submarginais e dorsais; as espécies do segundo
grupo produziam somente uma carapaga de cera vitrea (filamentos ou qualquer
prolongamento de cera eram ausentes); € o ultimo grupo incluia as espécies produtoras
de uma carapaga de cera vitrea e prolongamentos do mesmo tipo de cera, e esses
prolongamentos eram localizados nas regides submarginais e dorsais, assim como 0s
filamentos de cera seca nas espécies do primeiro grupo (Fig. 2). De acordo com os
autores, o segundo grupo, representado pelas espécies produtores de cera vitrea e
auséncia de qualquer tipo de filamento ou extensdo, parece ser restrito a regido

Neotropical.

Figura 2. Representantes dos agrupamentos propostos por Rosa et al. (2012) para
espécies da subfamilia Ceroplastinae, baseados no tipo e formato da cera secretada pelas
ninfas de primeiro instar. A) Ceroplastes cirripediformis Comstock, membro do grupo I
(filamentos dorsais e submarginais de cera seca presentes); B) Ceroplastes lucidus
Hempel, membro do Grupo II (cobertura de cera vitrea e auséncia de qualquer filamento
ou prolongamento de cera; C) Ceroplastes flosculoides Matile Ferrero, membro do
grupo III (cobertura de cera vitrea e prolongamentos submarginais do mesmo tipo de
cera (Figura adaptada de Rosa et al. 2016).

Além dos problemas das relagdes entre as espécies, os Ceroplastinae exibem
muitas variagdes morfoldgicas intraespecificas, assim como semelhancas entre espécies

consideradas distintas, devendo esconder muitas espécies cripticas.
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A revisdo realizada por Peronti et al. (2008) para as espécies do estado de Sao
Paulo indicou que algumas espécies possuem variacdes no tamanho e formato da cera
das fémeas adultas coletadas sobre diferentes hospedeiros, como Ceroplastes
cirripediformis Comstock que apresentou cera mais arredondada sobre caule de
Duranta repens e cera mais cOnica sobre caule de Jacaranda sp. Ferrari et al. (2008)
observaram variagdes morfoldgicas entre diferentes populagdes de C. cirripediformis,
que exibiam 3 padrdes de cera diferentes. Esses autores observaram através do estudo
morfométrico, que as populacdes de um dos padrdes estudados se sobrepunham aos
outros dois e, que os caracteres microscopicos nas diferentes populagdes eram muito
semelhantes, ndo permitindo separar os exemplares em grupos distintos apenas pela

morfologia.

Essas variagdes também foram observadas no estudo de Hodgson & Peronti
(2012) para as espécies da regido Afrotropical. Os autores tiveram dificuldades em
delimitar as espécies pertencentes ao grupo Ceroplastes rusci (Linnaeus) devido a
estreita semelhanga entre elas e a grande variabilidade morfologica, encontrando muitos
individuos que pareciam situar-se entre as espécies que foram reconhecidas por eles.
Diante dessas dificuldades, esses autores sugeriram a utilizacao de métodos moleculares
visando resolver esses problemas que os métodos convencionais enfrentam, como:
estabelecer limites de espécies, desvendar espécies cripticas e explicar as relagcdes entre

as espécies da subfamilia.

Durante o estudo da morfologia das formas imaturas de Ceroplastinae no estado
de Sao Paulo, observou-se que Ceroplastes glomeratus Peronti apresentava duas formas
distintas na fase adulta (observacgado pessoal), sendo essa espécie excluida do estudo que

culminou com a publicagdo “Morphology of the immature female stages and the wax
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test of ten species of Ceroplastes (Hemiptera: Coccomorpha: Coccidae: Ceroplastinae)
from Brazil” por Rosa et al. (2016). As duas formas apresentavam grande variagdo
morfoldgica e comportamental, as quais se alternavam entre as geragdes (observacao
pessoal), sendo nesse caso, portanto, a analise molecular fundamental para verificar se

as duas formas tratavam-se da mesma espécie.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a utilizagdo de analise
molecular de fragmentos de DNA visando elucidar desde a identificagdo e o “status” de
algumas espécies até a hipdtese das relagdes filogenéticas de Ceroplastinae, com énfase
nas espécies de ocorréncia no estado de Sdo Paulo, Brasil, assim como, ampliar o

conhecimento de sequéncias de DNA para a referida subfamilia.
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Capitulo I — Descricao de quatro novas espécies de Ceroplastes Gray
(Hemiptera: Coccidae) do Brasil com confirmacio de status através de
DNA barcoding *

*Formatado nas normas da revista Neotropical Entomology
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Resumo. Quatro novas espécies de Ceroplastes Gray sdo descritas a partir de material
coletado nas cidades de Sao Carlos e Rio Claro, estado de Sao Paulo, Brasil. Ilustracdes
e fotos da cera sdo incluidas. Sequéncias do gene mitocondrial citocromo oxidase I
(COI), relativas as novas espécies, foram geradas e adicionadas ao banco de dados
GenBank. O Brasil, que possuia 43 espécies conhecidas deste género, passa a ter 47
espécies descritas.

Palavras-chave: Ceroplastinae, cochonilhas cerosas, COI, identificagdo molecular

Abstract. Four new species of Ceroplastes Gray are described from material collected
in Sao Carlos and Rio Claro, Sao Paulo state, Brazil. [llustrations and photos about wax
are included. Sequences of mitochondrial gene cytochrome oxidase I (COI), relating to
the new species were produced and added to the GenBank database. The Brazil, which
had 43 known species of this genus, will increase to 47 species.

Keywords: Ceroplastinae, wax scale, COI, molecular identification

Introducio
Ceroplastes Gray pertence a subfamilia Ceroplastinae Atkinson, esse género tem como
caracteristica uma carapaga de cera espessa que recobre o corpo das fémeas adultas. E
um dos géneros mais especiosos da familia Coccidae com 145 espécies descritas
(Garcia et al 2016), distribuidas por praticamente todas as regides zoogeograficas. Esse
género ¢ o mais diverso na regido Neotropical com registro de 77 espécies (Garcia et al
2016).

Algumas espécies de Ceroplastes sdo consideradas pragas de diversas culturas,

principalmente de frutiferas e plantas ornamentais (Peronti et a/ 2008), sendo essas

29



espécies polifagas em sua maioria. Entretanto, Qin ef al (1998), associaram a
especificidade da planta hospedeira com endemismo e concluiram que a maioria das
espécies conhecidas para a regido Neotropical ¢ endémica ou nativa desta regido, das
quais aproximadamente 68% das espécies sdo mondfagas e apenas 19% polifagas.

No Brasil, das 43 espécies de Ceroplastes conhecidas, somente cinco,
Ceroplastes actiniformis Green, Ceroplastes ceriferus (Fabricius), Ceroplastes
floridensis Comstock, Ceroplastes rusci (Linnaeus) e Ceroplastes stellifer (Signoret),
sdo exoticas; 27 sdo registradas apenas para o Brasil e 16 restritas ao estado de Sao
Paulo (Peronti et al 2008, Garcia ef al 2016).

As descri¢des de espécies de Ceroplastes originalmente descritas para o Brasil
datam principalmente entre 1828 e 1940, quando foram descritas 23 espécies (Gray
1828, Chavannes 1848, Targioni Tozzetti 1866, Cockerell 1895, Hempel 1900, Hempel
1901, Hempel 1912, Hempel 1932, Green 1935, Hempel 1937, Hempel 1938, Costa
Lima 1940). Apo6s esse periodo, Peronti ef al (2008), revisando as espécies desse género
do estado de Sao Paulo, descreveram oito espécies. Portanto, o nimero de espécies de
Ceroplastes provavelmente poderd ser ampliado se novos levantamentos taxondmicos e
revisoes forem realizados no pais.

O sucesso no registro de maior diversidade de espécies de Coccoidea em
ambientes naturais exige conhecimento do grupo e um grande esforco amostral, em
particular com relagdo ao tempo gasto durante as coletas e o tamanho das &reas
amostradas.

Além disso, os estudos de Coccoidea se baseiam principalmente na descrigdo
morfologica das fémeas adultas, as quais apresentam grande variacdo intra-especifica,
como observado por Peronti et al (2008) para algumas espécies de Ceroplastinae do

estado de Sao Paulo, como formato da cera conico e arredondado de Ceroplastes
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cirripediformis Comstock e coloracao variando de branco a branco com manchas rdseas
em Ceroplastes grandis Hempel.

Devido a grande dificuldade no estabelecimento de limites entre algumas
espécies de Coccoidea, que decorre da semelhancga entre os caracteres morfologicos,
estudos moleculares tem se tornado mais frequentes como ferramenta complementar
para separar variabilidade intra e inter-especifica.

Hebert et al (2003a) propuseram o uso de uma curta sequéncia padronizada de
DNA que fosse capaz de distinguir individuos de uma espécie em varios grupos de
organismos, denominada DNA barcoding. Para isso, os autores padronizaram que o
marcador utilizado para essa técnica seria uma curta sequéncia do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade I (COI), pois possui uma maior variagdo genética entre
as espécies do que dentro das espécies, o que permite a separacao de espécies cripticas,
além de proporcionar uma identificacao rapida das espécies ja conhecidas.

Entretanto, o que vem acontecendo ap6s o estabelecimento do DNA barcoding ¢
que grandes quantidades dessas sequéncias tém sido depositadas em bancos de dados
sem a identificacao em nivel especifico. Kwong et al (2012) apontaram que em janeiro
de 2012, 74% das sequéncias depositadas no GenBank foram identificadas em
categorias mais abrangentes, sendo muitas identificadas apenas até nivel taxonomico de
“Ordem” do grupo correspondente. Consequentemente, o depdsito de sequéncias, sem a
respectiva descri¢do ou andlise mais detalhada dos exemplares sequenciados, pode
incorrer em identificagdes erroneas.

Até o momento, as sequéncias de Ceroplastes depositadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), identificadas em nivel de espécie, foram C.

ceriferus, C. floridensis, Ceroplastes japonicus Green, Ceroplastes kunmingensis (Tang
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& Xie), Ceroplastes pseudoceriferus Green, Ceroplastes rubens Maskell, C. rusci e C.
stellifer.

Diante disto, este trabalho teve como objetivos descrever e ilustrar novas
espécies de Ceroplastes com base nas analises morfoldgicas das fémeas adultas,
contribuindo com o conhecimento da diversidade desse grupo, bem como amplificar e
sequenciar o gene citocromo oxidase subunidade I (COI), aumentando as informagdes

de DNA barcoding devidamente identificado.

Materiais e métodos

Os exemplares estudados foram coletados em 4reas urbanas e de vegetagdo nativa nos
municipios de Sao Carlos-SP e Rio Claro-SP. As amostras de cochonilhas foram
coletadas diretamente sobre suas plantas hospedeiras (Tabela 1), e cada uma
identificada com um ntimero especifico. Posteriormente, as cochonilhas foram fixadas,
parte em etanol a 75% para posterior montagem de laminas e identificacdo com base

nos caracteres morfoldgicos, e a outra parte em etanol a 100% para o estudo molecular.

Para a andlise morfoldgica, as fémeas adultas foram montadas em laminas
permanentes seguindo a metodologia de Granara de Willink (1989) e examinados sob
microscopio 6ptico Olympus CBA. Os espécimes coletados foram comparados com as
espécies de Ceroplastinae revisadas por Gimpel et al (1974) para a regido Nedartica, Qin
& Gullan (1994) para a Australia, Granara de Willink (1999) para a Argentina, Peronti
et al (2008) para o estado de Sao Paulo, Brasil, Hodgson & Peronti (2012) para a regido

Afrotropical.

As descricdes seguiram a terminologia empregada por Hodgson & Peronti
(2012). As medidas foram feitas, com auxilio de uma ocular micrométrica e os valores

maximos e minimos foram obtidos para cada caractere mensurdvel. As ilustragdes a
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trago foram realizadas com o auxilio de uma camara clara acoplada ao microscopio
optico e posteriormente tratadas no programa Adobe Photoshop CS5, sendo
representada a superficie dorsal do corpo do lado esquerdo, e a superficie ventral do
lado direito. As fotografias digitais coloridas foram feitas utilizando uma camera Nikon

D3200 acoplada ao estereomicroscopio Olympus SZ40.

Para a analise molecular das amostras coletadas, foi extraido DNA de dois
exemplares de cada amostra, seguindo o método de Gilbert et a/ (2007) com adaptacdes
sugeridas por Dossi et al (2014), preservando-se o exoesqueleto. Para amplificagdo do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade I (COI) foram utilizados os
“primers” C1-1554F (5’-CAGGAATAATAGGAACATCAATAAG-3’) ¢ C1-2342R
(5’- ATCAATGTCTAATCCGATAGTAAATA-3’) (Deng et al 2012). A composigdo
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o volume final foram 1 uL de DNA total,
5 uL 5x Green Reaction Buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM de cada
“primer”, 1 unidade de Tag-DNApolimerase em um volume final de 25 pL. O ciclo da
amplifica¢do foi uma fase inicial de 3 min a 95 °C (1x), seguida por 35 ciclos de 30s a
94 OC, 50sa52°Celmina?72 OC, seguidos de um turno final de extensdo de 10 min a
72 °C. Para visualizagio dos “amplicons” foi utilizado eletroforese em gel, com gel de
agarose 1%, TAE “buffer” com Brometo de etidio e voltagem constante (100V). Os

“amplicons” foram visualizados usando um transiluminador.

A purificagdo foi realizada utilizando precipitacdo com etanol a 80% (Davis et a/
1994) e os produtos resultantes foram sequenciados bidirecionalmente pelo “Centro de
Estudos do Genoma Humano (CEGH-USP)” (http:// genoma.ib.usp.br/). As sequéncias
foram editadas através do programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, MI, USA).
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Foram obtidas do GenBank (ncbi.nlm.nih.gov) e adicionadas as analises, as
sequéncias das espécies com seus respectivos numeros de acesso no GenBank:
Ceroplastes ceriferus (JQ795622.1), C. japonicus (JQ795649.1), C. floridensis
(JQ795652.1), C. rubens (JQ795663.1), C. pseudoceriferus (JQ795693.1), C.
kunmingensis (JQ795701.1), depositadas por Deng et al (2012) e C. rusci
(KP189761.1), C. stellifer (KP189766.1) e Coccus longulus (Douglas) (KP189796.1)
depositadas por Wang et al (2015), sendo a ultima utilizada como grupo externo, devido

a proximidade do género Coccus com Ceroplastes.

