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PREFACIO

Na pesqguisa entomologica glicada aagricultura, o estudoda esolucéo dos bidtipos
ou ragas de dideos é de fundamental importancia. Compreender como surgem e ©mo Sao
ser mantidas as variagdes na capacidade de mlonizar e danificar os cultivos agricolas
permite estabelecer estratégias de antrole mais sustentaveis.

O capitulo 1 ca presente tese € uma tentativa de organizacdo conceitual, em que
ceatas terminoogias usadas na Entomologia Agricola sGo comparadas com concetos da
Taxonamia, Biologia Evolutiva e Genética de Popuagdes. O termo hidtipo € gresentado
na sua forma mais abrangente, que inclui os varios niveis de diferenciacé® genética eitre
popuagdes. No cegitulo 2 € feita a caracterizac® dos bidtipos do afideo Schizaphis
graminum (Rondani) por meio de marcadores RAPD, com 0 oljetivo de se obter um novo
método paraidentificac®. O reladonamento de simil aridades genéticas entre linhas clonais
de mesmo ou ¢ bidtipo dferente permitiu indicagges ©bre adivergéncia genética entre
caegorias que garentam uma definicd muito arbitréria. O capitulo 3teve wmo oljetivo a
observagdo da eisténcia de variagc@ genética deteddvel por RAPD em clones de S
graminum coletados em um mesmo locd. A hipdtese testada é se avariagd® genética
encontrada mudaria a longo dotempo. O capitulo 4 trata da variagdo genética por meio de
RAPD no afideo Metopol ophium dirhodum (Walker). Nesse caitulo, sdo estudados os dois
fatores poderiam ser resporsaveis pela variagdo encontrada: distancia geograficaou espécie
da planta hospedeira. Através de andlises estatisticas espedais, foi apurada a ontribui¢éo
de calaum dos fatores para avariagdo genética. Como segmento ao capitulo 4, ocapitulo 5
tratou e uma investigacdo mais profunda sobre o significado da diferenciaciio genética

encontrada en M. dirhodum. A forte associagdo encontrada entre um marcador RAPD e o
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hospedeiro de origem de letatornou recessario um estudo para quantificar a divergéncia
evolutiva entre essas popuagdes capturadas bre Avena e Triticum, que poderia tratar-se
de um cas0 de espedacd criptica Por meio de sequenciamento de parte do DNA
ribossomal, essa questéo foi esclareada.

No contexto gera deste trabaho, a diversidade genética das duas espécies de
afideos foi sempre reladonada cm as aternativas de plantas hospedeiras que estes dispde
na natureza. Como se trata de duas espédes introdwidas, a variabili dade nas popuagdes no
novo locd seria organizada pela selecdo natural. Soma-se ais®, a ocorréncia wmum de
mutagdes, principalmente @omos\micas, que podem gerar e, mesmo aumentar, as
diferengas genéticas entre popuagdes. O combate feito pa meio de inseticidas e o controle
biol 6gico implementado com sucess resultaram em uma intensa redugcdo popuadonal dos
afideos. Sob essa reducdo, efeitos de deriva tornam-se wmuns, 0 qe @ndw a uma
diferenciacéo genética.

Embora os afideos de cereais tenham uma distribuicdo mundal, certos fenémenas,
principamente aevolugéo de ragas, pock ser um evento restrito a dgumas regides. Dessa
forma, os afideos de cereais no Brasil apresentam-se @mo uma excdente oportunidade de

estudos nesse canpo.
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Capitulo 1: Caracterizacdo de Bidtipos em Insetos, com

Referéncia Especial aos Afideos
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Capitulo 1 Caracterizacdo de Bidtipos em Insetos, com Referéncia Espedal aos
Afideos

Resumo

A caaderizac® de hidtipos tem grande importéncia nas pesguisas aplicadas de
Entomologia. Entretanto, a designacdo hiGtipo engloba varios niveis de diferenciagéo
genética, que muitas vezes suscita dividas na taxonamia da espécie. As popuactes que
possuiem melhor adaptacd a um determinado haspedeiro sdo designadas como “racas
hospedeiro-espedalistas’ (host-races), sendo também incluidas no conceto de bidtipo. A
ocorréncia dessas ragcas pode ser observada pelos seguintes critérios. as popuagdes
discriminadas devem coexistir em um mesmo locd, posauindo um hospedeiro preferencial
e gresentando dferencas no fluxo génico em funcdo do hepedeiro. A existéncia de racas
hospedeiro-espedalistas tem sido investigada en um grande ndmero de insetos de
importancia agricola, principamente entre os afideos. Este grupo c insetos tem servido
como um organismo-modelo para estudcs que utilizam témicas de andlise de DNA, em
virtude da ocorréncia de dones (individuos com o mesmo genoma). Esses estudos tém
elucidado cs efeitos do acdmulo de mutagdes, as vantagens da reproducd sexual sobre a
assexual e os mecanismos de espedacéo simpétrica pela exploragdo diferencial de nichos.
Em termos praicos, o mehor entendimento do surgimento das ragas haspedeiro-
espedalistas pocke se @nstituir em vali oso instrumento para 0 manejo dcs afideos-praga via
resisténcia da planta hospedeira.

Palavras-Chave: Raca hospedeiro-especialistas, coevolugdo panta-inseto, pugoes,

resisténcia..
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Chapter 1. Biotype Characterization in Inseaswith Spedal Referenceto Aphids
Abstract

The daraderization d biotypes has great importance in applied Entomology researches.
However, the biotype designation covers svera levels of genetic differences that many
times leads doulds abou spedes taxonamy. Popuations that are better adapted to a
particular host are called “host-races’, and they are included within the biotype concept.
The occurrence of these races could be observed by the following criteria: discriminated
popuations must coexist in the same place they have a preferential host and present
differences in the gene flow due to the spedfic host. The existence of haost-races has been
investigated in alarge number of agricultural pests, mainly in aphids. Thisinsed group tes
been served as model-organisms in studies that use DNA analysis tedhniques, due to the
occurence of clones (individuals with same genome). These studies were amed to elucidate
the dfeds of mutations accumulation, advantages of sexual over assexual reproduction and
sympatric spedation d organisms by differential exploration d niches. In pradicd terms, a
better understanding of host-race evolution may be avaluable tod for aphid management
based on hat-plant resistance.

Key Words: Host-races, plant-insect coevolution, resistance
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1.1 Conceatodebidtipo

A caaderizac® de bidtipos em insetos tem grande importéncia nas
pesquisas aplicadas da Entomologia. A subjetividade de tal designacéo reflete, muitas
vezes, problemas taxondmicos. Uma busca na literatura entomologica revela éoundancia de
termos equivalentes a bi6tipo, tais como: ragcabiol 6gica raca ecol0gica, subespéde, espéde
criptica, raca hospedeiro-espedalista (host-race). De modo recente, o w0 de técnicas
moleallares para a andlise do DNA permitiu uma melhor compreensdo da variagéo
intraespedfica em insetos. Assm, muitas das caraderizagdes de bidtipos passaram a serem
entendidas como perte do processo de espedacéo (Bellows et al. 1998).

Diehl & Bush (1984 propdem que o termo hidtipo deve ser considerado como
denominac® genérica englobando vérios casos de diferenciac® entre popuagdes. Os
autores consideram a eisténcia de dnco categorias de bidtipo: 1. pdifenismos ndo
genéticos, 2. variacd® pdimorfica ou pdigénicaintrapopuadonal, 3. racas geogréficas, 4.
racas hospedeiro-especidistas e, 5. espécies. A Ultima cdegoria éincluida mmo hiétipo res
situagdes em que os taxonamistas ainda ndo reanhecem a cdegoria de nova espécie da
formavariante. Os demais casos < referem apenas a variages intraespedficas.

Os padlifenismos ocorrem quando um mesmo gendtipo prodwz diferentes fendtipos
sob efeito de dguma ondcdo ambiental. Padrdes de wlorac® exibidos conforme éoca
do ano e apresenca ou a auséncia de aas (como no caso dcs afideos) sdo exemplos de
pdlifenismos. Os pdimorfismos consistem de fendtipos distintos em uma popuacé livre
para intercruzar, sendo qie afregiéncia do fenétipo mais raro sgja tal que ndo pocssa ser
mantida por mutac@® rearrente, excedendo una freqiiéncia aéma de 1% (Futuyma 1992).
O pdimorfismo dferencia-se do pdifenismo pela descortinuidade fenctipica e por ser

produo de delos distintos. O caso de ragas geogréficas é referido por Mayr (1970) como
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sinonimia de subespéde, que sdo formas variantes delimitadas geograficamente e que
apresentam um certo nivel de isolamento reproduivo.

A cdegoriade bidtipo qLe necessta de uma aidadosa definicéo e observagéd® mais
detalhada de sua ocorréncia é a da ragahospedeiro-especialista pelo seu papel centra na
evolucéo e espedacd de organismos parasiticos (Diehl & Bush 1984 e pela importancia

gue tém na aividade agricola (Saxena & Barrion 1987.

1.2 Conceto de raca hospedeir o-espedalista

A primeira definicdo especialmente diredonada araca hospedeiro-espedalista foi
propacsta por Bush (1969, que adefiniu como popuagdes que demonstram preferéncia por
um hospedeiro que é diferente dos hospedeiros preferenciais de outras popuagdes da
mesma espéde. Racas hospedeiro-especialistas representam uma variagdo continua entre
formas que cruzam livremente para ajuelas que raramente trocam genes. O conceito mais
amplamente dtado para raca hospedeiro-especidista éo de Diehl & Bush (1984), que a
define mmo uma popuacdo parcidmente isolada de outras popuagdes de mesma espéde
em conseqiéncia da alaptacéo ao hospedeiro.