O alinhamento multiplo de todas as sequéncias foi realizado pelo programa
Maftt version 7 (Katoh & Standley 2013), e cortadas do mesmo tamanho utilizando o
BioEdit. A distancia entre as espécies foi calculada pelo modelo de distancia Kimura 2

Parametros (K2P) (Kimura 1980) com o programa Mega 6.0 (Tamura et al 2013).

Analise de Maxima Verossimilhanga (ML) foi aplicada para estimar a arvore de
afinidade filogenética entre as espécies. A arvore foi reconstruida utilizando o programa
RaxML v. 8.1.24 (Stamatakis 2006), com os dados particionados para cada posi¢do do
codon. O modelo evolutivo GTR+CAT foi aplicado na analise de “bootstrap” que
utilizou 1000 réplicas. A arvore de consenso foi visualizada e formatada utilizando o

software FigTree v1.4.2 (Rambaut 2008).

O exoesqueleto de cada espécime utilizado na extragdo do DNA (voucher) foi
montado em lamina permanente seguindo a metodologia de Granara de Willink (1989).
As laminas contendo os “vouchers”, bem como aquelas preparadas para o estudo
morfologico, foram depositadas na Colegdo Entomologica do Laboratorio de

Entomologia Econdmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da
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Universidade Federal de Sdo Carlos. Todas as sequéncias obtidas foram depositadas no

GenBank (NCBI database).

Resultados e discussdo
A andlise morfologica dos espécimes apontou a existéncia de quatro novas espécies de

Ceroplastes.

Ceroplastes sp. 1 (Figs 1A-D; 2)

Material tipo examinado: Hol6tipo (primeira fileira a esquerda): fémea adulta, BRASIL,
Sdao Paulo, Sdo Carlos, 22°02°24.2”S 47°44°50.3”W, sobre Meliaceae, 08-viii-2012,

KCC Rosa col. Paratipos: 2 exemplares na mesma preparacao do holétipo.

Outros exemplares examinados: BRASIL, Sao Paulo, Sao Carlos, 21°58°58.3”S
47°56°11.5”W, sobre Meliaceae, 05-x-2012, KCC Rosa col.; BRASIL, Sao Paulo, Sao
Carlos, 22°02°24.2”S 47°44°50.3”W, sobre Trichilia sp. (Meliaceae), 01-ii-2013, KCC
Rosa col.; BRASIL, Sao Paulo, Sao Carlos, 22°02°24.2”’S 47°44°50.3”W, sobre Miconia

chamissois Naudin (Melastomataceae), 20-1i-2014, KCC Rosa col.

Material nao montado

Cera: timida, coloragdao variada: inteiramente rosa (Fig 1A), amarela (Fig 1B-C) ¢
branca com manchas roseas (Fig 1D); formato oval, circular ou irregular em vista dorsal
e, conica, semicircular ou irregular em vista lateral; sem placas distintas e nucleos

inconspicuos, bandas estigmaticas espessas.

Material montado (n=06)

Corpo. Comprimento: 1,3—1,9 mm. Largura: 0,8—1,2 mm.
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Regido dorsal. Derme inteiramente membranosa, exceto forte esclerotizacdo do
processo caudal. Processo caudal estende-se posteriormente, em direcdo oposta ao
corpo, 0,25-0,48 mm comprimento ¢ 0,35—0,6 mm largura. Derme com 9 areas claras: 1
cefalica, 1 médio-dorsal, 3 pares laterais e 1 ao redor da placa anal, com auséncia de
poros e setas. Setas dorsais conicas, comprimento 1,6-2,6x a largura da base e
cilindricas com &pice irregularmente dilatado, comprimento 0,8—0,9x a largura da base.
Poros dorsais: (i) microdutos loculados, com 1-3 (principalmente 2—-3) loculos satélites,
aproximadamente 4—5 pum largura cada; e (ii) microdutos simples, 1 pm largura. Poros
pré-operculares: 4-6 presentes ao longo da margem anterior das placas anais; cada poro
3—4 um de diametro e um par de setas localizadas logo acima dos poros pré-operculares,
5 um de comprimento. Placas anais mais longas do que largas, formato triangular,
margem anterior externa arredondada e regido posterior pontiaguda; comprimento de
cada placa 120-130 um, largura das duas placas combinadas 110—115 pum, cada placa
com 4 setas dorsais. Dobra anogenital com 4 pares de setas na margem anterior. Tubo

anal longo, 1,2—1,6x o comprimento da placa anal.

Margem. Setas marginais flageladas, 21-31 pym comprimento; 8—11 anteriormente entre
os olhos, 6-9 entre os olhos e as aberturas estigmaticas anteriores, e, em cada lado, 9-11
entre as areas estigmaticas anterior e posterior, e 13—14 entre a area estigmatica
posterior ¢ o lobo anal. Lobo anal com quatro setas mais espessas, 21-41 pum
comprimento. Abertura estigmatica distinta, com 22-31 setas estigmaticas; cada grupo
mais longo do que largo, apresentando 2—4 fileiras irregulares de setas, estendendo-se
dorsalmente; setas estigmaticas com formato conico; 10—-15 um de comprimento e 69

um de largura na base, apresentando uma seta mais evidente do que as outras com 20
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um de comprimento ¢ 11 um de largura na base, localizada no centro da fileira mais

deslocada para o dorso. Olhos 25-30 um de didmetro.

Regido Ventral. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes nos
seguimentos abdominais V-VIII. Poros do canal estigmatico com 5 16culos, distribuidos
como uma estreita banda, mais concentrados préximos ao apice do canal 37—42 poros.
Microdutos ventrais (poros cruciformes) mais abundantes na regido submarginal, 2 pm
de largura. Dutos tubulares ventrais com glandula terminal evidente, esparsamente
presentes nas regides mediana e submediana dos seguimentos abdominais [V-VII e na
regido cefélica. Setas ventrais presentes nas regides submarginal e submediana, 8-15
pm de comprimento.

Antenas com 7 segmentos, 265-275 um de comprimento. Escudo clipeo-labral
200-210 pm de comprimento. Espiraculos: largura do peritreme 50—-60 um. Pernas bem
desenvolvidas, com esclerotizagdo tibio-tarsal; denticulo da garra ausente; digitulos da
garra iguais, ambos dilatados; dimensdes das pernas metatoracicas (um): coxa 115-135;
trocanter + fémur 160—190; tibia 105-120; tarso 70—72, e garra 20-22.

Discussdo: assemelham-se a Ceroplastes sp. 1 as espécies: Ceroplastes mosquerai
(Mosquera) e Ceroplastes cundinamarcensis Mosquera que foram resgistradas para a
Coldmbia, C. grandis conhecida para a Argentina e o Brasil e Ceroplastes sinensis Del
Guercio amplamente distribuida, principalmente por apresentarem esclerotizagdo tibio-
tarsal, digitulos da garra ambos dilatados, setas estigmaticas restritas as aberturas
estigmaticas (exceto C. simensis que possui setas estigmaticas além das aberturas
estigmaticas), e maioria das setas estigmaticas coOnica (exceto C. mosquerai que
apresenta também setas com formato de ponta de lanca, bala com &pice agudo e,

algumas vezes, apice arredondado). Ceroplastes mosquerai difere por apresentar
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microdutos loculados dorsais de 1-4 16culos satélites. Ceroplastes cundinamarcensis
difere porque possui numero de setas estigmaticas muito maior, variando de 70—85 setas
em cada abertura estigmatica, com setas dorsais cilindricas e dapice truncado
lateralmente, microdutos loculados dorsais de 1-5 loculos satélites e sem dutos
tubulares ventrais na regido cefalica. Ceroplastes grandis difere pois possui de 46—80
setas estigmaticas em cada abertura estigmatica, antenas com 8 segmentos, setas dorsais
cilindricas com 4apice truncado, com ponta ou truncado lateralmente, microdutos
loculados dorsais de 1-5 loculos satélites, com dutos filamentosos ventrais na regiao
submarginal e denticulo na garra. Ceroplastes sinensis difere pelas setas dorsais
cilindricas com apice arredondado, denticulo da garra presente e dutos filamentosos

ventrais em toda a regido submarginal.

A coloragdo da cera de Ceroplastes sp. 1 variou muito entre as amostras
coletadas (Fig 1A—-D), parecendo tratar-se inicialmente de trés espécies distintas quando
avaliada apenas esta caracteristica. A amostra 94 (Fig 1D), em especial, apresentou cera
de coloracdo branca com manchas roseas, muito semelhante a cera produzida por C.
grandis podendo ser facilmente confundida com essa espécie quando analisada apenas a

morfologia da cera.

Ceroplastes sp. 2 (Figs 1E-F, 3)

Material tipo examinado: Hol6tipo (Gnico exemplar adulto): fémea adulta, BRASIL,
Sdo Paulo, Sao Carlos, 22°02°24.2”S 47°44°50.3”W, sobre Tabebuia sp.

(Bignoniaceae), 01-1i-2013, KCC Rosa col.

Outros exemplares examinados: BRASIL, Sdo Paulo, Sao Carlos, 21°58°58.3”S

47°56°11.5”W, sobre Myrciaria sp. (Myrtaceae), 04-ii-2013, SBZ Cunha col.; BRASIL,
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Sao Paulo, Sao Carlos, 21°58°58.3”S 47°56°11.5”W, sobre hospedeiro Myrtaceae, 04-ii-
2013, SBZ Cunha col.; BRASIL, Sao Paulo, Sdo Carlos, -21°58°58.3”S 47°56°11.5”W,

sobre Eugenia sp. (Myrtaceae), 05-x-2012, KCC Rosa col.

Material nao montado

Cera: cor e textura variadas: amarelo claro e cera mais umida (Fig 1E) e amarelo ocre e
cera rija (Fig 1F), formato irregular, bandas estigmatica limitadas a regido dos canais

estigmaticos.

Material Montado (n=6)

Corpo. Comprimento: 1,3—1,6 mm. Largura: 1,0—1,2 mm.

Regido dorsal. Derme interamente menbranosa, exceto forte esclerotizagao do processo
caudal. Processo caudal 0,39-0,46 mm comprimento ¢ 0,32—0,4 mm largura, estende-se
sobre o dorso. Derme com 8 areas claras destituidas de poros ou setas: 1 cefalica, 1
médio-dorsal e 3 pares laterais. Setas dorsais cilindricas e apice arredondado ou
levemente dilatado, comprimento 1,2—1,7x a largura da base. Microdutos loculados, 1-6
loculos satélites, aproximadamente 3—6 um largura cada; aqueles com 1-2 loculos
satélites mais abundantes nas regides proximas as areas claras. Poros pré-operculares:
21-24 presentes ao longo da margem anterior das placas anais; cada poro 3—5 um de
diametro. Placas anais mais longas do que largas, triangulares, margem anterior externa
arredondada e regido posterior pontiaguda; comprimento de cada placa 125-140 pm,
largura das duas placas combinadas 105—-125 um, cada placa com 3 setas dorsais 40—70
um, mais 1 seta proxima ao apice 15 pum de comprimento. Dobra anogenital com 4
pares de setas na margem anterior. Tubo anal mais curto do que o comprimento da placa
anal.
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Margem. Setas marginais flageladas, 14—20 pum comprimento; 10 anteriormente entre as
aberturas estigmaticas anteriores, a cada lado, 3 entre as areas estigmaticas anterior e
posterior, € 8 entre a area estigmatica posterior € o lobo anal. Regido posterior da placa
anal com trés setas, 22—50 pum comprimento Abertura estigmatica distinta, com 11-13
setas; cada grupo de setas mais largo do que longo, com 2 fileiras irregulares de setas;
setas estigmaticas com formatos irregulares; 13—18 um de comprimento e 8—13 um de

largura na base. Olhos ndo detectados.

Regido Ventral. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes ao
redor da vulva e no seguimento VI; mais raros no seguimento V e ausentes nos
seguimentos anteriores. Poros do canal estigmatico com 5 16culos, distribuidos como
uma banda de mais de 80-100 poros, cada banda mais estreita do que o peritreme.
Microdutos ventrais (poros cruciformes) em toda regido ventral, 2,5 um de largura.
Dutos tubulares ventrais esparsos na regido submediana dos seguimentos abdominais
VI-VII. Setas ventrais, 7-10 pum de comprimento, nas regides submarginal e
submediana.

Antenas com 6 segmentos, 200-225 um de comprimento. Escudo clipeo-labral
250-275 pm de comprimento. Espirdculos: largura do peritreme 75 pm. Pernas
desenvolvidas, sem esclerotiza¢do tibio-tarsal; garra com um pequeno denticulo;
digitulos da garra diferentes, um dilatado e outro delgado; dimensdes das pernas
metatordcicas (um): coxa 70—75; trocanter + fémur 105-115; tibia 53—61; tarso 41-43, e
garra 12-15.

Discussdo: Ceroplastes sp.2 assemelha-se as espécies: Ceroplastes jordanensis Peronti
conhecida do Brasil e Ceroplastes nakaharai Gimpel registrada para Cuba e EUA pelas

setas estigmaticas de formatos irregulares, poros do canal estigmatico com 5 loculos,
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digitulos da garra diferentes e o processo caudal estendendo-se sobre o dorso. Difere de
C. jordanensis que possui setas estigmaticas variando de 19-25 em cada abertura
estigmatica, setas dorsais cilindricas com &pice pontiagudo ou truncado lateralmente,
microdutos loculados com 1-3 ldéculos satélites e dutos tubulares na regido cefalica.
Difere de C. nakaharai pelos microdutos loculados de 1-4 ldculos satélites, setas
dorsais cilindricas com apice pontiagudo ou truncado lateralmente e dutos tubulares
ventrais presentes também na regido cefalica.

Ceroplastes sp. 2 também variou em coloracdo e textura da cera, parecendo duas

espécies diferentes quando analisada apenas a morfologia da cera.

Ceroplastes sp. 3 (Figs 1G, 4)
Material tipo examinado: Hol6tipo (a esquerda): fémea adulta, BRASIL, Sao Paulo, Sao
Carlos, 21°59°00.4”S 47°52°42.9”W, sobre Schinus molle L. (Anacardiaceae), 30-vii-

2012. Paratipo: 1 exemplar na mesma preparagao do holdtipo.

Outros exemplares examinados: BRASIL, Sdo Paulo, Sao Carlos, 21°59°00.4”S
47°52°42.9”W, sobre S. molle, 26-vii-2012, KCC Rosa col; BRASIL, Sao Paulo, Sao

Carlos, 21°59°00.4”S 47°52°42.9”W, sobre S. molle, 20-v-2013, KCC Rosa col.

Material nao montado

Cera: rija, coloragdo amarela ocre, circular em vista dorsal, sem divisdo de placas e

nucleos inconspicuos, bandas estigmaticas espessas (Fig 1G).

Material Montado (n=10)

Corpo. Comprimento: 3,9-5,0 mm. Largura: 3,0-3,37 mm.

41



Regido dorsal. Derme inteiramente membranosa, exceto forte esclerotizacdo do
processo caudal. Processo caudal 2,0-2,6 mm comprimento e¢ 1,4-1,8 mm largura,
estende-se sobre o dorso. Derme com 8 areas claras: 1 cefalica, 1 médio-dorsal e 3 pares
laterais, destituidas de poros ou setas, exceto area clara médio dorsal com presenca de
setas. Setas dorsais de diferentes formatos e tamanhos: (i) cilindrica com éapice truncado
na superficie ou em uma lateral, comprimento 0,9-1,5x a largura da base; (ii) conica
com apice arredondado ou pontiagudo, comprimento 1,5-1,8x a largura da base. Poros
dorsais: (i) microdutos loculados, 14 ldoculos satélites, aproximadamente 2—5 pm
largura cada; e (i1) microdutos simples, 1 pum de didmetro. Poros pré-operculares: 22—-35
ao longo da margem anterior das placas anais; cada poro 3—6 um de diametro. Placas
anais mais longas do que largas, formato triangular, margem anterior externa
arredondada e regido posterior pontiaguda; comprimento de cada placa 157-167 pm,
largura das duas placas combinadas 162-175 um, cada placa com setas dorsais
aparentemente quebradas, 4 locais de inser¢ao de setas. Dobra anogenital com 4 pares
de setas na margem anterior. Tubo anal curto, menor do que o comprimento da placa

anal.

Margem. Setas marginais flageladas, 13-25 pm comprimento; 12 anteriores entre as
aberturas estigmaticas anteriores, €, a cada lado, 2 entre as areas estigmaticas anterior e
posterior, 8—10 entre a area estigmatica posterior e o lobo anal. Abertura estigmatica
distinta, com 48-65 setas estigmaticas; cada grupo mais largo do que longo, 8-10
fileiras irregulares de setas, estende-se dorsalmente; setas estigmaticas cilindricas e
apice irregular, como, presenga de tubérculos e depressdes; 15-22 um de comprimento

e 1015 um de largura na base. Olhos nao detectados.
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Regido Ventral. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes ao
redor da vulva e nos seguimentos abdominais anteriores, raros nos seguimentos II-V;
nos seguimentos toracicos, 0—6 proximos de cada coxa. Poros do canal estigmatico com
5-8 16culos, distribuidos como uma larga banda de mais de 150 poros, cada banda tao
ou mais larga que o peritreme, poucas se estendendo além do peritreme. Microdutos
ventrais (poros cruciformes) em toda regido ventral, mais abundantes proéximos a
margem (regido submarginal) e a regido do rostro, 3 um de largura. Dutos tubulares
ventrais, glandula terminal ndo evidente, esparsos nas regides mediana e submediana
dos seguimentos abdominais II-VII. Setas submarginais mais abundantes que as setas
marginais, 10—15 um de comprimento.

Antenas com 7 segmentos, 260-300 um de comprimento. Escudo clipeo-labral
350-370 um de comprimento. Espiraculos: largura do peritreme 95-100 pm. Pernas
desenvolvidas, sem esclerotizagdo tibio-tarsal; cada garra com um pequeno denticulo;
digitulos da garra diferentes, um dilatado e outro delgado; dimensdes das pernas
metatoracicas (um): coxa 85-95; trocanter + fémur 105—-125; tibia 70—87; tarso 40-50, e
garra 17-22.

Discussdo: Ceroplastes sp.3 assemelha-se as espécies: Ceroplastes sp.4 e Ceroplastes
diospyros Hempel conhecidas para o Brasil, e Ceroplastes macgregori Sampedro &
Butze registrada para o México, pois apresentam setas estigmdticas em formato de
cilindro com irregularidades na regido apical, setas dorsais cilindricas com 4&pice
truncado lateralmente, processo caudal estende-se sobre o dorso e poros do canal
estigmatico com mais de 5 loculos (exceto em C. macgregori que estdo limitados a 5
loculos). Diferenciam-se de Ceroplastes sp. 3, pois todas as espécies apresentam apenas
seis segmentos antenais; Ceroplastes sp. 4 difere também por ndo ter denticulo na garra,

os dutos tubulares ventrais presentes na regido cefélica e as setas estigmaticas variam de
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33-43 setas por abertura estigmatica; C. diospyros difere por possuir microdutos
loculados dorsais com 1-2 loculos satélites, as setas estigmaticas variam de 30-70 em
cada abertura e possuir apenas setas dorsais cilindricas com apice pontiagudo ou
truncado lateralmente; e C. macgregori que nao apresenta setas dorsais conicas, possui
microdutos loculados dorsais de 1-2 l6culos satélites, garra sem denticulo, os poros
estigmaticos com 5 loculos e dutos tubulares ventrais na regido dorsal, proximo a

margem.

Ceroplastes sp. 4 (Figs 1H, 5)
Material tipo examinado: Holotipo (a direita): fémea adulta, BRASIL, Sao Paulo, Rio
Claro, 22°25°18.4”S 47°34°34.6”W, sobre Schinus molle L. (Anacardiaceae), 22-vii-

2010, KCC Rosa col. Paratipo: 1 exemplar na mesma lamina do hol6tipo

Outros exemplares examinados: BRASIL, S3ao Paulo, Rio Claro, 22°25°18.4”S

47°34°34.6”W sobre S. molle, 27-v-2014, KCC Rosa col.

Material nao montado

Cera: rija, branco-amarelada, forma piramidal, sem divisdo de placas e nucleos

inconspicuos, bandas estigmaticas espessas (Fig 1H).

Material Montado (n=3)

Corpo. Comprimento: 1,7-3,9 mm. Largura: 1,2-3,1 mm.

Regido dorsal. Derme inteiramente membranosa, exceto forte esclerotizagdo do

processo caudal. Processo caudal 0,29-0,64 mm comprimento e 0,32—0,65 mm largura,
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estende-se sobre o dorso. Derme com 9 areas claras com poucas setas e auséncia de
poros: 1 cefalica, 1 médio-dorsal muito pequena, 3 pares laterais e 1 ao redor da placa
anal. Setas dorsais cOnicas e cilindricas com apice conico ou truncado lateralmente,
comprimento 1,0—1,4x a largura da base. Poros dorsais: (i) microdutos loculados, com
1-4 (raramente 3 ou 4) loculos satélites, aproximadamente 3—6 um largura cada; (i)
microdutos simples nao detectados. Poros pré-operculares: 39—49 presentes ao longo da
margem anterior das placas anais; cada poro 3—6 um de didmetro. Placas anais mais
longas do que largas, triangulares, margem anterior externa arredondada e regido
posterior pontiaguda; comprimento de cada placa 170-180 um, largura das duas placas
combinadas 160—180 um, cada placa com 4 setas dorsais. Dobra anogenital com 4 pares

de setas na margem anterior. Tubo anal curto, 0,5-0,6x o comprimento da placa anal.

Margem. Setas marginais flageladas, 25-31 pum comprimento; 5-6 anteriores entre os
olhos, 2—4 entre os olhos e as aberturas estigmaticas anteriores, a cada lado, 2-3 entre as
areas estigmaticas anterior e posterior, 5—6 entre a area estigmatica posterior e o lobo
anal. Lobo anal com trés setas mais espessas, 25-40 pum comprimento. Abertura
estigmatica distinta, com 33—43 setas; cada grupo mais largo do que longo, distribuidas
em 5-6 fileiras irregulares estendendo-se dorsalmente; setas estigmaticas cilindricas
com apice arredondado ou com pequenas depressdes; 10—-13 um de comprimento e 7—8

um de largura na base. Olhos 20 pm de didmetro.

Regido Ventral. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes ao
redor da vulva e nos seguimentos abdominais anteriores, raros nos seguimentos III-V e
ausentes no segmento II. Poros do canal estigmatico com 5-8 loculos, distribuidos em
larga banda de 120-150 poros. Microdutos ventrais (poros cruciformes) em toda regido

ventral, mais abundantes na regido submarginal, 3—4 um de largura. Dutos tubulares
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ventrais, glandula terminal evidente, esparsas presentes nas regides mediana e
submediana dos seguimentos abdominais V-VI e na regido cefalica. Setas ventrais
abundantes, 820 um de comprimento.

Antenas com 6 segmentos, 240-270 um de comprimento. Escudo clipeo-labral
300-350 um de comprimento. Espiraculos: largura do peritreme 70-90 um. Pernas bem
desenvolvidas, sem esclerotizagdo tibio-tarsal; sem denticulo na garra; digitulos da garra
diferentes, um dilatado e outro delgado; dimensodes das pernas metatoracicas (um): coxa
95-115; trocanter + fémur 130-150; tibia 100-105; tarso 50-72, e garra 17-19.
Discussdo: Ceroplastes sp.4 assemelha-se as espécies: Ceroplastes sp.3, C. diospyros ¢
C. macgregori. Ceroplastes sp. 3 difere por apresentar 7 segmentos antenais, denticulo
na garra, dutos tubulares ventrais ausentes na regido cefalica; C. diospyros difere por
possuir microdutos loculados dorsais com 1-2 loculos satélites, as setas estigmaticas
variam de 30-70 em cada abertura, denticulo na garra, dutos tubulares ventrais ausentes
na regido cefalica e possui apenas setas dorsais cilindricas com apice pontiagudo ou
truncado lateralmente; C. macgregori nao possui setas dorsais conicas, 0os microdutos
loculados dorsais variam de 1-2 loculos satélites, os poros estigmaticos com 5 16culos,
dutos tubulares ventrais ausentes na regido cefalica ventral, e presentes na regido dorsal,

proximo a margem.

Andlise das sequéncias de DNA

As sequéncias geradas neste estudo foram obtidas de 20 exemplares, relativas a
10 amostras, representantes de quatro morfoespécies diferentes. Cada sequéncia
continha inicialmente 690 pb e apds alinhadas as sequéncias obtidas no GenBank e
cortadas passaram a ter 489 pb cada, ndo sendo detectada nenhuma delecdo ou insercao.

Quando traduzidas em aminoacido, nenhum cédon de parada foi encontrado.
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O resultado da andlise da divergéncia intraespecifica entre as amostras de
Ceroplastes sp. 1 e sp. 2 variou de 0,0-0,6%, exceto para a amostra 94, que apesar de
identificada como Ceroplastes sp 1 com base nas semelhangas das caracteristicas
microscopicas, a divergéncia variou de 2,8-3,3% quando comparada com as outras
amostras dessa espécie (Fig 6). Para Hebert et al (2003a, 2003b) a variagdo de
sequéncias intraespecifica deve ser inferior a2% ou 3% de dissimilaridade, mas como
observado por Avise (2000), a maioria das divergéncias intraespecificas ¢ menor que
1%, e raramente podem ser superiores a 2%. Isto pdde ser constatado para as espécies
de Diaspididae e Pseudococcidae analisadas por Park ef al/ (2001), que embora tenham
encontrado divergéncias inferiores a 1% para a maioria das espécies, 25% delas
apresentaram divergéncias superiores a 2% (2,5-4,6% entre os Diaspididae e 2,5%—
5,8% entre os Pseudococcidae). Wang et a/ (2015) também encontraram divergéncias
altas, variando de 0-4,2% entre as espécies de Coccidae provenientes da China.
Portanto, a amostra 94 foi considerada como Ceroplastes sp. 1, mas provavelmente
pode estar iniciando um processo de especiacdo, por apresentar maior dissimilaridade
em relagdo as demais amostras.

A divergéncia interespecifica de todas as sequéncias de Ceroplastes analisadas
variou de 4,9-26,7% com uma divergéncia média de 18,8% (Fig 6). A distancia maxima
foi obtida entre Ceroplastes sp. 1 e sp. 2, enquanto que a minima de 4,9% foi
encontrada entre C. ceriferus e C. pseudoceriferus, como ja apontada anteriormente por
Deng et al (2012) e Wang et al (2015), utilizando o COIL. Entre as novas espécies, a
menor divergéncia interespecifica foi encontrada entre Ceroplastes sp. 3 e sp. 4,
corroborando com os dados morfolégicos que indicaram a proximidade dessas duas

espécies.
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A andlise de verossimilhanca apontou que as 10 amostras examinadas neste
trabalho formaram quatro grupos bem distintos com elevados valores de bootstrap entre
eles (Fig 7). A amostra 94 de Ceroplastes sp.1 apresenta uma distdncia maior em
relagdo as amostras 05, 16 e 36 (Fig 6), entretanto, comparando com a divergéncia
interespecifica apresentada pelo grupo, essa distancia nao foi suficiente para considera-
la uma espécie distinta.

Corroborando com as observagdes morfologicas, Ceroplastes sp.3 e sp.4
mostraram-se como espécies proximas entre si e, juntas, sdo mais semelhantes a
Ceroplastes sp.2 do que a Ceroplastes sp.1. Além disso, essas quatro espécies
apresentaram-se mais proximas entre si do que as outras espécies em que as sequéncias
foram comparadas e que possuem origem em outras regioes zoogeograficas.

Em conclusao, as informacdes moleculares corroboraram com os dados
morfologicos, confirmando a existéncia de quatro novas espécies. As sequéncias obtidas
neste estudo sdo os primeiros registros de DNA barcoding de espécies do género
Ceroplastes nativas do Brasil, e essas sequéncias mostraram-se uteis para serem

utilizadas com o proposito de identificagao.
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Tabela 1. Dados de coleta dos espécimes de Ceroplastes utilizados neste estudo.