O surgimento de ragas hospedeiro-espeddistas € explicado po Futuyma &
Peterson (1985 pela diferenciagédo genética das popuagdes em consequéncia da
combinac® da selecdo natural, fluxo génico e deriva genética. Em diferentes
microambientes, recursos aimentares ou richos, a selecdo natural favorece um ou mais
alelos, aumentado suas freguéncias, o que promove a melhor adaptac@® ao recurso. A
principal causa da manutengéo das diferencas genéticas € o balanco do fluxo génico entre

popuagdes smpétricas (ocorrentes em uma mesma &ed). Nas popuacbes que usam
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reaursos alimentares diferentes hA um menor fluxo génico que entre popuagdes que usam o
mesmo reaurso alimentar.

Portanto, raca hospedeiro-especidista €é onsiderada @mo uma divisdo
infraespecifica na Biologia Evolutiva, mas ndo reconhecida @mo uma cdegoria de

clasgficagdo pela Taxonamia

1.3Critérios para deteazdo de racas hospedeir o-espedalista

Jaeike (1981 propGs que a definicdo de raca hospedeiro-especidista deveria
satisfazer uma série de critérios experimentais e observaveis. 1. popuagdes devem ser
simpatricas, 2. existéncia de significativa diferenciac@® genética sugerindo que o fluxo
génico entre a popuagdes raciais sa baixo; 3. 0s acaaamentos devem ocorrer proximo
ou no hapedeiro preferencial, sendo gque aescolha do haspedeiro deve ter base genética 4.
as diferencas ndo devem ser originadas osmente pela selec@® causada pelo haspedeiro sobre
uma Unica geracdo de individuos e 5. em confinamento conjunto, as diferencas entre &
popuagdes devem desaparecer. Se & diferencas persistirem em um certo nimero de
geragdes, as popuacdes devem ser consideradas como dferentes espédes e ndo ragas, nas
quais as diferencas sdo atribuidas exclusivamente a preferéncia por um hospedeiro no
ambiente natural.

Bush (1992 incorporou muito dcs critérios de Jaenike (1981) no seu estudo sobre a
formacao de raca haspedeiro-especidista e epeciacdo simpétrica en moscas-das-frutas do
género Rhagoletis (DipteraTephritidag. Adicionamente, este autor cita o critério da

compatibili dade reprodutiva do hbridointer-racia com o restante da popuacé.
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Para Drés & Mallet (2002 h& quatro critérios smples de detecgédo de rages
hospedeiro-espedalistas: 1. fidelidade a haospedeiro; 2. simpatria; 3. dferenciagéo
genética 4. existéncia de fluxo génico entre & popuagoes.

O surgimento de ragcas hospedeiro-espedalistas coadura @m a hipdtese da
espedacéo simpaétrica (Berlocher & Feder 2002, ousgja, ateoria que estabelece que novas
espédes podem surgir sem a necessdade de uma barreira fisica entre individucs de uma
popuaca®.

Um estudo & caos, nos quais ha uma razodvel experimentacd® que leva en conta
os critérios de estabeledmento de ragas hospedeiro-espedalistas (Jaenike 1981, Bush
1992, possbilitou a Drés & Mallet (2002) a definicéo de quatro situagdes de variagéo: 1.
Polimorfismo, 2. Raca hospedeiro-espedalista provavel, 3. Raca hospedeiro-espedalista
tipica, 4. Espéde aiptica Na primeira situacdo, estdo os casos em que a divergéncia
genética eitre & popuagdes que ocupam diferentes haospedeiros é insignificante ou
inexiste. Testes de preferéncia ede pardmetros biol égicos para aavaiac® da adaptacé ao
hospedeiro néo indicam diferencas entre & popuagdes. Na situacdo de provavels racas
hospedeiro-espedali stas, os casos tém em comum a asciagdo de dgumas frequéncias de
alelos com o haspedeiro. No entanto, faltam informagdes consistentes obre hibridagéo
inter-racia e sobre os valores de fluxo génico na natureza. Nos casos de ragas hospedeiro-
espedalistas tipicas, os critérios testados devem afastar a posshilidade do pdimorfismo
instédvel ou a eisténciade espécie criptica (Jaenike 1981,Bush 1993.

No caso de ocorréncia de mecanismos de isolamentos pré-copulatorios
(incompatibili dade de @pua entre individuos de popuagdes de diferentes hospedeiros) ou
pés-copuatérios (inviabilidade do Hbrido inter-radal), Drés & Mallet (2002 o definem

COmOo um caso de espédes cripticas asciadas ao haspedeiro.
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1.40Ocorréncia eimportancia de biétipos deinsetos na agicultura

A caegoria mais comum de bidtipos na agricultura éa das variagdes polimorficas
oriundes da selecd imposta por inseticidas ou por diferentes gendtipos de plantas
cultivadas (Diehl & Bush 1981). Como exemplo, Mayetola destructor (Say) (Diptera,
Ceddomiidag, a “mosca-hesdana”, apresenta dez bidtipos definidos por diferencas na
cgpacidade de danificar (viruléncia) e sobreviver em diferentes cultivares de trigo. A
viruléncia é controlada por genes recessvos ndo alélicos que interagem com 13 genes de
resisténcia em trigo (Diehl & Bush 1989. Dessa forma, a designacéo de bidtipas & mostra
muito arbitraria, pas as interagdes de genes de viruléncia com genes de resisténcia teriam
como resultado 8.192combinactes (2'%), que seria 0 nimero paosdvel de bidtipos. No
entanto, apenas quatro genes tém sido uili zados para aidentificac@ das bidtipos dentro de
programas de melhoramento de trigo visando resisténcia apraga. Isto resulta na distingéo
de 16 hdtipos (Gallun, 1977apud Diehl & Bus 1984).

Héa caos em que aocorréncia de biétipos de pragas agricolas ndo é mnseqiéncia da
selec® causada pelos métodos de ontrole. Sdo tipicos problemas de indefinicéo
taxondmica Como exemplo, a dgarrinha Nilaparvata lugens (Sta) (Hemiptera:
Delphaddae), pragado arroz na Asia, foi relatada narevisio de Diehl & Bush (1984) como
um caso de variagdo pdimoérfica Entretanto, para Drés & Malet (2002, a variagéo
paimorficanesta espéde eiste goenas entre 0s bidtipos ocorrentes em arroz. Demonstrou-
se que @& popuagdes de N. lugens de gramineas slvagens constituem uma outra espéde
(criptica), pas ndo se cruzam com aquelas de aroz (Claridge et al. 1985. Isolamento
reprodutivo também foi encontrado entre popuacdes de Spodoptera frugiperda J.E.Smith
de milho e aroz (Pashley et al. 1992. Na mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius), o

bidtipo B foi elevado a cdegoria de espéde, denominada Bemisia argentifolii Bellows &
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Perring, 1994 (Bellows et al. 1999. Martinez et al. (2000 demonstraram que &
popdagdes de B. tabaci que mlonizam mandioca sdo dstintas geneticamente das
popuagdes dos bidtipos A e B em simpatria, 0 que levou s autores a postularem a
existéncia de um bidtipo ainda ndo-descrito. Abdulahi et al. (2003 afirmam que, na
Africa, as popuagdes de B. tabaci em mandiocatambém sio geneticamente muito distintas
das popuagdes oriundas de outros hospedeiros.

A relagdo entre planta hospedeira e distribuicéo espada de bidtipos também tem
sido avo de estudcs. Em Ostrinia nubilalis Huebner (Lepidoptera: Pyralidag a broca
européia-do-milho, foram descritas formas variantes associadas a distribuicéo geogréfica
Estas formas apresentam diferengas morfomeétricas e el 6gicas que, aparentemente, seriam
classficadas como pdifenismo (Diehl & Bush 1981). Entretanto, Bourguet et al. (2003,
empregando marcadores moleculares baseados em seqiéncias microssatélites de DNA,
encontraram um baixo fluxo génico entre popuagdes de milho com popuagies de outros
hospedeiros slvagens, em um mesmo locd. Ese fato é mntrastante com o ato fluxo
génico encontrado entre popuagdes de diferentes localidades que utilizam o milho como
hospedeiro, sugerindo uma diferenciag&o causada pela planta. Em outros casos, a variagéo
na utili zacd® do hapedeiro pock ser conseqiiéncia de uma grande distribuicdo geogréfica
como a que ocorre @m O besouro-colorado-da-batata, Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera, Chrysomelidae). Ess inseto uiliza mais freqlientemente uma determinada
espéde de planta ean uma regido em razéo de sua maior aburdancia endo pela alaptac®
preferencia (Diehl & Bush 1981).

O conhedmento da existéncia de biétipos em insetos de importancia agricola é
fundamental para 0 manejo integrado ce pragas. Para evitar que haja dtas infestagdes de

pragas em lavouras, reamenda-se destruir hospedeiros aternativos (Gallo et al. 2003. Em
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alguns casos, tal prética pode ser dispensada, pads é posdvel que apopuacédo que estd
infestando uma espécie de planta, ndo possainfestar a outra.

Também, a ocorréncia da interacdo gene-a-gene (gene de viruléncia do parasita-
gene de resisténcia do hapedeiro) constitui uma informag& bésica para 0 melhoramento

de plantas visandoresisténcia & pragas.

1.5 Ciclo devida e ocorréncia de biétipos em Aphididae

Considera-se que @rtas caracteristicas particulares do ciclo de vida dos afideos
contribuem para aevolucéo de bidtipos nesse grupo e insetos (Futuyma & Peterson 1985,
Saxena & Barrion 1987. O ciclo de vida dos afideos (pulgdes) pode incluir geragdes
sexuais e partenogenéticas, com alternancia obrigatoria entre plantas hospedeiras de taxons
ndo relacionados. Fatores ambientais, como o fotoperiodo e atemperatura, exercem grande
influéncia sobre o ciclo vital de espédes que tenham uma anpla distribui¢éo geogréfica O
ciclo de vida mais comum em regides temperadas é o hdociclo, ond ocorre aproducéo de
machos e de fémeas oviparas em determinadas épocas do ano e, em outras, somente fémeas
viviparas partenogenéticas. A alternancia de hospedeiros € uma caraderistica especialmente
marcante dos afideos, dentre os insetos. Quando existe dternancia de desenvolvimento do
afideo entre um haspedeiro lenhoso e um herbaceo, o hdociclo € denominado heteroédo.
Quando a dternancia ocorre @n um mesmo tipo de hospedeiro, o hdociclo denomina-se
moncédo (Dixon 1985. Uma das hipdteses que explica o surgimento da dternancia
hospedeira é a Hipdtese da Complementaridade (Moran 1993, que etabelece que a
aternancia surgiu nes épocas de maior evolucdo radial de gimnospermas (Juréssco e
Cretace) e das angiospermas (Cretaceo e Terciario) (Moran 1992,Von Dohlen & Moran

2000. Respostas fisiologicas adaptativas de plantas & mudangas climaticas tornaram
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muitas espédes lenhosas, em certas épocas, inapropriadas para anutricd dos afideos. A
selec® natural favoreceu, entdo, a dternancia hospedeira, pas as migragoes para outras
plantas, principalmente herbéceas, propacionaram um complemento de recursos
dimentares. A geracd de individuos com maior diversidade genética dravés de
recombinacéo sexua possbilit amelhor adaptacdo a plantas quimicamente muito dferentes.
A coloniza¢g® de plantas hospedeiras herbaceas, que tém um ciclo de vida airto, seria
muito mais eficiente se areproducéo fosse rdpida. Isto, provavelmente favorecau a retencdo
da partenogénese no haspedeiro secundério (Moran 199).

O aparedmento do hdociclo moncécio € um evento pasterior a0 hdociclo
heteroécio (Dixon 1985Moran 1992. Nas regides subtropicaisoutropicas, ociclo devida
predominante € o andlociclo, once areprodugédo € somente por partenogénese do tipo
telitoca Fémeas ndo feaundadas d&o origem a outras fémeas, geneticamentes iguais as sias
maes, conhecidas como clones (Dixon 1985. O principal fator ambiental que indwz o ciclo
sexual ou a auséncia dele éo fotoperiodo. Popuagies de espécies de dideos encontrados
em latitudes mais baixas 0 magoritariamente aodlociclicas em comparacd com as
popuagdes encontradas em latitudes mais atas (Dixon 1989.

Entretanto, dentre & particularidades do ciclo de vida dos afideos, a ocorréncia da
partenogénese éconsiderada mwmo o gincipa fator responsavel pela evolucéo de bidtipos
em afideos. Havendo barreiras ao fluxo génico entre os individuacs, o efeito da selecéo pela
planta hospedeira rapidamente condw a espeddizac® das popuagdes (Futuyma &
Peterson 1989 e portanto, a ocorréncia de biotipos.

Para conceituar bidtipo em afideos, Muller (1981) usa adefinicd dada por Von
Keler em 1963, aqie dirma que sdo individucss com igual gendtipo. Es® wnceito é

desconsiderado pa Eastop (1973), que afirma que o termo “clone” é mais apropriado para
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designar tal situac®. Para este autor, bidtipos o reconhecidos mais por uma fungdo
bioldgica do que por um caracter morfolégico. Eastop (1973 também argumenta que
bi6tipo rBo poderia cnstituir-se uma cdegoria exclusiva. Parte da progénie de uma fémea
ndo-partenogenética pode pertencer a um bidtipo e parte a outro, de acordo com a
caracteristica que sgja utili zada para definicdo biotipica Um termo recentemente propasto
por Wilson et al. (2003 é “linha isofémea” (isofemale line), que indicaria adescendéncia
de uma determinada fémea partenogenética

Atualmente, otermo hiétipo é anpregado nas estudos de dideos para discriminar a
variagdo na alaptacdo ao haspedeiro (Eastop 1973 Wilhot & Mitler 1991, Anstead et al.
2002. Designagdes especiais para popuagies resistentes a inseticidas tém sido eliminadas
ou cdesconsideradas na literatura (Puterka & Peters 1990).

Existem casos de ceto grau de indefinicdo taxondmica em afideos que transcendem
a discussio relativa ahidtipo. Sdo os chamados “complexos de espédes’, relatados, par
exemplo, para & espécies Macrosiphum euphorbiae (Thomas), Myzus persicae (Sulzer),
Aphis fabae Scopdi, Aphis frangulae Kaltenbad (incluido como grupo de Aphis gossypii)
(Muller 1981). H4, nesss complexos, variagdes na morfologia e nos padrfes de
colonizacd® de hospedeiros. Em M. persicae, as popuagdes que utilizam o tabam
(Nicotiana tabacum) como planta hospedeira, apresentam caracteristicas morfométricas
muito diferentes de outras popuagies da espécie, o qie levou Blackman (1987) a designar
essas popuagdies de tabaco como uma nova espéecie: Myzus nicotianae Blackman.

Nos casos em que sd0 descritas ragas hospedeiro-espedalistas, existem diferencas
marcantes na preferéncia de planta hospedeira an situagdes de dualidade. Com exemplo, as
popuagdes de Aphis citricola Van der Goot em Citrus unshiu Marcovitch e Spiraea

thunbergii Siebold exibem grandes diferencas na sobrevivéncia conforme o haospedeiro
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(Komazki 1986 apud Drés & Madlet, 2009. As popuagdes de Cryptomyizus galeopsidis
(Kaltenbach) tém alta divergéncia na freguiéncia de doenzimas conforme o haspedeiro, mas
formam hibridos quando criadas em conjunto (Gudelmond et al. 1994 apud Drés &
Mallet). O caso mais estudado sobre aocorréncia de ragca hospedeiro-especialista éo do
pulgdo-da-ervilha Acyrthospihon pisum Harris, que posaii popuacdes adaptadas a dfafa
(Medicago sativa L.) e popuagdes adaptadas ao trevo-vermelho (Trifolium pratense L.) na
América do Norte. Essas duas popuagies diferem na freqiéncia de doenzimas e na
escolha de hospedeiro (Via 1999 e, também exibem preferéncia an laboratério pelo
proprio haspedeiro de campo (Caillaud & Via2000.

Em pulgbes que mlonizam graminess, a ocorréncia de bidtipos mais estudada é a
que ocorre en Schizaphis graminum Rondani. (Anstead et al. 2002. Também, hé relatos da
existéncia de bidtipos em Stobion avenae (F.). (Lushai et al. 2002. Outros pulgdes de
importancia eondmica, principamente cmo pragas do trigo, exibem variabili dade
genética que anda ndo foi assciada a hipdtese de ocorréncia de ragas hospedeiro-
espedalista, como em Rhopalosiphum padi (L.) e Metopolophium dirhodum Walker

(Martinez-Torres et al. 1997,Nicol et al. 1997.

1.6 Estudos moleaulares para caracterizacdo de biétipos de afideos

As témicas de andlise de DNA tém tido grande alicacd® em estudos de
genéticapopuacional, ealogia, taxonamia efil ogenia de insetos (Loxdale & Lushai 1998.
Em bidtipos de insetos, nos quais suspeita-se da existéncia de espédes cripticas, 0 L0 de
marcadores moleaulares e sequenciamento de regides do genoma tém sido muito Uteis
(Favia et al. 1994,Bedoe & Saul 1995. Fragmentos de DNA obtidos por RAPD (Random

Amplified Polymorphic DNA) sdo os marcadores mais utilizados e antribuem para a
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diagnase de bidtipos, principalmente raga haspedeiro-especidli stas (Caterino et al. 2000.
Esses marcadores 0 também utilizados para deteccd de variabilidade genética
intrapopdadona de agentes de ntrole bioldgico (Edwards & Hoy 1993 ou para
determinar a provavel origem geogréfica de pragas (Williams et al. 1994. Em afideos de
importancia agricola, 0 RAPD tem diferenciado kidtipos e revelado também variabili dade
genética dentro de bidtipos (Black et al. 1992. Em A. pisum, clones que gresentavam
“alta viruléncia” para dfafa foram distinguidos por RAPD de dones de ‘baixa viruléncia
(Bournoville et al. 200Q. Com o0 uso desses marcadores, alguns perfis de fragmento de
DNA amplificados de dones de S. avenae foram associados a um determinado haspedeiro
(Lusha et al. 2002. Independentemente da localidade, marcadores RAPD distinguiram
quase que perfeitamente popuagdes de Therioaphis trifolii infestando alfafa das que
infestavam trevo subterraneo (Trifolium subterraneum) (Sunnucks et al. 1997). Entretanto,
M. persicae e M. nicotianae (= Myzus persicae bidtipo de tabaco), ndo foram distinguidos
por RAPD, emboraum marcador fortemente relacionado com o segundo hétipo tenha sido
encontrado (Margaritopouos et al. 1997.