Espécies Amostras Planta hospedeira Data da coleta Local de coleta Coletor
05 Meliaceae 05.x.2012 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(21°58°58.3”S 47°56°11.5”W)
16 Meliaceae 08.viii.2012 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(22°02°24.2”S 47°44°50.3”W)
Ceroplastes sp. 1 . . . ~
36 Trichilia sp. (Meliaceae) 01.11.2013 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(22°02°24.2”S 47°44°50.3”W)
94 Miconia chamissois 20.11.2014 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(Melastomataceae) (22°02°24.2”S 47°44°50.3”W)
34 Tabebuia sp. (Bignoniaceae) 01.11.2013 Sdo Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(22°02°24.2”S 47°44°50.3”W)
45 Mpyrciaria sp. (Myrtaceae) 04.11.2013 Sao Carlos-SP Cunha, S.B.Z.
(21°58°58.3”S 47°56°11.5”W)
Ceroplastes sp. 2 . N
50 Myrtaceae 04.11.2013 Sao Carlos-SP Cunha, S.B.Z.
(21°58°58.3”S 47°56°11.5”W)
51 Eugenia sp. (Myrtaceae) 05.x.2012 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(21°58°58.3”S 47°56°11.5”W)
Ceroplastes sp. 3 66 Schinus molle (Anacardiaceae) 20.v.2013 Sao Carlos-SP Rosa, K.C.C.
(21°59°00.4”S 47°52°42.9”W)
Ceroplastes sp. 4 106 Schinus molle (Anacardiaceae) 27.v.2014 Rio Claro-SP Rosa, K.C.C.

(22°25°18.4”S 47°34°34.6”W)
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Fig 1 A-D, Ceroplastes sp.1: A, sobre Meliaceae; B, sobre Meliaceae; C, sobre Trichilia
sp. (Meliaceae); D, sobre Miconia sp. (Melastomataceae); E-F, Ceroplastes sp.2: E,
sobre Tabebuia sp. (Bignoniaceae); F, sobre Fugenia sp. (Myrtaceae); G, Ceroplastes
sp.3 sobre Schinus molle L. (Anacardiaceae); H, Ceroplastes sp.4 sobre S. molle.
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Fig 2 Ceroplastes sp.1. A= Antena, B= setas estigmaticas, C= poros estigmaticos, D=
detalhe da juncdo tibia-tarso, E= setas dorsais, F= poros dorsais.
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Fig 3 Ceroplastes sp.2. A= Antena, B= setas estigmaticas, C= poros estigmaticos, D=
detalhe da juncdo tibia-tarso, E= setas dorsais, F= poros dorsais.
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Fig 4 Ceroplastes sp.3. A= Antena, B= setas estigmaticas, C= poros estigmaticos, D=
detalhe da jungdo tibia-tarso, E= setas dorsais, F= poros dorsais.
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Fig 5 Ceroplastes sp.4. A= Antena, B= setas estigmaticas, C= poros estigmaticos, D=
detalhe da jungao tibia-tarso, E= setas dorsais, F= poros dorsais.
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Ceroplastes sp.4_106 19,0% 18,5% 18,7% 18,5% 15,8% 16,4% 15.8% 158% 12,2% cﬂ‘& 6@ & At > 6'19
C. ceriferus (Deng et al. 2012) 18,5% 18,0% 182% 17,7% 21,4% 21,4% 21,4% 21,4% 17,3% 20,4% o &(\9" & & @"\
C. japonicus (Deng et al. 2012)  17,5% 16,9% 17,2% 16,6% 19,3% 19,6% 19,3% 19,3% 18,1% 17,0% 13.3% o L &é‘{, & P
C. floridensis (Deng etal. 2012)  17,4% 16,9% 17,1% 16,6% 222% 22.5% 22.2% 222% 17,1% 184% 120% 7,8% O o;d”“ &® q)\.’”
C. rubens (Deng et al. 2012) 15,4% 14,8% 15,1% 14,1% 21,8% 21,8% 21.8% 21,8% 17,9% 16,8% 126% 143% 135% O & oF o
C. pseudoceriferus (Deng et al. 2012)g,8% 18,2% 18,5% 18,0% 20,6% 20,6% 20,6% 20,6% 17,3% 19,8% 4.7% 13.7% 137% 123% G *J\‘“ & ©
C. kunmingensis (Deng et al. 2012) 16.9% 16,4% 16,7% 16,7% 22,4% 22,1% 22,4% 22,4% 19,5% 18,0% 143% 86% 10,0% 133% 153% O &e,o‘ &
C. rusci (Wang et al. 2012) 15,7% 15,1% 154% 14,9% 21,0% 21,3% 21,0% 21,0% 19,5% 17,9% 116% 14,8% 15,0% 11,3% 12,0% 128% O ‘}q,\{“a
C stellifer (Wang et al. 2012) 15,8% 15,3% 156% 16,3% 19,4% 19,4% 19,4% 19,4% 18,8% 17,5% 15,0% 150% 150% 11,8% 153% 162% 123% G
Coccus longulus (Wang et al. 2012) 20,4% 19,8% 20,1% 19,5% 25,3% 259% 253% 25,3% 21,0% 20,0% 17,1% 18,9% 18,6% 16,0% 18,1% 18,8% 16,7% 18,0%

Fig 6 Matriz de divergéncia entre as amostras analisadas, aplicando o modelo de distancia Kimura 2 Parametros (K2P).
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Fig 7 Arvore de consenso da analise de verossimilhanca de fragmentos de COI (DNA
mitocondrial); os nimeros ao lado dos n6s sdo os valores de bootstrap; a espécie
Coccus longulus (Douglas) foi utilizada como grupo externo.
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Capitulo 11— Polifenismo sazonal e variacoes no comportamento de
Ceroplastes glomeratus Peronti 2008 (Hemiptera: Coccidae) *
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Resumo

Polifinismo sazonal e variagdes no comportamento de Ceroplastes glomeratus Peronti
(Hemiptera: Coccidae). A cochonilha cerosa Ceroplastes glomeratus mostra diferengas
sazonais do fendtipo e do comportamento. Individuos desenvolvem-se gregariamente
durante o outono, e solitarios na primavera. Além das diferencas no comportamento, as
formas de primavera (“forma isolada”) e de outono (“forma agregada”) também
produzem diferentes morfotipos. NoOs fornecemos dados adicionais aos dados
morfoldgicos das espécies baseados nas caracteristicas macroscopicas € microscopicas

das fémeas adultas e do primeiro instar das duas formas adultas de C. glomeratus.

Palavras-chave

Morfologia, cochonilha, taxonomia, cochonilhas cerosas

Abstract

Seasonal polyphenism and behavioral variations of Ceroplastes glomeratus Peronti
(Hemiptera: Coccidae). The wax scale Ceroplastes glomeratus shows seasonal
behavioral and phenotype differences. Individuals develop gregariously during autumn,
while solitarily in spring. Besides such behavioral differences, spring (“isolated
morph”) and autumn (“aggregated morph”) morphs will also produce different
morphotypes. We provide additional data on the morphological data of the species
based on the microscopic and macroscopic characteristics of adult females and of first-

instars of the two adult morphs of C. glomeratus.

Keywords

Morphology, soft scale, taxonomy, wax scale
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Introducio

Polifenismo ¢ uma resposta plastica do gendtipo para estimulos internos e/ou externos,
assim como em condi¢des de estresse ambiental (nutri¢do, temperatura, aglomeragao,
entre outros), e esta plasticidade de desenvolvimento esta relacionada com o sucesso de
adaptacao de vérias espécies de insetos (Mayr 1963, Greene 1989, Smith 1991, Striibing
& Drosopoulus 2005). Polifenismo em insetos pode ser apresentado de varias maneiras,
mas polifenismos de casta e sazonal estdo entre os mais comuns (Simpson et a/ 2011).
Polifenismo sazonal ¢ um bom exemplo de como os insetos podem se beneficiar da sua
plasticidade do desenvolvimento, e ¢ definido como “um padrdo de mudanca fenotipica
que se repete anualmente, sob algum tipo de controle ambiental” (Shapiro 1976). Além
disso, a ocorréncia de diferentes tipos morfoldgicos pode causar identificagdo incorreta
de espécies devido ao ndo reconhecimento como resposta polifénica, particularmente
para espécies em que os tipos morfologicos diferentes ndo se sobrepdem durante o seu

desenvolvimento (Grella et al 2015).

Entre os Coccoidea, os poucos exemplos de polifenismo sdo encontrados nos
Diaspididae. Lupo (1943) demonstrou que o diaspidideo Mytilococcus ficifoliae
(Berlese) era na verdade a forma de verdo de Mytilococcus conchiformis (Gmelin).
Diferencas morfologicas observadas para essas formas sazonais também foram
relacionadas ao tecido da planta hospedeira em que cada morfotipo estava associado. A
forma ficifoliae foi encontrada alimentando-se sobre folhas de figueiras, enquanto que a
forma conchiformis sobre o galho. Mytilococcus ficifoliae foi sinonimizado com M.
conchiformis e pertence atualmente ao género Lepidosaphes Shimer (Garcia et al 2016).
Variagdes fenotipicas nos diaspidideos em resposta a sua associagdo com diferentes

tecidos da planta hospedeira sdao conhecidas para algumas espécies (Takahashi 1953,
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Stannard 1965, Takagi & Kawai 1967, Knipscher et a/ 1976, Liu et al 1989), e esse
polifenismo induzido pela associacdo com diferentes tecidos da planta hospedeira foi
referido como “polifenismo induzido pelo local no hospedeiro” (Liu et al/ 1989). Mas
diferentes morfotipos associados com o mesmo tecido da planta hospedeira em
diferentes épocas do ano também foram descritos (Takagi 2012).

Polifenismo sazonal entre os Coccidae sdo extremamente raros, mas noés fomos
capazes de demonstrar neste estudo a existéncia de dois tipos morfologicos em
Ceroplastes glomeratus Peronti (Hemiptera: Coccidae: Ceroplastinae). Ceroplastes
glomeratus € uma espécie Neotropical, conhecida somente para o Brasil. Os
Ceroplastinae sao normalmente conhecidos como cochonilhas de cera porque as fémeas
adultas tem uma grossa cobertura de cera recobrindo toda a regido dorsal. Ceroplastes
Gray ¢ o maior género de Ceroplastinae com 145 espécies descritas em todo o mundo
(Garcia et al 2016). Ceroplastes glomeratus foi descrita ocorrendo sobre Fabaceae, mas
também registrada sobre Asteraceae e Anacardiaceae, apresentando somente a forma

aglomerada (Peronti et al 2008).

Também fornecemos aqui dados morfologicos e comportamentais adicionais de
C. glomeratus, bem como relatamos a ocorréncia de polifenismo sazonal e fornecemos

uma analise morfoldgica comparativa para caracterizar cada forma.

Materiais e Métodos

Fémeas adultas e ovipositando da forma aglomerada de C. glomeratus, identificadas
como descrito por Peronti et a/ (2008), foram coletadas sobre /nga sp. (Fabaceae) no
municipio de Sdo Carlos (22°01'S—47°53'W), estado de Sao Paulo, Brasil, em julho de

2012. Os insetos foram colocados em tubos de vidro, fechados com algodao até a
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emergéncia das ninfas. Parte das ninfas de primeiro instar recém-emergidas foi montada
em laminas permanentes e o restante foi colocado sobre mudas de /nga sp. para serem
criadas, com condi¢gdes ndo controladas, no laboratério de Entomologia do
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de Sao Carlos,
Sdo Carlos, Brasil, por duas geracdes. As formas obtidas de cada geragdo foram

submetidas as analises molecular e morfologica.
Analise Molecular

Adultos (2) de cada forma foram individualmente submetidos a uma extragdo de DNA
nao-destrutiva seguindo Gilbert et al (2007), como modificado por Dossi et al (2014). O
exoesqueleto dos insetos foi removido do “buffer” de digestao, armazenado em etanol a
70%, e, posteriormente, montado em lamina permanente de acordo com Granara de

Willink (1989) para comprovac¢ao da identificagdo da espécie.

O DNA obtido foi submetido a amplificagdo de PCR do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade I (COI), usando o conjunto de “primers” C1-1554F (5°-
CAGGAATAATAGGAACATCAATAAG-3) e C1-2342R (5-
ATCAATGTCTAATCCGATAGTAAATA-3’) (Deng et al 2012), e o segmento (D2)
do rDNA 28S rDNA, utilizando 0s “primers” D2-3566F
(5’TGCAGCTCTAAGTTGGTGGT-3) e D2-4068R (5°-
TTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG- 3’°) (Campbell et al 1993). As reagdes de PCR
continham 1 pL de DNA total, 5 pL de 5x Green Reaction Buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 0,32 uM de cada “primer”, 1 unidade de Tag-Dna polimerase em um
volume total de rea¢do de 25 pL. As condigdes do termociclador foram 3 min a 95°C
(1x), seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 s, 52°C por 50s ¢ 72°C por 1 min, seguidos de

uma extensdo final de 10 min a 72 'C. Para visualizagdo dos fragmentos amplificados
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foi utilizado eletroforese em gel de agarose a 1%, usando TAE “buffer” com brometo de
etideo, em uma voltagem constante (100V), e os fragmentos foram observados com a

ajuda de um transiluminador.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando precipitacdo com etanol a 80%
(Davis et al 1994) e submetidos a tratamento ExoSAP (Fermentas) seguindo as
recomendacgdes do fabricante para a limpeza antes do sequenciamento. As amostras
foram sequenciadas bidirecionalmente usando o conjunto original de “primers” no
“Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH-USP)” (http:// genoma.ib.usp.br/). As
sequéncias obtidas foram analizadas, editadas e alinhadas usando o programa
“Sequencher” versdao 4.2 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA). As
sequéncias resultantes foram também comparadas as sequéncias depositadas no Centro
Nacional de Informagdes Biotecnologicas (NCBI) (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/)
utilizando o algoritmo de busca para identificacdo de espécies “Blastn”. Todas as
sequéncias obtidas foram depositadas no banco de dados do NCBI (numeros de acesso

no GenBank: KX650805-KX650808 ¢ KX670819— KX670822).

Analise Morfologica

Adultos e ninfas de primeiro instar de cada geragdo foram montadas em laminas
permanentes de acordo com Granara de Willink (1989) e estudadas sob um microscéopio
optico Olympus CBA; as descrigdes morfologicas foram baseadas em cinco adultos e
seis ninfas de primeiro instar de cada geragdo, seguindo a terminologia de Hodgson &

Peronti (2012) para os adultos e de Rosa et a/ (2011) para as ninfas. Imagens digitais
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foram adquiridas com uma camera Nikon D3200 acoplada a um estéreo microscopio

Olympus SZ40.