Para estudo ch estrutura genética e de ocorréncia geogréfica do ciclo sexual,
marcadores microssatélites 50 mais recomendados por serem codominantes (Simon et al.
1999. Em estudacs fil ogenéticos, o seqienciamento do DNA mitocondia tem elucidado
guestdes bre os niveis de divergéncia evolutiva em bidtipos de dideos (Anstead et al.
2002.

Os afideos tém sido estudados b variados enfoques, empregando-se as técnicas de
andlise de DNA. Is decorre da pequena quantidade de padimorfismos que podem ser
obtidos com a utilizagd® de marcadores morfolégicos ou com a andlise de enzimas.

(Loxdale 1990. Pelas suas caraderisticas biologicas Unicas, os afideos servem como
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organismos-modelo para estudo ¢ vantagens da reproducéo sexual sobre aassexual, os
efeitos do acdmulo de mutacBes e aevolugdo simpétrica pela exploragdo dferencia de
nichos (Moran 1992 ,Via 199). Em pesquisas mais aplicadas, o melhor entendimento do
surgimento das ragas hospedeiro-especiali stas pocde ter grande utili dade para 0 mangjo dos
afideos-pragas via incorporagé de genes resisténcia de plantas, dentro dcs programas de

melhoramento de aultivos agricolas.
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Resumo

O pulgéo-verde-dos-cereds, Schizaphis graminum (Rondani), € uma das mais importantes
pragas de ceeds no mundo.Nas popuagies dessa espéde, podem ser distinguidos varios
bidtipos, que sdo clones que mmpartilham a mesma relagdo de viruléncia com plantas
cultivadas. Visando dminuir custos, aumentar a rapidez na identificagdo de bidtipos e
caacterizar geneticamente popuagdes de insetos, marcadores moleaulares tém sido
bastante utilizados. Com o0 propdsito de encontrar marcadores RAPD para identificar
bidtipos de S. graminum, dezenowe linhagens clonais do Brasil e trés oriundas dos Estados
Unidos (usadas como referéncia) dos trés bidtipos (B,C e E) foram examinadas. Dezoito
iniciadores foram utili zados para a aalise das linhagens clonais. Apenas seis iniciadores
revelaram paimorfismos e, dentre estes, apenas trés foram diagndsticos para discriminar os
trés biotipos. Utilizando oindice de Simil aridade de Jaccad e agrupamento pa UPGMA,
foi demonstrado que o hidtipo B € geneticamente distinto de C e E, e estes s850 muito
reladonados entre si. O bidtipo C foi 0 que gresentou maior diversidade, enquanto que o
bidtipo E foi 0 menos diverso. Andlise da Variancia Moleaular (AMOVA) mostrou ge
linhagens clonais pertencentes a mesma categoria biotipica tém menor variancia genética

do gte linhagens clonais agrupadas conforme asimil aridade geogréfica

Palavras-chave: Variabilidade genética, marcador molecular, pugéo-verde-dos-cereais,
relacéo inseto-planta
Chapter 2: Characterization and genetic relationships among Brazilian biotypes of

Schizaphis graminum (Rondani) (Hemiptera: Aphididae) using RAPD markers

Abstract
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The greenbug Schizaphis graminum (Rondani) is one of the most important cereals pestsin
the world. Within popuations of this gedes, several biotypes, which are dones that share
the same virulence relationships with cultivated plants, can be distinguished. Molecular
markers have been used to geneticdly charaderize insed popuations because their rapidity
and cost effediveness In order to find RAPD markers to identify Brazilian S. graminum
biotypes, nineteen clonal popuations of three biotypes (B, C and E) from Brazil and three
clonal popuations from the U.S (used as reference) were examined. Eighteen primers were
used to analyze the material, bu only six primers revealed pdymorphisms and among
those, threeproduced dagnostic band profiles that al owed biotype charaderization. Using
Jaccad Similarity Index and UPGMA clustering method it was possble to show that
biotype B is genetically very distinct from C and E, which are dosely related to each ather.
The biotype C showed the largest genetic diversity, while biotype E was the least diverse.
Analysis of Molecular Variance (AMOVA) showed that genetic variance anong clonal
popuations belonging to the same biotype is gndler than among clonal popuations

grouped according to the geographical similarity.

Key words: Genetic variabili ty, moleaular marker, greenbug, insed-plant relationship

2.1Introducéo
2.1.1CiclodeVidadeS. graminum
Na América do Norte, Schizaphis graminum (Rondani 1852 . apresenta os dois

tipos de dclo de vida. Ao sul dos Estados Unidos, o ciclo € do tipo andociclico e nas
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latitudes stentrionais torna-se halociclico. A ocorréncia da reproducéo sexua tem uma
intima awociac® com 0 “bluegrass (Poa pratensis), pois machos e fémeas 0
encontrados juntos apenas nesta planta (Puterka & Peters 1990. A producdo de formas
sexuais de S. graminum em condc¢des de laboratério é facilmente indwida. O méodo
utilizado pa Puterka & Sloser (1983 consiste na transferéncia de um clone de uma
condcédo de aiagd em 12 oras de fotofase para uma ondgdo com 11 haas, sob una
temperatura aaixo de 22°C. Essa metoddogia pode indwzir a produgdo de formas sxuais
em todos os bidtipos de S, graminum, com excec¢@® daos bidtipos B e H, que parecem ser
exclusivamente andlociclicos. Apesar da fadli dade da producé de macdos e de fémess, a
incubac@® dos ovos de S graminum apresenta resultados insatisfatorios em cond¢des de
laboratorio. As melhores taxas obtidas para aedosdo de ninfas variam entre 19 a 26 %
(Puterka & Peters 1990.

Cruzamentos entre biétipos s80 eventos considerados raros tanto na natureza @mMo
em condcdes de laboratorio, pds a dracd sexua é maior dentro do mesmo hidtipo
(Eisenbach & Mittler 1980.

Cabette (1995 relata a ocorréncia de formas gamicas e anbifésicas em laboratério e
no campo, noEstado e S&o Paulo. Entretanto, nBo ha relato de que o hdociclo ocorra en

S graminum nas cond¢des tropicals e subtropicais do Brasil.

2.1.2Historico da caracterizagdo dos bidtipos de S. graminum
Todas as descri¢Bes dos bidtipos de S graminum foram realizadas nos Estados
Unidos. Atualmente, € ansenso de que bidtipos em S. graminum correspordem a grupcs

de dones com mesma relacd de “viruléncia” (dano) a uma série de gendtipos de plantas
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diferenciadoras (Porter et al. 1997). A identificac@ dcs bidtipos pode ser feitapela Témica
de Escda de Danos ou pela Técnicade Qualificagcdo da Lesdo (Puterka & Peters 1989. Os
bidtipos de S. graminum sdo identificados de modo simples, nun sistema binario:
“virulento-avirulento” a uma mlegdo de plantas usadas como dferenciadoras. Parametros
bioldgicos, tais como sobrevivéncia e fecunddade, que também sdo utilizados para
caracterizar bidtipos, sGo de maior dificuldade para a avaliagc®, pds $0 caacteres
quantitativos que sofrem acentuada influéncia do meio ambiente.

A primeira alltivar de trigo desenvolvida @mo resistente a S graminum foi a
DS28A (Painter & Peters 1956. Esta alltivar foi obtida por meio de testes de gendtipos de
trigo com uma popuacd de S graminum mantida en casa-de-vegetacéd, em Oklahoma
ApGs trés anos de plantio de DS28A, verificou-se, a canpo, a isténcia de popuagdes
cgpazes de danificar esta altivar (Wood 1961apud Puterka & Peters 1990. As popuagdes
“virulentas’ de S. graminum foram designadas como hiétipo B em opaosicéo a popuacéo
“avirulenta’ a DS28A, designada como hiétipo A.

Em 1968, @orreu um ataque macico de S. graminum em plantagdes de sorgo em
Oklahoma eKansas, EUA. Até entdo, ndo havia registros de danos deste afideo ao sorgo.
Aspopuagdes “virulentas” ao sorgo foram denominadas de bidtipo C (Harvey & Hadkerott
1969. O hidtipo C também € “virulento” a cultivar de trigo DS28A, diferenciando-se do B
pela suaviruléncia a sorgo. A fonte de resisténcia a ete bidtipo foi encontrada na ailtivar
de trigo chamada de Amigo. Porter et al. (1982 encontraram popuagdes cgpazes de
danificar essa adltivar e designaram um novo hétipo, o bétipo E. Este bidtipo é incapaz de
danificar a ailtivar de trigo Largo. Durante |evantamentos para caraderizagdes de biotipos

nas areas produoras de trigo, Kinder & Spomer (198) encontraram um novo hétipo,
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“virulento” as cultivares Amigo e Largo e “avirulento” a DS28A, que foi denominado
como hidtipoF.