Todos os espécimes utilizados nas analises morfologicas e moleculares,
montados em ldminas permanentes, foram depositados na Colecdo Entomoldgica do
Laboratério de Entomologia Economica, Departamento de Ecologia e Biologia

Evolutiva, Universidade Federal de Sdo Carlos.

Resultados

Ceroplastes glomeratus apresentou duas geragdes entre julho de 2012 e julho de 2013
na criacao dentro do laboratério. Adultos da primeira geragao foram coletados para as
analises em 29 de Novembro de 2012 (final da primavera) e aqueles da segunda geragao
em 20 de maio de 2013 (final do outono), ambos coletados sobre galhos de /nga sp.
(Fabaceae). Os adultos da geragao de primavera apresentaram diferencas morfologicas e
comportamentais dos seus parentais. Adultos amostrados na primavera nao mostraram o
comportamento agregado como de seus parentais, ¢ foram entdo nomeados como
“forma isolada” (Figs la—d). Os adutos da geracdo de outono retornaram para o
comportamento aglomerado dos adultos coletados em campo. Individuos do outono
foram densamente agregados, formando uma massa de cera a qual torna dificil a
distingdo dos limites de cada espécime. Esses espécimes foram nomeados como “forma
aglomerada” (Figs le—g). Embora os adultos tenham exibido diferengas morfologicas e
comportamentais, as ninfas de primeiro instar obtidas de cada uma das geragdes de C.
glomeratus, sob condicdes de laboratorio, ndo mostraram qualquer diferenca que

pudesse ser detectada.

Analise Molecular
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A andlise molecular das sequéncias parciais do gene mitochondrial citocromo oxidase
subunidade I (COI) e o segmento (D2) do 28S do rDNA de ambos morfotipos
resultaram em 100% de similaridade entre eles, confirmando que eles pertencem a

mesma espécie.

Descrigoes Morfologicas

Primeiro instar (Figs 11, 2)

Material Nao-montado (Fig 11)

Cera. Fina, vitrea, translucida, mas pode parecer amarela devido a cor do tegumento do
inseto, destacavel, cobrindo todo o dorso, com expansdes marginais pouco evidentes.
Filamentos de cera seca e expansdes na regido central do dorso ausentes. Bandas
estigmaticas sao visiveis e restritas as regides estigmaticas.

Corpo. Oval alongado, 370-430 pum comprimento e 200—225 pm de largura, amarelado

na cor. Processo caudal ausente.

Material montado (Fig 2)

Dorso. Derme inteiramente membranosa, areas claras dorsais ausentes. Poros dorsais
simples ndo detectados. Um par de poros préximo ao apice da cabega, 2,5-3,0 um de
diametro, com 3 loculos cada, e dois pares de setas dorsais nitidamente conicas, mais
longas do que a largura da base, 2,5 um de comprimento e largura da base 2,0 pum,
presentes na area dorsal média da cabeca. Poros pré-operculares ausentes. Cada placa
anal com margem anterior diagonal e margem posterior arredondada, comprimento das
placas: 42—49 pum, largura das placas combinadas: 55-56 um e individuais: 2628 um,;

cada com 1 seta ventral de 17-20 um de comprimento e com 4 setas dorsais na metade
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posterior de cada placa: seta apical mais longa, 230-260 um de comprimento, com 3
setas mais curtas: seta na margem interior 69 pm de comprimento, e duas proximas ao
apice, 20-30 pm de comprimento. Dobra anogenital com! par de setas. Tubo anal mais
curto do que o tamanho da placa anal. Anel anal com 4 pares de setas: 2 setas bem
desenvolvidas, 50-58 pm de comprimento; 1 mais curta com 35-45 pm de
comprimento; 1 par de setas muito curtas, , 6—10 pm de comprimento.

Margem. Setas marginais flageladas, cada 5-9 pm de comprimento, com uma larga
base; 6 anteriores entre os olhos, a cada lado: 2 entre os olhos e a area estigmatica
anterior, 2 lateralmente entre as areas estigmaticas e 7 entre a area estigmatica posterior
e o lobo anal, cada lobo anal com 1 seta pouco mais espessa, 10—-11 de comprimento.
Aberturas estigmaticas rasas, cada com 3 setas estigmaticas com apice arredondado;
seta central 4-5 pm de altura, 4-6 pm de largura, base 4-5 um de largura, levemente
deslocada para o dorso, e setas laterais com apice arredondado, 3—4 um de altura, 34
um de largura, base com 3,54 pum de largura. Olhos levemente deslocados para o
dorso; largura de cada lente 11-12 pm.

Ventre. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais ausentes. Poros do canal
estigmatico com 5 (raramente 4 e 7) l6culos, e 2,5-3,5 um de didmetro; com 2-3 em
uma unica linha em cada banda de poros estigmaticos. Dutos tubulares ventrais
ausentes. Microdutos ventrais com um poro cruciforme, 2—3 um de largura; com 9-10
microdutos submarginalmente em cada lado do corpo; ausentes no resto do ventre. Setas
submarginais como cerdas, 2—4 um de comprimento, com 2 entre os olhos e, em cada
lado: 1 entre as aberturas estigmaticas e 7 entre cada abertura posterior e a abertura anal.
Setas ventrais similares as setas submarginais mas levemente mais longas, com 7 em

uma fileira longitudinal submediana em cada lado, 3—7 pm de comprimento; com um
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par de setas interantenais, cada 25-35 um de comprimento, ¢ um par de setas pré-
genitais, 25-30 pm de comprimento.

Antenas com 6 segmentos, 115-126 um; tamanhos dos segmentos (um): I: 16-20; II:
14-15; III: 29-30; IV: 13-14; V: 17-18; VI: 28-30; setas antenais: segmento I: 3 setas
flageladas; II: 2 setas flageladas; III: 3 setas flageladas; IV: 1 seta mais espessa; V: 1
seta mais espessa e 1 seta flagelada; VI: 67 setas flageladas e 4 setas mais espessas.
Escudo clipeo-labral 95-107 pm de comprimento, com 1 par de setas no clipeo ¢ 4
pares de setas no labio. Espiraculos com a placa do musculo maior do que o didmetro do
peritreme: diametro do peritreme 6—7 um; comprimento da placa do musculo 8-13 pum.
Pernas bem desenvolvidas, sem esclerotizagdo tibio-tarsal, cada garra com um
denticulo; digitulos tarsais desiguais no tamanho e espessura, um mais curto € mais
delgado do que outro, cada 27-30 um e 37-40 um de comprimento respectivamente,
mas ambos dilatados no épice, digitulos da garra desiguais, um mais largo do que outro,
19-23 um de comprimento; dimensdes das pernas metatoracicas (um): coxa 35-40;
trocanter + fémur 65-73; tibia 45-50, tarso 32-38, e garra 15—16; com 3 setas na tibia e

4 no tarso.

Féemeas Adultas

Forma isolada (Figs 1a—d, 1j, 3)

Material ndo-montado

Fémeas adultas jovens: mais ou menos oval no formato; com uma carapaga branca de
cera umida cobrindo a superficie dorsal do corpo, exceto por uma area ao redor das
placas anais, mais a regido do nicleo médio-dorsal e dos sete nucleos submarginais, os

quais sao desprovidos de cera umida e sdo preenchidos com cera vitrea translicida; cera
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umida ndo dividia em placas; Bandas estigmaticas brancas e largas, pouco
desenvolvidas e visiveis sobre a regido marginal da cera imida e confinadas as areas
estigmaticas (Figs 1a—b).

Fémeas adultas velhas: formato levemente hemisférico, derme dorsal mais esclerotizada
e cera umida branca, tornando-se mais fina sobre o dorso, algumas vezes permitindo
visualizar a derme esclerotizada (Figs 1c—d).

Corpo. 0,9-1,6 mm de comprimento e 0,6—-1,3 mm de largura, cor castanho claro.

Pequena esclerotizacao do processo caudal (Fig 1j).

Material montado (Fig 3)

Dorso. Derme inteiramente membranosa quando jovem, exceto pela pequena
esclerotizagao do processo caudal; derme torna-se mais esclerotizada nos individuos
mais velhos. Processo caudal um pouco mais largo do que longo, estendendo-se sobre o
dorso, 0,35-0,5 mm de largura e 0,3—-0,4 mm de comprimento. Derme com 8§ areas
claras sendo: 1 cefalica, 1 médio-dorsal e 3 pares laterais, todas destituidas de poros ou
setas, exceto area clara cefalica que pode apresentar um par de setas. Setas dorsais com
formatos e tamanhos varidveis: (i) cOnicas, comprimento: 5—6 um, aproximadamente
1,6-2,0x mais longas do que a largura da base, largura da base: 3 pum; (ii) cilindricas ou
com as laterais levemente convergentes e apices que podem variar de truncado,
arredondado ou truncado em uma das laterais, comprimento: 2,0-4,5 um, 0,6—1,5x mais
longos do que a largura da base; largura da base: 3 um. Poros dorsais: (i) microdutos
loculados com 14 16culos satélites, principalmente com 2 loculos satélites, 2—4 pm de
largura; e (i1) microdutos simples nao detectados. Poros preoperculares facilmente

visiveis: 20—-30 em uma estreita banda de 1-2 poros de largura, presentes ao redor da
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margem anterior das placas anais, estendendo-se para cada extremidade, 4 pm de
largura. Placas anais com margem externa arredondada, comprimento das placas: 87—
107 pum, largura das placas combinadas: 87-108 pm; cada placa com 3 longas setas
dorsais: 35-50 pm de comprimento e uma curta seta subapical: 10-15 um de
comprimento. Dobra anogenital com 4 pares de setas. Tubo anal curto, mais curto do
que o comprimento das placas anais.

Margem. Setas marginais flageladas; 15-21 pm de comprimento; 6 anteriores entre 0s
olhos, a cada lado: 2 entre os olhos e a drea estigmatica anterior, 2 entre as areas
estigmaticas e 7 no abdomen; cada lobo anal com 1 seta. Aberturas estigmaticas rasas,
com 3542 setas estigmaticas; cada grupo mais largo do que longo, com 2—4 fileiras
irregulares de setas estigmaticas; cada grupo de setas estigmaticas estendendo-se ao
longo das margens mas ndo se encontram entre as aberturas; setas estigmaticas conicas
ou cilindricas com o apice levemente achatado; cada seta com 5-12 pm de largura na

base e 6—10 um de comprimento. Olhos15—-19 um de largura.

Ventre. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes ao redor da
vulva e no segmento VI; 4 medialmente e 4—-6 submedialmente em cada lado no
segmento V; 0—1 medialmente no segmento IV. Poros do canal estigmatico presentes
em uma banda de 40-47 poros, cada banda 1,0-1,5x a largura do peritreme perto da
margem, com poucos poros estendendo-se além da area do peritreme. Microdutos
ventrais com 3 um de largura, presentes em toda regido ventral e mais abundantes em
uma banda submarginal. Dutos ventrais tubulares sem uma glandula terminal evidente;
ausentes entre as antenas e esparsos na regido submediana dos segmentos abdominais
ITI-VI. Setas submarginais mais abundantes do que as setas marginais, cada 5—-8 um de

comprimento.
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Antenas com 7 segmentos; 202—-222 um de comprimento. Escudo clipeo-labral 162-225
pm de comprimento. Espirdculo: largura do peritreme 35—40 um. Pernas desenvolvidas,
com esclerotiza¢do na articulagdo tibio-tarsal; garra com denticulo; digitulos da garra
ambos dilatados e mais curtos do que os digitulos tarsais; dimensdes das pernas
metatordcicas (um): coxa 80-90; trocanter + fémur 120—135; tibia 85-95; tarso 55-57, ¢

garra 20-21.

Forma aglomerada (Figs 1e-h, 1k-n, 4, 5)

Material ndo-montado. Fémea adulta jovem: densamente agregados ao redo do galho,
cera frequentemente tocando os individuos vizinhos mas ndo fundidas; formato mais ou
menos oval, cobertos com uma cera timida e completa auséncia de divisdes da cera em
placas. Nucleo mediodorsal, sete niicleos submarginais ¢ uma area ao redor da placa
anal com auséncia de cera umida, mas preenchidos com uma cera vitrea translicida.
Bandas estigmaticas espessas e coloragdo branca, pouco desenvolvidas e visiveis sobre
a regido marginal da cera umida e confinadas as areas estigmaticas (Fig le).

Fémeas adultas velhas: carapaca de cera mais espessa, completamente fundida entre os
individuos adjacentes, formando uma massa de cera ao redor do galho (Figs 1f-g);
Bandas estigmaticas bem desenvolvidas, espessas e estendendo-se em dire¢ao ao dorso
(Fig 1h); crescimento do corpo no sentido vertical (individuos mais altos do que largos),
em direcdo ao dorso (Figs 1h, In); processo caudal fundido com uma esclerotiza¢ao
dorsal no centro do dorso, parecendo uma mancha escura sobre o dorso (Figs 1m—1n).
Corpo. Comprimento do corpo: 1,4-3,5 mm e largura: 1,1-2,5 mm, coloracao marrom
clara. Quando jovem, presenca de uma pequena esclerotizacao do processo caudal, mas

com a idade, presenga de uma area esclerotizada no meio do dorso estendendo-se do
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processo caudal a cabega, cobrindo a maior parte mediana do dorso nos individuos mais

velhos (Figs 1k—1n).

Material montado (Figs 4-5).