Novos levantamentos reali zados em Oklahoma (Kerns et al. 1987) e no Texas (Bush
et al. 1987 detecdaram dois novas hidtipos, designados como G e H por Puterka et al.
(1988. O hidtipo G € “virulento” a todas as fontes de resisténcia en trigo, mas é
“avirulento” ao sorgo e acevada. O bidtipo H compartil ha todas as relagbes de “viruléncia”’
com o hiétipo E em trigo, mas € “avirulento” ao sorgo. E o Grico hitipo capaz de danificar
a alltivar Post de cerada. Harvey et al. (199]) relataram a eisténcia de dones de S
graminum cagpazes de danificar sorgo E-resistente, com excec¢® da linhagem de sorgo Pl
266965,tendo reacbes smilares a do hidtipo E em trigo. Esses clones foram designados
como hidtipo |. Beregovoy & Peters (1995 descreveram um isolado de S graminum
proveniente de Idaho, EUA, que era “avirulento” a todas as fontes de resisténcia testadas.
Este bidtipo foi designado como hiétipo J. Harvey et al. (1997) designaram como hiétipo
K, clones capazes de danifica a linhagem Pl 550610, m germoplasma de sorgo I-
resistente.

O Unico hidtipo caracterizado ce forma diferente daquela que usa & relagdes de
“viruléncid’ com gendtipos de trigo e sorgo foi o hiétipo D. Este foi designado pela sua
resisténcia ainseticidas do grupo de organofosforados (Tedes et al. 1975. Atuaimente,
essa designacdo foi abandoreda por ser invalida para programas de melhoramento de trigo
ou sorgo pararesisténciaa S. graminum (Porter et al. 1997).

Baseado nas registros histéricos, Porter et al. (1997) propuseram que ndo harelacéo
entre 0 emprego de alltivares resistentes e desenvavimento de noves bidtipos. Assm, os
bidtipos de S. graminum seriam muito mais individucs pré-adaptados opatunistas, cuja a

deteazdo doaparecimento nocampo réo mantém uma relacd® dreta mm o langcamento de
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cultivares resistentes. Dentre todos os bidtipos, apenas C e E sd0 considerados mais
importantes econamicamente an virtude dos danos as culturas de trigo e sorgo (Puterka &

Peters 1990.

2.1.30corréncia de Bidtipos de S. graminum no Brasil

Tonet (1999 fez um histérico das primeiras caracterizagdes de bidtipos de S
graminum no Brasil. Em 1993, todos os 26 clones coletados pela EMBRAPA-Trigo nas
regides produoras de trigo noBrasil pertenciam ao hidtipo C. Em 1994, apenas os pulgdes
coletados na regido de Santa RosaRS, pertenciam ao hidtipo C. Presumiu-se que a
incorporagd dafonte deresisténcia a hidtipo C de S. graminum (proveniente da variedade
Amigo) nas variedades BR-36 e EMBRAPA-16 passam ter feito uma selecéd em favor do
bidtipo E (Tonet, informacé® peswal). Em 1996 foram encontrados bidtipos C e E nas
maioria das éress triticolas do Brasil, sendo que os clones oriundcs de Guaira - PR, Fatima
do Sul - MS e Caaap6 - MS pertenciam ao hiétipo B (Tonet, 1999.

S. graminum tem sido muito polco estudado noBrasil em relacdo a caaderizac®
de popuagdes, a despeito dos danos econamicamente importantes que caisa & culturas de
trigo e sorgo. Na literatura brasileira, destaca-se o trabalho e Rubin-de-Celis et al. (1997
em que trés popuagdes brasileiras, oriundes de Dourados-MS, Jaguaritna-SP e Pas
FundoRS, foram caraderizadas através de perfis eetroforéticos de isoenzimas Foi
observada uma maior semelhanga genética entre & popuagdes de Dourados e Jaguariuna
entre s do gLe estas com a popuacgd de Paso Fundo.Os padrdes morfométricos também
tiveram resultados em consonancia am os padrdes isoenzimaticos (Rubin-de-Celis et al.
1997). Estes estudcs indicaram que avariacéo encontrada entre & popuagdes foi devida a

isolamento geogréfico. No entanto, como as popuagdes ndo foram caraderizadas em
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termos de bidtipo, réo foi posdvel estabelecer se avariagdo olservada € correladonada
com o dstanciamento geogréfico destas popuagdes ou com a propria diferenca entre

bidtipos.

2.1.4Genéticada “Viruléncia” de S. graminum

Os genes de resisténcia de trigo a bi6tipos de S. graminum séo conheddos pelasigla
Gb. Assm, avariedade DS28A carrega o gene Gb1 que confere resisténciaao hiétipo A, o
gene Gb2 existente na variedade Amigo condciona resisténcia ab hiétipo C e o gene Gb3
davariedade Largo condcionaresisténcia a hiétipo E (Puterka & Peters 1990.

Puterka & Peters (1990 concluiram que os genes que @ndcionam a viruléncia séo
dugicados e estdo localizados no mesmo cromosomo. Eisenbach & Mittler (1987
observaram que a habilidade de superar a resisténcia da variedade de sorgo 1S809 (C-
resistente, E-suscetivel) é herdada maternalmente. Os cruzamentos de machaos de biétipo C
com fémeas do kétipo E produziram individuos que se comportaram como hiétipo E. De
modo contrario, cruzamentos de macos do kbétipo E com fémeas do Lidtipo C resultaram

em individuocs identificadas como hiétipo C.

2.1.5.Endosimbiontes e “Viruléncia”

A heranca etra-nuclear, ousga, aquela que éoriunda genas da linhagem materna
tem sido aporntada como um fator que afeta aadaptacéo (fitness) de popuagdes de espédes
de insetos (Skinner 1985 apud Eisenbach & Mittler 1987. As badérias do género
Buchnera sdo simbiontes de afideos transmitidos via transovariana, e resporsaveis pela
sintese de dguns aminoaddos utili zados pelos afideos. Além disto, podem fornecer certas

enzimas que sdo cgpazes de hidrolisar a matriz polissacaideade plantas, fato dacumentado



42

para S graminum (Eisenbach & Mittler 1987). Estas enzimas fadlitam a penetragd do
estilete do afideo ncs espacos intercdulares, e 0 aumento da dividade dessas enzimas tem
sido correlacionado com a viruléncia do Li6tipo E ao sorgo C-resistente (Campbell &
Dreyer 1985,Campbell et al. 1986. Desta forma, suspeita-se que esta bactéria tenha uma

relacdo dreta @m o grau de virulénciade S. graminum.

2.1.6Estudos Moleaulares com RAPD em S. graminum

Os estudos com marcadores RAPD em S graminum s30 restritos aos Estados
Unidos e am particular em Universidades e Institutos de Pesquisas de Kansas, Nebraska e
Oklahoma. Entretanto, nesses estudacs foram utili zados poucos clones de cala biétipo. No
trabalho e Blad et al. (1992, foram utili zados de um a trés clones por bidtipo, e no de
Aikhonltare et al. (1998), foram utili zados dois clones por biétipo, com excecd® do hdtipo
E, para o qual foram analisados 20 clones. Aikhorbare et al. (1998 recmendaram que
estudos usando marcadores tipo RAPD devem ter uma amostra maior em relacéd ao

numero de dones e uma anostragem de maior abrangéncia geogréficana amostragem.

2.20Dbjetivos

O objetivo deste trabalho foi seledonar marcadores RAPD que possam ser usados
para identificac@® de bidtipos de S, graminum como uma dternativa aos testes de respostas
de plantas diferenciadoras. Também foi avaliadas a diversidade genética dentro de cada

bidtipo e & relagdes genéticas existente entre os bidtipos B, C e E.

2.3Material e Métodos
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2.3.10btencéode Linhagens Clonais
As linhagens foram obtidas a partir de dones coletados a campo em diversas regides
triticolas do Brasil (Tabela 2.1). Estes insetos foram primeiramente multi plicados na
Embrapa-Trigo, em Paso FundoRS, sob déantulas de trigo IAC5-Maringa, para a
producéo de linhagens clonais. As ninfas foram produwzidas e transferidas para novas
plantas para evitar uma posdvel contaminac@® por parasitdides ou \virus
fitopatogénico (VNAC).
2.3.2ldentificacdo dos Bidtipos e Conservagdo das Amostras
No presente trabalho, adotou-se a Témica de Qudificagdh da Lesdo para a
identificac® de bidtipos, com ligeiras modificagges dos procedimentos utili zados por
Puterka & Peters (1988. As espécies e alltivares utili zados como colec@® dferenciadora
para aqualificagd donivel de dano estdo listados na Tabela 2.2. Dez a quinze sementes de
cadafonte de resisténcia foram semeadas por vaso, gue foram transferidos parauma canara
climatizada (21C, 70% de umidade relativa e 12h de fotofase). Apds uma semana, dez
clones de afideos de mesma idade (um dia) foram colocados nas pléantulas e deixados por
um periodo quatro dias para dimentacdo e gpés a diminac@® desses clones, as folhas foram
examinadas para verifica o desenvolvimento de lesdo. As plantas foram consideradas
suscetiveis quando houess 0 desenvalvimento de lesdes neadticas e resistentes quando,
no méximo, clorose (amarel ecimento) fosse observadanolocd de dimentacdo dos afideos.
Foram redizados quatro repeticoes do hoensaio. A linhagem clonal oriunda de Minas
Gerais e & provenientes dos Estados Unidaos foram identificadas nolocd de origem.

As amostras foram conservadas em etand 95% e usadas por um periodo

aproximadamente 3 a 12 meses para aextragé de DNA.
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Tabela 2. 1. Locas de mleta dos bidtipos, plantas hospedeiras e addigo dos clones de

Schizaphis graminum graminum do Brasil e Estados Unidos.

Loca Planta hospedeira Codigo dos Bidtipos

Pass Fundo,RS Trigo B3,C1



Santa Rosa, RS
Carazinho,RS
Santo Angelo, RS
Cascavel, PR
Tapera, RS
Séo Borja, RS
Seberi, RS
Mal. Céandido Rondon,PR
Tibagi, PR
Itapord, MS
Londina, PR
Medianeira, PR
Panambi, MS
Caaapo6,MS
Dourados, MS
Sete Lagoas, MG
Oklahoma, EUA

Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Trigo
Sorgo

C3
C2
C4
Cr
C6
C5
El
E2
C8
C9
E3
E6
E4
B1B2
E5
C10
B4,C11,E7
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Tabela2.2.Colegdo dferencial de hospedeiros utili zados naidentificagéo dacs bidtipos de

Schizaphis graminum,



. _Hospedeiro
Biotip

Planta/Culti var

w

@]

m

Trigo/DS28A
Trigo/Amigo
Trigo/Largo
Centeio/Insave
Aveia-BrancaPF9158
Trigo/CI17882
Trigo/BR36
Trigo/BR-1
Cevada/Will
Cevada/lOmugi
Sorgo/KS-30

O X0V XV WV DV AT W

nw nu m

A 0 0V W U U U UV O O n

nu 0O 0 n O 1 U T O OV

R, resistente; S, suscetivel; -, auséncia de dados.

2.3.3Extracdodo DNA
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O protocolo uilizado para a etragcdo de DNA foi o de Carvalho & Vieira (2001).
Cinco clones de cada linhagem foram acondcionados em tubcs de microcentrifuga de 1,5
ml para maceragd% com 200 puL do tampéo de extrac@® (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 M
NaCl, 0,9V EDTA) e 50 pL de sarcosyl. As suspensdes resultantes foram colocadas em
uma placa guecedora a65C por 30 min e g6s, centrifugadas a 10000rpm por 15 min. O
sobrenadante foi recolhido em um novo microtubo, on@ foram adicionados 110 pL de
acdato de andnio e 250 uL de isopropand gelado para a predpitacdo do DNA. Essa
solugédo foi guardada no congelador a —20C por 8h. A seguir, os microtubos com 0s
reagentes foram novamente centrifugados a 10000rpm durante 15 min e 0 sobrenadante
descartado. O “pellet” de DNA foi submetido a duas lavagens com etand a 70% e re-
suspendido pela alicdo de 25 pL de tampdo TE (TrissEDTA, pH 8,0) contendo RNAase

(10pg/mL) e estocado a —20 °C.

2.3.4RAPD

As reagdes foram preparadas em microtubaos de 0,6 mL em volume total de 25 L
para cada reagé contendo tampao [20 mM Tris HCI (pH 8,4) , 50mM de KCI], 3mM de
MgCl, 100 uM de cala dNTP, 5 pmol de iniciadores, 1,0 U de Taq pdimerase e
aproximadamente 25 g de DNA. As amplificagbes foram feitas utilizandose o
Termociclador PTC-100(M.J. Research) com seguinte programa de temperaturas. 5 min a
94°C seguidaos de 40 ciclos de Imin a 94%C, 1 min 30s a 40C e 3 min a 72°C, com
extensdo final de 5 min a72%C. Asamplificages foram anali sadas em eletroforese a5V/cm
em gel de agarose (1,5%) e 0,5 X de Tris-Borato-EDTA, sendo coradas em brometo de

etidio (0,5 pg/ml). Os géis foram visuaizados e fotografados utilizandose 0 sistema
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KODAK EDAS 120.Foram testados iniciadores da série OPA (exceg@o de OPA-04, OPA-
06,0PA-16, OPA-19 e OPA-20) trés da série OPC (OPC-02, OPC-09, OPC-13) e um da

série OPD (OPD-03).

2.3.5Andlisede Dados

Apenas fragmentos menores que 2,5 kbe reprodwziveis em dois ou mais géis foram
considerados para aandlise. Utili zou-se o coeficiente de simil aridade de Jaccard (Sneath &
Sokal 1973 parao cdculo das smil aridades genéticas entre & linhagens clonais, conforme
aseguinte formula: S, » = a(a+b+c) onde:

a = numero de bandas presentes em ambas as linhagens,
b = ndmero de bandas presentes na linhagem 1, mas ndo nalinhagem 2,
C = numero de bandas presentes para linhagem 2, mas ndo nalinhagem 1.

O método uilizado para a ©nstru¢éo do cendrograma foi o UPGMA (Unweighted
Paired Groupwith Arithmetic Mean) (Sneath & Sokal 1973.

A Andlise da Variancia Moleallar (AMOVA) (Excoffier et al. 1992 foi empregada
com o oljetivo de investigar a magnitude da variacd® genética antre bidtipos e regides de
coleta (Estados). Para esta andlise, foram excluidas as linhagens clonais B4, C11 e E7 pa
serem oriundas dos Estados Unidos e C10 pa ser a unica linhagem clonal coletada an
Minas Gerais. Foram redizadas duas andlises de AMOVA em dois arranjos. Estados
(linhagens clonais dentro de Estados) e biétipos (linhagens clonais dentro de bidtipos) para
avaliar a ontribuicdo da origem geogréfica edo hidtipo ra variabilidade genética das
linhagens. Empregou-se o programa AMOVA-PREP (Miller 1998 e WINMOVA verséo

1.55 (Excoffier et al. 1992. Nestas andlises foi obtido o \alor para o indice ®4 (Excoffier
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et al. 1992, que é orrelacionado com o indice de fixa¢®, o “F-statistics’ (Fg), para

quantificar o nivel de diferenciac@ genéticaoriunda da divisdo de uma popuacé.

2.4 Resultados e Discussao
2.4.11dentificacdo dos Bidtipos

Dos dezenowve iniciadores arbitrariamente escolhidos, apenas sis produziram
paimorfismos, dos quais, trés foram discriminantes para biétipos (Figuras 2.1, 2.2 2.3). O
iniciador OPA-3 foi capaz de diferenciar o hidtipo B pela presencade um fragmento de 550
pb (pares de base), o qual é ausente an C e E e pela presenca de um fragmento de 750 pb
em C e E, mas ausente an B (Figura 2.1). O iniciador OPA-7 permitiu discriminar todos 0s
trés bidtipos brasileiros, mas ndo foi capaz de distinguir as linhagens clonais C e E dos
Estados Unidos (C11 e E7) (Figura 2.2). O iniciador OPC-2 foi cgpaz de discriminar o
bidtipo C do E pela presenca de um fragmento 1.000 pbem todas as linhagens clonais do
biétipo E examinadas e ausentes das linhagens clonais do kétipo C e bidtipo B (Figura
2.3). Black et al. (1992 relataram que os marcadores RAPD ndo foram capazes de
distinguir os bi6tipos C e E, 0 gue mntrasta cm os resultados de Aikhorbare et al. (1998
gue demonstraram que o0 RAPD foi capaz de prodwzir paimorfismos distintos paraC e E.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que os bidtipos brasil eiros
de S graminum podem ser prontamente identificados, mesmo com iniciadores diferentes
daqueles usados por Aikhonteare et al. (1998. Comparado com 0 método ¢k reaces de

plantas para aidentificagc@ dos bi6tipos, 0o RAPD € mais rgpido, karato e menas trabalhoso.

2.4.2Relacbes Genéticas
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A andlise de UPGMA mostrou trés grupocs. Grupo |, formado pelas linhagens do
bidtipo B; Grupo Il, formado exclusivamente pelo hiétipo C e Grupo Il1, formado pelas
linhagens clonais daos hiétipos C e E (Figura 2.4). Em estudcs fil ogenéticos moleculares
(Shufran et al. 2000, o hétipo B ocupa um diferente dado das bidtipos agricolas (C-E-I-
K).

O primeiro registro do bétipo B no Brasil aconteceu em 1998(Tonet 1999 e desde
entdo, apenas trés linhagens clonais foram coletadas no ano e 2000 (as mesmas utili zadas
neste trabalho), sendo que estas linhagens foram coletadas em dois locas muito dstantes
entresi (Caarap6 - MS e Pas® Fundo- RS).

Apesar de ndo se descartar a possbili dade desta pequena variabili dade observada
entre & linhagens clonais do hétipo B ser devida & pequeno nimero de amostras
coletadas, a reproducdo exclusivamente andociclica (Puterka & Peters 1990 e sua
associacdo a hospedeiros slvagens (Anstead et al. 2002 pocde ter contribuido para abaixa
variabilidade eitre linhagens clonais oriundcs de regides sparadas por uma grande
distancia..

O bidtipo C apresentou a maior variabili dade genéticaintra-biotipica Foi observada
uma as0ciacao entre perfil de bandas e aorigem geogréficados clones. Todas as linhagens
clonais coletadas no Rio Grande do Sul (C1, C2, C3, C4 e C6) tiveram perfis idénticos,
exceto a linhagem C5. O clone que originou esta popuagdo foi coletado em um locd
distante dos outros. Os clones C7 e C8, coletados no Parana mostraram a maior divergéncia
genética antre & linhagens clonais dentro dogrupoll.