Dorso. Derme inteiramente membranosa, exceto por forte esclerotizagdo do processo
caudal. Processo caudal 0,45-1,5 mm de largura e 0,3-2,0 mm de comprimento,
desenvolvido sobre o dorso. Derme com 8 dreas claras destituidas de poros e setas e
distribuidas como segue: 1 cefalica, 1 médio-dorsal (visivel somente em individuos
mais jovens) e 3 pares laterais. Setas dorsais de formatos e tamanhos varidveis: (i)
conicas, comprimento 3—5 um, aproximadamente 1,0—1,7x mais longas do que a largura
da base, largura da base 3 um, (ii) cilindricas ou com as laterais levemente convergentes
e apices que podem variar de truncado, arredondado ou truncado em uma das laterais,
comprimento 4—6 pm, aproximadamente 1,0—1,5x mais longos do que a largura da base;
largura da base 3—4 um. Poros dorsais: (i) microdutos loculados com 1-4 léculos
satélites, principalmente com 2 loculos satélites, 3—5 pm de largura; (ii) microdutos
simples ndo detectados. Poros preoperculares: 6 em uma banda transversal ao longo da
margem anterior das placas anais, dificeis de visualizar, 2-3 um de largura. Placas anais
ligeiramente alongadas, com a margem exterior arredondada e 4apice pontiagudo;
comprimento das placas 130-140 um, largura das placas combinadas 125-130 um, cada
placa com trés longas setas dorsais, 40-50 um de comprimento, dispostas em um
triangulo, uma curta seta subapical, 17-25 pum de comprimento. Dobra anogenital com 4
pares de setas na margem anterior. Tubo anal curto, aparentemente menor do que o

comprimento da placa anal.
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Margem. Setas marginais flageladas; 20-23 pm de comprimento; 6 anteriores entre 0s
olhos, a cada lado do corpo: 2 entre os olhos e area estigmatica anterior, 2 entre as areas
estigmaticas e 6—7 no abdomen, cada lobo anal com 1 seta. Aberturas estigmaticas
bastante distintas, com aproximadamente 110-125 setas; cada grupo mais largo do que
longo, com 8-10 fileiras irregulares de setas estigmadticas, estendendo-se dorsalmente;
setas estigmaticas conicas ou cilindricas com apice arredondado ou levemente achatado;
cada seta 5-9 pum de largura na base e 6-10 pm de comprimento. Olhos 15-17 pum de

largura.

Ventre. Derme inteiramente membranosa. Poros pré-genitais abundantes ao redor da
vulva e nos segmentos IV-VI, 9 medialmente e 3—5 submedialmente em cada lado do
segmento III, 3—4 medialmente no segmento II. Poros do canal estigmatico em uma
banda de mais de 100 poros, cada banda tdo larga medialmente quanto o peritreme e
aproximadamente 3,0x a largura do perigreme perto da margem, poucas estendendo-se
além do peritreme. Microdutos ventrais de 3 pum de largura, dispersos pela regiao
ventral e abundantes na regido submarginal. Dutos tubulares ventrais sem uma glandula
terminal evidente, ausentes entre as antenas, € esparsos submedialmente nos segmentos
abdominais I[-V. Setas submarginais mais abundantes do que as setas marginais, com
10—-13 pum de comprimento.

Antenas com 7 segmentos; 245-335 um. Escudo clipeo-labral 225-285 pum de
comprimento. Espiraculos: largura do peritreme 55-65 pum. Pernas desenvolvidas,
esclerotizagdo tibio-tarsal presente, garra com denticulo; digitulos da garra ambos mais
espessos e curtos do que os digitulos tarsais; dimensdes das pernas metatoracicas (pum):

coxa 110-150; trocanter + fémur 130-160; tibia 100—135; tarso 60—80 e garra 20-25.
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Discussao

Os adultos de Ceroplastes glomeratus apresentaram dois tipos de formas adultas
diferentes (fenotipos) durante o ano, como confirmado pela andlise molecular e criagao
em laboratorio. A espécie observada mostrou um comportamento agregado (forma
aglomerada) ou isolado (forma isolada), respectivamente no outono e primavera, com
ambas formas alimentando-se sobre galhos de Inga sp. Além das diferengas de
comportamento, as principais diferengas observadas entre as formas foram uma grande
diferenga no numero total de setas estigmaticas e de poros dos canais estigmaticos,
sendo esses valores significativamente maiores na forma aglomerada. Os poros pré-
operculares presentes sobre a derme ao longo da margem anterior das placas anais
foram mais numerosos e faceis de visualizar na forma isolada. Além disso, a forma
isolada ¢ menos esclerotizada, apresentando um pequeno processo caudal quando
comparada a forma aglomerada, a qual mostra uma forte area esclerotizada estendendo-
se da porc¢do final do abdomen até a cabeca, cobrindo a maior parte mediana do dorso.
Em contraste, as ninfas de primeiro instar das formas aglomerada e isolada foram

similares.

Elucidar as razdes das mudangas de comportamento e morfoldgicas e quando
essas variacdes ambientais sdo notadas, se pelos genitores ou durante o
desenvolvimento da prole, ndo foram os objetivos deste estudo. Entretanto, ha varias
causas ambientais que poderiam estar envolvidas na determinagdo dos dois fendtipos
descritos, como ja foram relatadas induzindo o desenvolvimento de polifenismos em
algumas espécies, como temperatura, umidade, fotoperiodo, entre outras (Smith 1991,
Roskam & Brakefield 1996, Yamamoto et a/ 2011). Portanto, experimentos adequados

deveriam ser elaborados para investigar os fatores que induzem a plasticidade
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morfoldgica no desenvolvimento de Ceroplastes glomeratus, e os beneficios evolutivos
associados com cada morfotipo. Além disso, a ocorréncia de morfotipos deveria ser
verificada em outras espécies, como Ceroplastes bruneri Cockerell & Cockerell,
Ceroplastes lahillei Cockerell, Ceroplastes caesalpiniae Reyne e Ceroplastes
madagascariensis Targioni Tozzetti, que de acordo com Peronti et a/ (2008) também
apresentam individuos densamente agregados, formando uma massa de cera.

Diferengas macro e microscopicas nos tracos morfoldgicos de espécimes para
outras dentro do mesmo género geralmente ndo sdo suficientes para assegurar seu
“status” como uma nova espécie. Em casos onde criagdes em laboratério e estudos
bioldgicos ndo podem ser desenvolvidos para confirmar que as diferencas nos tipos
morfoldgicos sdo devidas ao polifenismos, como em C. glomeratus, erros na
identificagcdo de espécies podem ocorrer se ferramentas moleculares ndo sdo usadas.
Identificagdes incorretas de espécies podem levar a desinformagdes sobre as
caracteristicas ecoldgicas de organismos e tem implicagdes na gestdo de recursos
naturais e agricolas, bem como em humanos (van Borthel et a/ 2001, Bortolus 2008,

Shea et al 2011, Bin et al 2012).
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Figure 1. Ceroplastes glomeratus Peronti 2008. A—B. Wax test of young adult females (isolated form); C—D. Wax test
of old adult females (isolated form). E. Wax test of young adult female (agglomerated form); F-G. Wax test of old adult
female (agglomerated form); H. Lateral view of old adults females with lateral wax removed (agglomerated form),
where: SB = stigmatic band; I. Wax test on first-intar nymph; J. Dorsal view of adult female (isolated form) with wax
test removed, showing short caudal process. K-M. Dorsal view of adult females (agglomerated form) with wax test
removed, showing development of dorsal sclerotization and caudal process; N. Lateral view of mature specimen with
wax removed (agglomerated form), with strong sclerotization of caudal process on dorsum.
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Figure 2. Ceroplastes glomeratus Peronti 2008. First-instar nymph, where: A= antenna; B=
stigmatic setae; C= ventral microducts; D= spiracular disc-pores; E= tarsal segment; F= tarsal
digitules; G= claw digitules; H= anal plates, dorsal and ventral aspect; I= dorsal seta; J= dorsal
pore.
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Figure 3. Ceroplastes glomeratus Peronti 2008. Adult female (isolated form), where: A= antenna; B=
stigmatic setae; C= spiracular disc-pores; D= ventral microducts; E= tarsal segment; F= tarsal digitules;
G= claw digitules; H= ventral tubular ducts; I= pregenital disc pores; J= dorsal pores; k= dorsal setae.
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Figure 4. Ceroplastes glomeratus Peronti 2008. Young adult female (agglomerated form), where: A=
antenna; B= stigmatic setae; C= spiracular disc-pores; D= ventral microducts; E= tarsal segment; F=
tarsal digitules; G= claw digitules; H= ventral tubular ducts; [= pregenital disc pores; J= dorsal pores; k=
dorsal setae.
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Figure 5. Ceroplastes glomeratus Peronti 2008. Modified after Peronti ez al. (2008). Old adult female
(agglomerated form), where: A= antenna; B= ventral microducts; C= stigmatic setae; D= spiracular
disc-pores; E= tarsal segment; F= tarsal digitules; G= claw digitules; H= ventral tubular ducts; I= prege-
nital disc pores; J= dorsal pores; k= dorsal setae.
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Capitulo IIT — Analise filogenética da subfamilia Ceroplastinae,

baseada em segmentos de DNA mitocondrial e nuclear

“A classificacdo por descendéncia ndo pode ser inventada
por bidlogos, ela pode apenas ser descoberta”
Theodosius Dobzansky

TFormatado nas normas da revista Molecular Ecology
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Resumo. Ceroplastinae (Coccidae) engloba as cochonilhas que produzem uma espessa
carapaca de cera que recobre a superficie dorsal da fémea adulta. Apesar de ser considerado
um grupo monofilético, as relagdes evolutivas entre as espécies dessa subfamilia ainda sdao
controversas. Este estudo discute as relagdes filogenéticas, com base nas analises Bayesiana e
de maxima verossimilhanca, dos dados agrupados de 493 pares de bases do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade I (COI) e 311 pares de bases do fragmento D2 do gene nuclear
28S de 24 espécies de Ceroplastinae, juntamente com cinco espécies escolhidas como grupo
externo. Os resultados obtidos foram comparados com os agrupamentos formados a partir de
observagoes dos caracteres morfoldgicos da fémea adulta e padrao da cera secretada pelos
imaturos. As espécies de Ceroplastinae amostradas formaram um grupo monofilético
subdividido em trés grupos menores com possiveis origens nas regioes Paleartica/Oriental,

Afrotropical e Neotropical.

Palavras-chave: cochonilha cerosa, Ceroplastes, 28S, COI

Abstract — Ceroplastinae (Coccidae) includes the scale insects that produce a thick waxy test
that cover the whole of the dorsum of the adult female. Although considered a monophyletic
group, the evolutionary relationships between species this subfamily are still controversial.
This study discusses the phylogenetic relationships based on Bayesian and maximum
likelihood analysis of grouped data from 493 base pairs of the mitochondrial gene cytochrome
oxidase subunit I (COI) and 311 base pairs of D2 fragment of the nuclear gene 28S of 24
Ceroplastinae species, together with five species as outgroups. The results were compared
with the groups formed from observations of morphological characteristics of adult female
and pattern of wax secreted by immature. The Ceroplastinae species formed a monophyletic
group subdivided into three smaller groups with possible origins in regions

Palearctic/Oriental, Afrotropical and Neotropical.
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Key-words: wax scale, Ceroplastes, 28S, COI

Introduciao
Ceroplastinae ¢ a segunda subfamilia mais especiosa de Coccidae, com 155 espécies
descritas em todo o mundo (Garcia et al. 2016). O nome comum, cochonilha cerosa, deriva da

secrecao de espessa camada de cera que recobre a regido dorsal das fémeas adultas.

Assim como todas as cochonilhas, os Ceroplastinae sdo insetos pequenos, sugadores

de seiva, com muitas espécies pragas de plantas frutiferas e ornamentais (Peronti ef al. 2008).

Essa subfamilia tem ampla distribuicdo com registros para quase todas as regioes
zoogeograficas, entretanto, o maior numero de espécies ocorre nas regides Neotropical e

Afrotropical, com aproximadamente 77 e 58 espécies, respectivamente (Garcia et al. 2016).

Atualmente, todas as espécies de Ceroplastinae estdo distribuidas em apenas dois
géneros: Ceroplastes Gray, abrigando 145 espécies, e Waxiella De Lotto, com 10 espécies

restritas a regido Afrotropical (Hodgson & Peronti 2012; Garcia ef al. 2016).

O “status” da maioria dos géneros desta subfamilia ¢ controverso. Desde o
estabelecimento do género Ceroplastes por Gray em 1828, outros nove géneros foram
propostos para esta subfamilia: Columnea Targioni Tozzetti, Vinsonia Signoret, Gascardia
Targioni Tozzetti, Ceroplastidia Cockerell, Ceroplastina Cockerell, Baccacoccus Brain,
Cerostegia De Lotto, Waxiella e Paracerostegia Tang. Columnea, Ceroplastina e
Baccacoccus foram reconhecidos como sindnimos de Ceroplastes pela maioria dos autores
(De Lotto 1965; Gimpel et al. 1974; Ben-Dov 1993), restando duvidas em relagdo aos outros

géneros.
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Entretanto, Qin & Gullan (1995) fizeram uma andlise cladistica para esta subfamilia
utilizando caracteres das fémeas adultas de 83 espécies, representantes dos sete géneros ainda
existentes, e demonstraram que todas as espécies de cochonilhas cerosas formavam um grupo
monofilético, com isso, todos os géneros testados deveriam ser tratados como sinonimos de

Ceroplastes.

Peronti et al. (2008) revisando as espécies de Ceroplastinae do estado de Sao Paulo,
Brasil também incluiram todas as espécies estudadas no género Ceroplastes. Além disso,
esses autores observaram que as espécies estudadas poderiam ser agrupadas principalmente
através de diferencas na estrutura, frequéncia e distribui¢ao dos poros dorsais secretores de
cera da fémea adulta. Da mesma forma, Hodgson & Peronti (2012) revisando os
Ceroplastinae da regido Afrotropical, observaram a formag¢ao de 19 grupos distintos, além de
reconhecerem Waxiella como um género valido. Outros grupos também foram observados e
caracterizados no Brasil, por Rosa et al. (2016), que estudaram dez espécies distribuidas no
Brasil, principalmente no estado de Sao Paulo, sendo sete endémicas para a regido
Neotropical. Esses autores dividiram as espécies estudadas em trés grupos diferentes,
levando-se em consideracdo o padrdo e tipo de cera secretada pelas ninfas de primeiro instar.
Eles observaram que todas as ninfas produzem uma carapaca de cera vitrea recobrindo o
corpo da ninfa. O primeiro grupo (Grupo I), produz também filamentos submarginais e
dorsais de cera seca; o segundo grupo (Grupo II) ndo produz qualquer tipo de filamento ou
expansdo de cera; e o terceiro grupo (Grupo III), possui caracteristicas intermediarias aos dois
grupos anteriores, com filamentos de cera seca ausentes, mas com prolongamentos da cera
vitrea com formato e localizacdo semelhantes aos filamentos de cera seca presentes no Grupo

I (Fig. 1).
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Para tentar elucidar as relagdes entre as espécies de cochonilhas cerosas, Hodgson &
Peronti (2012) sugeriram a utilizagdo de métodos moleculares. Esta ferramenta tem sido
eficaz para resolver as relagdes de parentesco entre familias de coccoideos ou géneros e
espécies de diferentes familias (Cook et al. 2002; Downie & Gullan 2004; Morse & Normark

2006; Gullan et al. 2010).