Todas as linhagens clonais do kidtipo E e trés linhagens clonais do kétipo C
formaram o grupo Ill1. Com excec® de E5 e E7, todas as outras linhagens do kidtipo E

tiveram 0 mesmo perfil de fragmentos RAPD. A linhagem clonal C10 (Sete Lagoas - MG)
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foi coletada em sorgo e teve o padrdo mais distinto dcs bidtipos C brasileiros. C11 e E7
oriundes do laboratério do ARS-USDA (Still water - OK), foram geneticamente simil ares
entresi. C9, aiundadetrigo (Itapord - MS); C10, coletada an sorgo e, C11 mostraram-se
mais reladonadas com linhagens clonais do kiétipo E do que com as outras linhagens do
biétipo C. Como esperado, a linhagem clona E7 dos Estados Unidos apresentou uma
pequena, mas sgnificante divergéncia de todas as linhagens brasileiras do Létipo E. Este
resultado réo esta de acordo com os trabalhos anteriores que mostram a fata de
variabili dade genética dentro dcs clones do kétipo E usando RAPD (Bladk et al. 1992,
Aikhontare et al 1998). Apesar da dta similaridade genética, foi posdvel encontrar um
marcador especifico para alinhagem clona de E dos Estados Unidos, mesmo com o uso de
um ndmero limitado de iniciadores (Fig. 24). Este resultado sugere a possbili dade de
encontrar maior variabilidade genética an linhagens clonais do hétipo E de diferentes
origens geogréfices com o aumento do numero de iniciadores. Anteriormente, a
diferenciacéo genética entre os clones de biétipo E foi apenas obtida usando-se espacalores
intergénicos do DNA ribossomal, que séo regides de dta variabilidade (Shufran et al.
1992. A andlise de agrupamento mostrou que dgumas linhagens clonais do hidtipo C sdo
mais reladonadas com o hidtipo E. Usando a andlise de isoenzimas, Abid et al. (1989
relatou pedrdes indistintos entre C e E. Apesar da fécil i dentificagg dos bidtipos B, C e E
através de marcadores RAPD, as smil aridades genéticas entre C e E ndo apdiam a hipdtese
de que estes bidtipos sjam grupos divergentes evol utivamente.

Houve uma oncordancia entre os resultados de RAPD com agueles obtidos com
estudos do DNA mitocondia com respeito aos reladonamentos genéticos. Shufran et al.
(2000 usando sequéncias parciais de dtrocromo-oxidase suburidade | do mtDNA,

pasicionou o étipo B em um clado dferente de C e E. De forma semelhante, Aikhontare
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& Mayo (2000) usando quatro ouros genes mitocondiais mostraram que o hiétipo B é
powco relacionado com C e E. A andlise do reladonamento genético com marcadores
RAPD mostrou qte o hiétipo B parece ser um grupo returaimente divergente de C e E,
apresentando keixa variagdo intra-biotipica Este fato pode ser uma nseqiéncia do
isolamento genético, pds o hiétipo B é exclusivamente partenogenético no Estados Unidos

(Puterka & Peters, 199Q.
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Figura2.1. Perfis eletroforéticos RAPD de bi6tipos B, C e E de Schizaphis graminum.
obtidos com iniciador OPA-3. B2-B4, Lidtipos B; C1- Cl1, hétiposC; E1-E7,
bidtipos E; M, marcador de 100pb; Cn, controle negativo. Setas brancas indicam

as bandas diferenciadoras.
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Figura2.2. Perfis eletroforéticos RAPD de bidtipos B, C e E de Schizaphis graminum
obtidos com o iniciador OPA-7.B1 - B4, hi¢tipos B, C1-C11 Kdétipos C; E1-E7,

hiotinosE: M. marcador de 100nh: Cn. Controle nenativo. Setas hrancas indicam
L Cn Ccs8 C9 C10 C11 El E5 E6 E7




Figura2.3. Perfis detroforéticos RAPD de bidtipos C e E de Schizaphis graminum
obtidos com o iniciador OPC-2; C8-C11, hétiposC; E1-E7, hotipoE; L, marcador de
100pb,Cn, controle negativo. A seta brancaindica a banda diferenciadora.
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Figura 2.4. Dendrograma do reladonamento genético entre os biétipos B, C e E de
Schizaphis graminum obtido com o méodo c agrupamento por UPGMA e
baseado em perfis de RAPD gerados por seis iniciadores. Valor de escda de 1,0
indical00% de simil aridade genética. Codigos dos biotipos de aordo com a Tabela
2.1.

2.4.3Andliseda VarianciaMoleaular (AMOVA)

A andlise da varidncia moleaular em dois niveis esta mostrada na Tabela 2.3. A
variabilidade genética dentro de bidtipos foi menor que a variancia dentro de Estados
(16,12 % e 79,37 %, respectivamente). Isto implica que bidtipo contribui mais para a
similaridade genética etre linhagens clonais que a origem geogréfica Em termos
estatisticos, isto pocderia ser explicado como a mnseqiéncia da similaridade observada
genéticadentro de B e E. Apesar das diferentes origens geograficas, linhagens clonais dos
bidtipos B e E apresentam baixa variabilidade genética, sendo também muito dstantes
geneticamente entre si. O ato vaor de ®st (0,839 ohtido quando as linhagens clonais
foram agrupadas por biétipo indica dta divergéncia genética antre linhagens do kiétipo B e
linhagens dos bidtipos C e E. Embora goresentando un menor valor de ®st (0,203 quando
as linhagens foram agrupadas dentro de Estados, uma relativa estruturac@® genética foi

encontrada, causada principamente pela auséncia de variabilidade genética entre &
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linhagens clonais do RS. Um valor adma de 0,15ja indica estruturagdo genética (Wright
apud Hartl & Clark 1997).

Baseado ma dirmagéo de que amaior parte dos pulgdes de eereais de inverno doRS
é originéria de regides mais ao nate do Brasil (Cagano 1973, a baixa diversidade genética
de S graminum do RS poderia ser resultado ce um processo recente de subdvisdo das
popuagdes migrantes. Quando uma popuagéo é subdvidida, cada popuagéo resultante
torna-se mais homogénea edivergente da popuagdo arigina devido aos efeitos fundadores,

selec® dferencia ou ceriva genética (Hartl & Clark, 1997%.

Tabela2.3. AMOVA de linhagens clonais agrupadas por locas de mleta dentro de Estados

e Bidtipos.
Agrupamento dst
Componente da variagao P (valor)
genética (%)
Entre Dentro
Estados 20,3 79,4 0.203 <0.001

Bidtipo 83,9 16,1 0.839 <0.006
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Outra hipdtese aser considerada € aselecdo natural causada por inimigos
naturais, que poderia ser resporsavel por diferencas na compaosi¢céo genética de popuagdes
residentes em um determinado locd. Até 1992, de acordo com Salvadori & Tonet (2001),
74% de toda & popuagdes de parasitoides criadas na Embrapa-Trigo para o Programa de
Controle Biologico de Pulgbes foram liberadas no RS. No Estado de Nova Y ork, Henter &
Via (1995 relatam selecé no puigéo da evil ha, Acyrthosiphon pisum (Harris) causado por
agente de ntrole biologico. Assm, uma dta taxa de parasitismo pode reduzir a
diversidade genética, 0 que poderia explicar a homogeneidade genética da popuacd® do

biétipo C doRS.

2.5Conclusdes

- A andlise por marcadores RAPD é Util paraidentificar biotipos de S. graminum do Brasil

usando apenas um limitado conjunto de iniciadores.
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- Aslinhagens clonais do hiétipo B ocorrentes no Brasil séo geneticamente muito dstintas
de C e E, sendoestes dais bi6tipos mais proximos geneticamente entre Si.
- Linhagens clonais de S graminum pertencentes ao mesmo hiétipo tem maior similaridade

genéticaque linhagens clonais agrupadas por sua origem geogréfica
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Capitulo 3: Estudo da Diversidade Genética Temporal de
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Capitulo 3 Estudo da Diversidade Genética Temporal de Schizaphis graminum
(Hemiptera: Aphididae) por Meio de Marcadores RAPD em um ciclo fenolégico de

Avela-Preta (Avena strigosa)(L .)

Resumo

Estudos da diversidade genética de dideos em escda temporal podem contribuir para a
compreensdo dos fendmenos migratérios e de dispersdo deste grupo e insetos. Resultados
controversos tém sido olservados em relac® a variacdo da diversidade genética @ longo
do tempo. Este trabalho teve mmo oljetivo olservar e avdliar a diversidade genética an
Schizaphis graminum coletados em um mesmo locd (Londrina-PR), durante um periodo ¢
guatro meses (maio-agosto), pa meio de marcadores RAPD. Para is, clones de S
graminum foram coletados em uma lavoura de avela-preta (Avena strigosa) e multiplicados
em casa-de-vegetac?n. A diversidade de gendtipos por més foi calculada aravés do indice
de Informac&o de Shannon(H). Foi posdve distinguir pelo menos quatro gendtipos, sendo
gue um destes foi predominante no total das coletas (> 60%). Um outro gendtipo,
aparentemente @lonizador tardio, alcangou rapidamente uma dta frequéncia nas coletas de

junhoe julho, pssvelmente devido a grande dispersdo para dentro da &ea de estudo. A
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partir do més de junho réo howe dteragdes importantes na diversidade genética dos
afideos presentes na &ea estudada, havendo apenas a dternéncia da @undancia relativa
entre os dois gendtipos mais comuns. Os outros dois gendtipos apresentaram baixa
freqUéncia, o que parece indicar menor valor adaptativo dos mesmos. Os resultados deste
trabalho sugerem que adiversidade genéticatemporal de S. graminum foi influenciada pela
dispersdo, pelo efeito fundador e pela selegdo natural.