A filogenia de um grupo ¢ a base para qualquer estudo que vise entender sua
distribuicdo geografica, suas relagdes com as plantas hospedeiras e com seus inimigos
naturais, e as técnicas moleculares podem auxiliar na compreensdo das relagdes entre as
espécies. O objetivo deste trabalho ¢ reconstruir uma pequena parte da historia evolutiva da
subfamilia Ceroplastinae utilizando sequéncias de DNA de genes nucleares e mitocondriais,
testando, principalmente, os agrupamentos propostos por Rosa et al. (2016) para espécies que

ocorrem no estado de Sdo Paulo.

Materiais e métodos

Extracao, PCR e sequenciamento

Para a extracdo do DNA foram utilizados dois espécimes de cada amostra (Tabela 1).
O processo seguiu o método proposto por de Gilbert et al. (2007) com algumas modificagdes
realizadas por Dossi et al. (2014). O exoesqueleto de cada individuo que teve seu DNA
extraido foi posteriormente montado em ldmina permanente, seguindo a metodologia de

Granara de Willink (1989), para permitir a identificagdo e fornecer espécimes-voucher.

Os vouchers foram identificados utilizando as chaves de identificagdo de Peronti et al.
(2008) e Hodgson & Peronti (2012) e, estdo depositados na Colecdo Entomoldgica do
Laboratério de Entomologia Econdmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva

da Universidade Federal de Sdo Carlos.
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Produtos da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram gerados para o gene
mitocondrial, citocromo oxidase I (COI) e para o fragmento da regido D2 do gene da grande
subunidade (28S) do DNA ribossomal. Os “primers” utilizados para amplificacdo e
sequenciamento foram: C1-1554F (5’-CAGGAATAATAGGAACATCAATAAG-3) e Cl-
2342R (5’- ATCAATGTCTAATCCGATAGTAAATA-3’) (Deng et al. 2012) para COI; D2-
3566F (5’TGCAGCTCTAAGTTGGTGGT-3") e D2-4068R (5°-
TTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG- 3°) (Campbell et al. 1993) para o segmento D2 do
rDNA (28S). Cada PCR foi processada utilizando 1 pL de DNA total, 5 pL 5x Green
Reaction Buffer, 1,5mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM de cada “primer”, 1 unidade de Tag-
DNA polimerase, para um volume final de 25 pL. As condi¢des de amplificagao para COI e
D2 (28S) foram: uma fase inicial de 3 min a 95 °C, seguida por 35 ciclos de 30s a 94 'C, 50s a
52 °C e 1 min a 72 'C, seguidos de um turno final de extensio de 10 min a 72 C. Para
visualizacdo dos “amplicons” foi utilizada eletroforese em gel, com gel de agarose 1%, TAE
“buffer” com brometo de etidio e voltagem constante (100V). Os “amplicons” foram

observados através de um transiluminador.

O material resultante do processo de amplificagdo foi purificado seguindo o método de
precipitagdo com etanol a 80% (Davis et al. 1994) para os fragmentos de COI e utilizando o
kit ExoSAP (Fermentas), seguindo as recomendacdes do fabricante, para o fragmento D2 da
estrutura secundaria 28S do rDNA. Todas as amostras foram sequenciadas bidirecionalmente

pelo “Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH-USP)” (http:// genoma.ib.usp.bt/).

Analises das sequéncias
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As sequéncias de 28 amostras referentes a 19 espécies de Ceroplastinae (com trés
dessas espécies sendo representadas por mais de uma amostra de coleta) foram editadas

utilizando o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA).

Sequéncias de outras espécies de Ceroplastes como, C. ceriferus (Fabricius), C.
floridensis Comstock, C. japonicus Green, C. kunmingensis (Tang & Xie), C. pseudoceriferus
Green, C. rubens Maskell, C. rusci (Linnaeus), C. stellifer (Westwood), bem como dos
coccideos incluidos como grupo externo, Coccus formicarii (Green), Coccus longulus
(Douglas), Didesmococcus koreanus Borchsenius, S. coffeae (Walker) e Saissetia oleae
(Olivier) foram obtidas do GenBank (ncbi.nlm.nih.gov) e adicionadas as analises. Ceroplastes
floridensis e C. stellifer também estdo incluidas entre as espécies sequenciadas neste trabalho.
Essas, e as demais espécies analisadas no decorrer desse trabalho sdo indicadas na Tabela 1,
juntamente com os numeros de acesso do GenBank, numeros das amostras e informagdes de

coleta.

Todas as sequéncias foram alinhadas utilizando Mafft version 7 (Katoh & Standley,
2013). O alinhamento obtido para o fragmento D2 da subunidade 28S do rDNA foi inserido
no programa Gblocks v.0.91b (Castresana 2000, Talavera & Castresana 2007), para remover

as regides com multiplos gaps e de duvidosa homologia.

A matriz de distancia foi calculada utilizando as sequéncias obtidas para o fragmento
D2 da subunidade 28S do rDNA associada ao fragmento COI, no programa Mega 6.0
(Tamura et al. 2013) e, aplicando o modelo de distancia Kimura 2 Pardmetros (K2P) (Kimura

1980).

Reconstrucio filogenética
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Foi executada uma andlise particionada de inferéncia Bayesiana utilizando o Método
de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC) com o programa MrBayes versao 3.1.2
(Ronquist & Huelsenbeck 2003). Inicialmente, para esta analise, foi utilizado PartitionFinder
v.1.1.0 (Lanfear et al. 2012) para escolher a melhor maneira de particao dos dados e o modelo
de substituicdo mais adequado para cada parti¢do. Assim, foram aplicados os modelos de
substitui¢ao nucleotidica K81uf+G, TrN+I+G, HKY+I+G para a 1%, 2* e 3* posi¢des do
codon, respectivamente, do gene mitocondrial (COI) e o modelo TrN+I+G para todo
fragmento D2 (28S). A arvore de consenso baseada na inferéncia Bayesiana foi gerada apds

20.000.000 de geragoes.

Para a reconstrugdo filogenética utilizando o método probabilistico de Méaxima
Verossimilhanga (ML) foi utilizada a mesma particdo dos dados indicada pelo PartitionFinder
v.1.1.0 (Lanfear et al. 2012), como descrito anteriormente, mas o modelo de evolucao
aplicado foi o GTR+CAT no programa RaxML v. 8.1.24 (Stamatakis 2006), utilizando 1000
réplicas na andlise de bootstrap. A arvore de consenso foi visualizada e formatada utilizando

o software FigTree v1.4.2 (Rambaut 2008).

Resultados e discussao
O alinhamento final das sequéncias resultou em 804 caracteres, dos quais 493 foram
dos dados do COI e 311 foram do 28S, sendo que a quantidade de sitios informativos foi de

144 e 84, respectivamente.

Os valores de divergéncia apresentados entre os exemplares analisados sdo mostrados
na Figura 2. Entre as espécies de Ceroplastinae a divergéncia variou de 3,6%, entre C.
ceriferus e C. pseudoceriferus, a 18,4%, entre C. eugeniae Hall e Ceroplastes sp. 2. A menor

divergéncia entre os Ceroplastinae e as espécies do grupo externo utilizado foi de apenas
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13,3% e ocorreu entre C. eugeniae e Coccus longulus, enquanto que a maior divergéncia foi

de 23,2% entre C. formicarius Hempel e Didesmococcus koreanus.

As espécies C. floridensis e C. stellifer coletados no Brasil, que tiveram suas
sequéncias comparadas com exemplares das mesmas espécies provenientes da China (Deng et
al. 2012; Wang et al. 2015), apresentaram uma divergéncia intra-especifica de 0,4% e 1,5%,
respectivamente. Curiosamente, a divergéncia apresentada por C. eugeniae Hall (coletado no
Brasil) e C. rusci, coletado na China e sequenciado por Wang et al. (2015), mostraram uma
divergéncia de apenas 0,9%, indicando que s@o a mesma espécie (Fig. 2). De acordo com
Hodgson & Peronti (2012), as diferengas entre C. rusci, C. eucleae Brain, C. eugeniae, C.
tenuitectus Green e C. toddaliae Hall sdo muito sutis, mas, de acordo com os autores, a
espécie C. rusci sensu stricto estaria restrita a regido Mediterranea e norte da Africa, portanto,
para confirma¢do da identificagdo, seria necessdrio realizar o sequenciamento genético de

espécimes de C. rusci provenientes daquela regiao.

A arvore de maxima verossimilhanca (ML) e de inferéncia Bayesiana, com seus
respectivos valores de bootstrap e probabilidade (representados em cada nd), que foram
reconstruidas a partir da analise dos dados combinados, estdo representadas nas Figuras 3 e 4,
respectivamente. As duas arvores demonstraram que as espécies de Ceroplastinae formam um
grupo monofilético, como indicado pelo clado a. A monofilia para essa subfamilia j& havia
sido demonstrada por Qin & Gullan (1995) através de analise cladistica realizada com base

nos caracteres morfologicos de fémeas adultas de 83 espécies dessa subfamilia.

O clado a agrupa o clado b, constituido pelas espécies C. kunmingensis, C. japonicus,
C. floridensis, C. ceriferus, C. pseudoceriferus e C. rubens, ¢ o clado ¢, com as demais

espécies: C. eugeniae/C. rusci, C. stellifer,C. lucidus Hempel, C. quadratus Green, C.
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janeirensis Gray, C. formicarius, C. cassiae (Chavannes), C. glomeratus Peronti, C. iheringi
Cockerell, C. mosquerai (Mosquera), C. sinensis Del Guercio, Ceroplastes sp. 1, C.
cirripediformis Comstock, C. flosculoides Matile-Ferrero, Ceroplastes sp. 2, Ceroplastes sp.

3, Ceroplastes sp. 4, C. diospyros Hempel.

Dentre as seis espécies que constituem o clado b, foi possivel observar dois
agrupamentos que incluem espécies mais amplamente distribuidas nas regides Australiana,
Oriental e Paleartica: Ceroplastes kunmingensis, C. japonicus e C. floridensis (representadas
no clado e); e C. ceriferus e C. pseudoceriferus (representadas no clado f). Associado a esses
dois ramos, C. rubens aparece como grupo irmao de ambos. Hodgson & Peronti (2012), com
base nos estudos dos caracteres morfoldgicos das fémeas adultas, incluiram as espécies aqui
subdivididas nos clados “e” e “f’ em grupos denominados “C. floridensis” e “C. ceriferus”,
respectivamente. Ceroplastes rubens foi incluida no grupo “C. rubens”, por esses mesmos
autores, juntamente com C. reunionensis Ben-Dov & Matile Ferrero. As espécies dos grupos
“C. floridensis™ e “C. ceriferus” se assemelham morfologicamente por possuirem a area clara
médio-dorsal pequena ou ausente, fazendo com que o nucleo dorsal seja deslocado para tras
ou lateralmente, devido a produgdo de cera extra nesta regido. Entretanto, os representantes do
grupo “C. floridensis” diferenciam-se por apresentar 7 areas claras na regido dorsal do corpo
(11 no grupo “C. ceriferus”) e uma banda de dutos tubulares na regido submarginal ventral,
ausentes no grupo“C. ceriferus”. Ceroplastes rubens difere dos grupos anteriores
principalmente por apresentar oito areas claras, incluindo a média-dorsal, que nessa espécie,

assim como na maioria dos Ceroplastinae ¢ bem desenvolvida.

De acordo com os agrupamentos propostos por Rosa et al. (2016), com base no
padrao e tipo de cera produzida pelas ninfas de primeiro instar, C. floridensis forma um

grupo, juntamente com C. cirripediformis, C. formicarius, C. grandis Hempel e C. stellifer, as
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quais tém ninfas que produzem uma fina camada de cera vitrea cobrindo o dorso, mas que
também secretam filamentos centrais e submarginais de cera seca, denominado pelos autores
como “Grupo I” (exemplo na Figura 4A). Esse tipo de cera foi também observado em C.
rubens (Kuwana 1923), C. pseudoceriferus (Kawai and Tamaki 1967), C. ceriferus e C.
Jjaponicus (Xie & Xue 2005). Apesar do padrao de cera das ninfas de C. kunmingensis ser
desconhecido, esta espécie provavelmente pertence a esse grupo I, pois microscopicamente se

aproxima muito a C. floridensis.

O clado ¢ ¢ subdividido nos clados g e h. No clado g, observa-se que C.
eugeniae/rusci esta mais proxima a C. stellifer do que das demais espécies. Conforme
Hodgson & Peronti (2012), tanto C. rusci quanto C. eugeniae, fazem parte do grupo “C.
rusci”’, o qual ¢ um grande grupo Afrotropical constituido por 14 espécies que se caracterizam
principalmente por produzirem cera que formam 9 placas (sendo 7 na maioria dos
Ceroplastinae) e microdutos loculados do tipo-rusci, carcteres exclusivos do grupo; C.
stellifer, forma sozinha o grupo “C. stellifer”. Quanto aos agrupamentos propostos por Rosa et
al.(2016), C. rusci e C. stellifer possuem ninfas produtoras de filamentos submarginais e
dorsais de cera seca, também fazem parte do Grupo I (Silvestri & Martelli 1908; Rosa et al.

2016), assim como as demais espécies acima mencionadas.

O clado h inclui as espécies cuja maioria tem distribui¢ao restrita a América do Sul
(Tabela 1). Neste clado, pequenas diferencas foram observadas entre as arvores geradas pela
analise de maxima verossimilhanca (ML) e a de inferéncia Bayesiana. A andlise de ML
agrupou C. janeirensis com C. cassiae € estas com C. quadratus e C. lucidus, formando um
grupo irmao de C. formicarius (clado i, Fig 2). A inferéncia Bayesiana também agrupou C.
quadratus com C. lucidus, mas neste caso, C. janeirensis ficou mais proxima de C.

formicarius (clado i, Fig 3) do que de C. cassiae, e esta, ocupou posicao de grupo irmao das
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outras espécies (clado j, Fig 3). Os demais agrupamentos foram semelhantes nas duas arvores.
Ceroplastes sinensis mais proxima de C. mosquerai ¢ estas junto com Ceroplastes sp. 1
(visualizado no clado p), formam grupo irmdo de C. iheringi (clado m). Enquanto que C.
cirripediformis forma grupo irmao de C. flosculoides, Ceroplastes sp. 2, Ceroplastes sp. 3,
Ceroplastes sp. 4 e C. diospyros (clado n). Os resultados indicaram Ceroplastes glomeratus

como grupo irmao de todas as espécies do clado 1, o qual inclui os clados m e n.

Entre as duas arvores obtidas (Figs 2 e 3), aquela relativa a analise de méxima
verossimilhanga foi a que mais se aproximou dos agrupamentos propostos por Rosa et al.
(2016), com base no tipo de cera produzida pelas ninfas de primeiro instar. Esses autores
agruparam C. janeirensis, cuja morfologia dos imaturos foi estudada por Rosa, et al. (2011),
com C. lucidus e C. formosus Hempel no Grupo II. Eles observaram que essas espécies
produzem um padrdo de cera exclusivo, conhecido apenas para algumas espécies da regido
Neotropical. As ninfas dessas espécies ndo produzem qualquer prolongamento ou filamento
de cera, sendo apenas cobertas por uma carapaga de cera vitrea (exemplo na Figura 1B).
Embora a morfologia das ninfas de C. quadratus e C. cassiae ndo tenha sido descrita, o
padrdo de cera secretado por essas espécies deve ter o mesmo padrao das espécies acima
mencionadas. Essa interpretacdo da ninfa através da forma adulta ¢ possivel, pois, de acordo
com as observagdes do desenvolvimento da cera, por Rosa et al. (2016), a carapaga vitrea
produzida pelas ninfas de primeiro e segundo instar, forma o nucleo médio-dorsal das ninfas
de terceiro instar e dos adultos, enquanto que os nucleos laterais ndo sdo preenchidos por cera
(exemplo na Figura 5B). Peronti et al. (2008) também agruparam C. janeirensis com C.
cassiae € C. quadratus com C. lucidus, baseados na morfologia da fémea adulta. Ceroplastes

formicarius, também estudada por Rosa ef al. (2016) foi incluida no Grupo I, entretanto, os
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autores observaram que essa espécie difere das outras deste grupo por secretar cera vitrea

mais evidente e os filamentos de cera seca menos desenvolvidos do que nas demais espécies.

Ceroplastes sinensis, C. mosquerai ¢ Ceroplastes sp. 1, reunidas no clado p, também
fazem parte do Grupo I. Embora ndo se conhece as ninfas dessas espécies, os filamentos de
cera seca no interior dos nucleos dorsal e laterais dos adultos sdo evidéncias da presenca de
tais filamentos nos imaturos (exemplo na figura 5A). Ceroplastes iheringi, que aparece como
grupo irmao dessas espécies, pertence ao Grupo III ou intermedidrio, como classificado por
Rosa et al. (2016), sendo as ninfas cobertas com cera vitrea e prolongamentos submarginais
do mesmo tipo de cera (exemplo na figura 1C). O adulto desse grupo possui os nucleos dorsal
e laterais preenchidos com a cera produzida pelas primeiras ninfas (exemplo na figura 5C).
Ceroplastes flosculoides, Ceroplastes sp. 2, Ceroplastes sp. 3, Ceroplastes sp. 4 e C.
diospyros (clado o) também apresentam as caracteristicas do Grupo III, mas C.

cirripediformis que aparece como grupo irmao dessas espécies pertence ao Grupo 1.

Ceroplastes glomeratus, que apareceu isolada, formando um grupo irmao de todo
clado 1, também pertence ao grupo III, pois o adulto apresenta os nucleos dorsal e laterais
preenchidos pela carapaca vitrea e prolongamentos submarginais, como pode ser observado

na Figura 5C.

Dentre os agrupamentos propostos por Rosa et al. (2016), provavelmente o Grupo II,
seja o unico monofilético, considerando-se somente a andlise de maxima verossimilhanga.
Rosa et al. (2016) sugerem que o Grupo II, com espécies restritas a regido Neotropical, seja

mais recente do que os Grupos I e Il , que inclui representantes de outras regides geograficas.

A distribuicdo das espécies por regides de origem foram evidenciadas por ambas

analises, ML e Bayesiana. As espécies agrupadas no clado b, de origem controversa, ¢
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constituido por espécies polifagas e amplamente distribuidas por quase todo o globo, como C.
floridensis, C. ceriferus e C. rubens. Comstock (1881) e Gimpel et al. (1974) relacionaram a
regido Neartica como sendo o centro de origem de C. floridensis, mas Cockerell (1895) e
Tang (1991) sugeriram que essa espécie deve ter se originado na regido Oriental. Quanto a C.
ceriferus, Gimpel et al. (1974) consideraram ser nativa da Asia, enquanto que Qin et al.
(1994) hipotetizaram que essa espécie deveria ter se originado na regido Neotropical.
Ceroplastes rubens, de acordo com Craw (1896), parece ser da regido Oriental, mas Qin et al.
(1994) acreditam que ela deve ter se originado na regido Afrotropical. Entretanto devido a
proximidade apresentada por essas espécies em nivel molecular, bem como dos cararacteres
microscopicos acima mencionados, provavelmente tenham se originado na mesma regido,
sendo aqui sugerida a Oriental, pois algumas espécies do grupo como C. pseudoceriferus e C.
kunmingensis tem distribuicao restrita a regiao Oriental e C. japonicus nas regidoes Oriental e

Paleartica.

Ceroplastes eugeniae /rusci, de acordo com Hodgson & Peronti (2012), ¢ de origem
Afrotropical e C. stellifer provavelmente tenha mesma origem devido a sua proximidade com

essa espécie, fortemente suportada na analise molecular (Figs 2 e 3).

O clado h ¢ constituido por espécies Neotropicais, sendo 14 restritas a essa regiao.
Ceroplastes cirripediformis e C. sinensis, embora amplamente distribuidas, ja haviam sido
mencionadas como sendo nativas dessa regido por Gimpel et al. (1974) e Qin & Gullan

(1995), respectivamente.

Visto que as andlises moleculares mostraram-se eficientes para testar agrupamentos

previamente propostos para os Ceroplastinae, os estudos deveriam ser ampliados utilizando-se
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dados moleculares de um ntimero maior de espécies, com representantes de todas as regides

zoogeograficas, além de acrescentar outros genes as analises.
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Tabela 1. Espécimes de Ceroplastinae e dos taxa de grupo externo, dos quais o0 DNA foi extraido.

Espécie

N° da amostra ou
n° de acesso no

GenBank

Hospedeiro

Procedéncia

Distribuicio geografica

C. cassiae (Chavannes)

60

Erythroxylum sp. (Erythroxylaceae)

Porto Ferreira, Sdo Paulo,

Brasil

Neotropical (restrita a Brasil)

C. ceriferus (Fabricius)

JQ795622.1 (COI)
JQ795578.1 (28S)

China (Deng et al. 2012)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

C. cirripediformis 03 Tabebuia sp. (Bignoniaceae) Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical, Oriental, Neartica,

Comstock Paleartica e Australiana

C. diospyros Hempel 01 Diospyros kaki (Ebenaceae) Louveira, Sdo Paulo, Brasil Neotropical (restrita a Brasil)

C. eugeniae Hall 18 Annonaceae Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical, Oriental, Afrotropical,
Neartica, Australiana e Paleartica

C. floridensis Comstock 89 Schefflera arboricola (Araliaceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

C. floridensis JQ795652.1 (COI) China (Deng et al. 2012) Neotropical, Oriental, Afrotropical,
JQ795575.1 (28S) Neartica, Australiana e Paleartica
C. flosculoides Matile- 47 Rubiaceae Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil e Peru)
Ferrero
C. flosculoides 54 Rubiaceae Porto Ferreira, Sdo Paulo, Neotropical (restrita a Brasil e Peru)
Brasil
C. flosculoides 57 Mpyrcia lingua (Myrtaceae) Porto Ferreira, Sdo Paulo, Neotropical (restrita a Brasil e Peru)

Brasil




C. flosculoides 92 Psidium guajava (Myrtaceae) Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil e Peru)

C. formicarius Hempel 04 Banisteriopsis Séo Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Argentina e
Oxyclada (Malpighiaceae) Brasil)

C. glomeratus Peronti 12 Inga sp. (Fabaceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)

C. iheringi Cockerell 10 Vernonia sp. (Asteraceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)

C. janeirensis Gray 53 01 (13/03/2013) Luis Antonio, Sao Paulo, Neotropical (restrita a Argentina, Brasil e

Brasil

Colombia)

C. japonicus Green

7Q795649 .1 (COI)
JQ795602.1 (28S)

China (Deng et al. 2012)

Oriental e Paleartica

C. kunmingensis (Tang et

Xie)

JQ795701.1 (COI)
JQ795590.1 (28S)

China (Deng et al. 2012)

Oriental

C. lucidus Hempel 90 Asteraceae Tambau, Sao Paulo, Brasil Neotropical (restrita a Argentina, Brasil e
Uruguai)
C. mosquerai (Mosquera) 74 Schinus terebinthifolius Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil e Colombia)

(Anacardiaceae)

C. pseudoceriferus Green

JQ795693.1 (COI)
JQ795579.1 (28S)

China (Deng et al. 2012)

Oriental

C. quadratus Green

17

Leandra sp. (Melastomataceae)

Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil

Neotropical (restrita a Brasil)

C. rubens Maskell

JQ795663.1 (COI)
JQ795606.1 (28S)

China (Deng et al. 2012)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

C. rusci (Linnaeus)

KP189761.1 (COI)
KP189495.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

C. sinensis Del Guercio

70

Astronium graveolens

(Anacardiaceae)

Santa Rita do Passa Quatro,

Sdo Paulo, Brasil

Neotropical, Oriental, Neartica,

Paleartica e Australiana
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C. stellifer (Westwood)

87

Schefflera arboricola (Araliaceae)

Santos, Sdo Paulo, Brasil

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

C. stellifer

KP189766.1 (COI)
KP189501.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

Ceroplastes sp.1 05 Meliaceae Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.1 16 Meliaceae Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.1 36 Trichilia sp. (Meliacea) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.1 94 Miconia sp. (Melastomataceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.2 34 Tabebuia sp. (Bignoniaceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.2 45 Myrciaria sp. (Myrtaceae) Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.2 50 Myrtaceae Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.2 51 Eugenia sp. (Myrtaceae) Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.3 66 Schinus molle (Anacardiaceac) Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil | Neotropical (restrita a Brasil)
Ceroplastes sp.4 106 Schinus molle (Anacardiaceac) Rio Claro, Sao Paulo, Brasil Neotropical (restrita a Brasil)

Coccus formicarii (Green)

JX853903.1 (COI)
JX866689.1 (28S)

Taiwan (Lin et al. 2013)

Oriental, Afrotropical, Australiana e

Paleartica

Coccus longulus

(Douglas)

KP189796.1 (COI)
KP189530.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

Didesmococcus koreanus

Borchsenius

KP189908.1 (COI)
KP189647.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Paleartica

S. coffeae (Walker)

KP189788.1 (COI)
KP189522.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

Saissetia oleae (Olivier)

KP189783.1 (COI)
KP189517.1 (28S)

China (Wang et al. 2015)

Neotropical, Oriental, Afrotropical,

Neartica, Australiana e Paleartica

110



Fig. 1 Representantes dos agrupamentos propostos por Rosa et al. (2012) para espécies
da subfamilia Ceroplastinae, baseados no tipo ¢ formato da cera secretada pelas ninfas
de primeiro instar. A: Grupo 1. Ceroplastes cirripediformis Comstock: com filamentos
dorsais e submarginais de cera seca; B: Grupo II. C. lucidus Hempel: com cera vitrea e
ndo apresenta qualquer filamento ou prolongamento de cera; C: Grupo II. C. iheringi
Cockerell: com cera vitrea dorsal e prolongamentos submarginais do mesmo tipo de
cera (Figura adaptada de Rosa et al. 2016).
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obtida a partir da jun¢do dos dados do fragmento D2 da subunidade 28S do rDNA e do
fragmento mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI), aplicando o modelo de distdncia Kimura 2 Pardmetros (K2P).
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Fig. 3 Arvore filogenética de 24 espécies de Ceroplastinae, baseada na maxima verossimilhanga (ML). Os valores de bootstrap estio
representados ao lado de cada n6. As espécies foram destacadas com cores diferentes, conforme os grupos propostos por Rosa et al.(2016).
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Fig. 4 Arvore filogenética de 24 espécies de Ceroplastinae, baseada na inferéncia Bayesiana. Os valores de probabilidade estdo representados ao
lado de cada nd. As espécies foram destacadas com cores diferentes, conforme os grupos propostos por Rosa et al.(2016).
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Fig. 5 Fémeas adultas representantes dos agrupamentos propostos por Rosa et al. (2012)
para espécies da subfamilia Ceroplastinae, onde: BE= banda estigméatica, ND= Nucleo
dorsal, NL=Nucleo lateral. A: Ceroplastes eugeniae Hall: com filamentos de cera seca
preenchendo os nucleos dorsal e laterais; B: C. quadratus Green: com carapaga de cera
vitrea preenchendo o nucleo dorsal e ntcleos laterais livres de filamentos ou
prolongamentos de cera vitrea; C: C. glomeratus Cockerell: com cera vitrea dorsal e
prolongamentos submarginais preenchendo os nucleos dorsal e laterais.
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Consideracoes finais

Neste trabalho, a andlise de polimorfismos do DNA, através do sequenciamento
de pequenos fragmentos, mostrou-se eficiente para auxiliar os estudos de taxonomia e
filogenia aqui desenvolvidos. A técnica foi fundamental para: (1) a confirmagao de
quatro novas espécies de Ceroplastinae, (2) auxiliar a comprovacao da existéncia de
polifenismo na espécie Ceroplastes glomeratus;(3) gerar hipdteses filogenéticas entre as

espécies da subfamilia Ceroplastinae examinadas.

Além disso, este estudo colaborou com a inclusdo de 16 novas sequéncias de
DNA, para espécies de Ceroplastinae, no banco de dados GenBank, ampliando as

informagdes para essa subfamilia.

Entretanto, apesar de muito eficiente, o estudo molecular deve ser utilizado
apenas como ferramenta complementar. Estudos sobre a morfologia, comportamento,
interagdes troficas, biologia e desenvolvimento de uma determinada espécie continuam

sendo fundamentais para sua identificacao, classificagdao ou estudos filogenéticos.
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