Palavras-Chave: Pulgéo, aveia-preta, escdatemporal, gendtipos.

Chapter 3: Study of Temporal Genetic Diversity of Schizaphis graminum Rond.
(Hemiptera:Aphididae) by RAPD Markers in a Phenological Cycle of Black Oats
(Avena strigosa)

Abstract

Studies of genetic diversity in aphids in a temporal scae may contribute to understand
migration and dspersion prenomena within this insed group. Controversia results have
been olserved regarding of genetic diversity variation at temporal scale. The objedive of
this work was to observe and assss genetic diversity of Schizaphis graminum clones
colleded in a single site within a period d four months (May-August) using RAPD
markers. The S. graminum clones were ®lleded from an area aultivated with badk oats
(Avena strigosa) and multi plied in greenhouse. The genatype diversity was calculated using
Shannonlnformation Index (H). It was passble to distinguish at least four genotypes, with
one of them being highly predominant in al sampling dates (>60%). Another genotype,
apparently a later colonizer, rapidly reached high frequency in June and July samplings
probably due to a high dispersion within the studied area From June on, nosubstantia
variation onaphid genetic diversity was detected, with only an alternation in abundance

between the two most common genotypes being observed. The other two genotypes had
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lower frequency throughou the study period, pobably due to their lower fitness The
results siggested that temporal genetic diversity of Schizaphis graminum was influenced by
dispersion, founder effed and seledion.

Key words. Aphid, cets, temporal scde, genotypes

3.1Introducéo

Muitos dos aspedos da ewmlogia popuaciona de dideos podem ser mehor
compreendidos por estudcs de diversidade genética. A utilizagd® de marcadores RAPD e
microssatélites tém fadlitado o desenvalvimento de trabalhos nesta linha de pesquisa
(LIewelyn et al. 2003.

Em escda temporal, os estudos ©bre a diversidade genética de afideos tém
demonstrado resultados controversos. Em alguns casos, ndo foi observada modificagdo
substancial na diversidade genética en um mesmo locd (Shufran et al. 1997, enquanto em
outros houwe uma variagéo significativa (Guillemaud et al. 2003, Masnet & Weisser
2004). As conclusdes discordantes podem ser conseqiéncias da metoddogia de
amostragem, dotamanhoda amostra, dos marcadores popuadonais utili zados, das espédes
estudadas e das cond¢des locas. Por exemplo, os estudos de Martinez-Torres et al. (1997)
com Rhopalosiphum padi (L.), ndo aportam variagdo sazonal na diversidade genética desta
espéde, contrariamente @ que Nicol et al. (1997) encontraram para Metopolophium
dirhodum (Walker). Os primeiros autores utilizaram freqiéncias de haplotipos
mitocondiais e 0s sgundas utili zaram marcadores RAPD. Marcadores considerados muito

eficientes para este tipo e estudo, como os microssatélites mostraram diferencas de ano
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para ano nas freqiéncias de delos, em um mesmo locd, em Stobion avenae (F.)
(LIewelyn et al. 2003.

Os estudos visando a ducidacéd dcs padrbes migratérios em afideos dependem
muito da informag& sobre o comportamento da diversidade genética dentro de uma escda
temporal. Das espédes importantes como pragas de cereais, apenas S. avenae tem
mereddo atengéo a este respeito (Sunnwcks et al. 1997). Schizaphis graminum, considerada
a epéde de maior patencial de dano aos cereais nas Américas, tem sido alvo de estudcs
visando a mmpreensdo da evolucéo de bidtipos (Anstead et al. 2002, mas os aspectos de
suadindmicapopuadona tém sido regligenciados (Puterka & Peters 1990.

Nos Estados Unidos, Shufran et al. (1991 demonstraram haver uma variac@® na
diversidade genética de S graminum associada @m o tamanho popladona apenas em
trigo. Em sorgo, a diversidade éestavel na escda temporal, independendo da variagdo de
tamanho popladona. No Brasil, ainda ndo houwe nenhum estudo vdtado para avariagéo
temporal em um mesmo locd. Cadano (1973 prop6s a ocorréncia de migracéo de dideos
em fungédo do pantio escdonado de trigo. Segundo esta propcsi¢céo, no sul do Brasil, a
infestac® de lavouras de cereais sria principalmente de @lonizadores vindos de regides
mais a0 nate. Entretanto, Lopes-da-Silva et al. (20049 considera a paosshbili dade de que
clones residentes permanentes proximos as areas de cultivo de cereais sjam 0s principais
colonizadores, sendo s Unicos. Estes autores também aportam a eisténcia de um perfil
RAPD unico e diferenciado do bétipo C de S. graminum no Rio Grande do Sul como um
indicativo desta ondcéo. O desconhedmento de hospedeiros slvestres de S. graminum no

sul do Brasil torna aquestéo ainda mais complexa.
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Estudes bre a variac® na diversidade genética en escda temporal podem
contribuir para aumentar o entendimento do adréo migratério de Schizaphis graminum no

Brasil. Estainformac® é relevante para o controle deste inseto.

3.2.0Dbjetivo
Este trabalho teve mmo oljetivo caraderizar e quantificar a diversidade genética
entre dones de S. graminum coletadas em um mesmo locd, ao longo do tempo wsando

marcadores RAPD.

3.3Material e Métodos
3.3.1 Coleta

Osclonesde S. graminum foram coletados em uma lavoura de avela-preta or. lapar-
61, situada an area experimental do Instituto Agronémico do Parana, em Londrina-PR. A
coleta foi concentrada em uma &ea de aproximadamente 2.500 m? (50x50 m), com
freqUéncia de wmletas de uma a trés vezes par semana, conforme a abundincia dos
espédmes, durante o periodo dce maio ao fina de ayosto de 2003. 0O tamanho ch &ea foi
definido arbitrariamente an funcdo dainfestagdo inicial encontrada.

Preferencialmente, coletou-se uma ninfa do agrupamento de ninfas menores junto as
fémeas partenogenéticas, asauumindo que estas pertencessem a mesma linhagem clonal.

Também foram col etadas fémeas apteras ou aladas isoladas.

3.3.2Multiplicacao e Conservacgao dos Clones
De 164 clones, descartaram-se 41 pa problemas de parasitismo, fungos e falhas na

inoculacg, resultando ra multi plicaga@ de 123 linhagens clonais (Tabela 3.1). Os clones
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coletados foram levados para casa-de-vegetacdo e depositados com auxilio de um pincd
sobre plantulas de trigo cv. IAC-5-Maringa, plantadas em vasos (Figura. 3.18). Essas
plantulas foram protegidas por um cilindro de acrilico transparente de 65 x 25 cm (Figura
3.1b rembertos com “voil” para evitar parasitismo e predac@®. De cada done oletado,
congtituiu-se uma linhagem clonal que foi mantida &é o momento em que parte dos clones
era olocada an etand a95% e estocada a-20°C para extrac® doDNA.

Dez linhagens clonais oriundas de fémeas col etadas no més de agosto foram criadas
sobre a ailtivar de trigo EMBRAPA-16, ge posaui como um genitor, a variedade Amigo
(suscetivel a0 hidtipo E, resistente a hidtipo C), para identificar o provavel bidtipo

ocorrente nolocd de estudo.

3.3.3Extracao do DNA

O protocolo uilizado para a etragdo de DNA foi o de Carvalho & Vieira (2007).
Cinco clones de cada linhagem foram acondcionados em tubcs de microcentrifuga de 1,5
mL para maceracd® com 200uL do tampéo de extracdo [200mM Tris-HCI (pH 8,0), 2M
NaCl, 0,5M EDTA] e 50 uL de sarcosyl. As suspensdes resultantes foram colocadas em
uma placa guecedora a65C por 30 min e gds, centrifugadas a 10.000rpm por 15 min. O
sobrenadante foi recolhido em um novo microtubo, on@ foram adicionados 110 pL de
acdato de andnio e 250 uL de isopropand gelado para a predpitacdo do DNA. Essa
solugédo foi guardada no congelador a —20C por 8h. A seguir, os microtubos com 0s
reagentes foram novamente centrifugados a 10.000rpm durante 15 min e o sobrenadante

descatado. O pellet de DNA foi submetido a duas lavagens com etand 70% e re-
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suspendido pela aicdo de 25uL tampéo TE ( TrisEDTA, pH 8,0) contendo RNAase

(10pg/mL) e mantido a —20 °C.
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Figura 3.1. Sistema de multi plica¢@ das linhagens clonais de Schizaphis graminum para o
estudo ce diversidade genética temporal. A, conjunto de vasos de multiplicacéo; B, vista

em detalhe de um vaso de multi plicac®.

3.3.4 RAPD
As reagoes foram preparadas em microtubas de 0,6 mL no vdume total de
25 L para cada rea;éo contendo tampdo [20mM Tris HCI (pH 8,4) , 50mM de KCl],
3mM de MgCl, 100uM de caladNTP, 5 pmol de iniciadores, 1,0U de Taq pdimerase e
aproximadamente 25 ng50 ng de DNA. As amplificagdes foram feitas utilizando-se o
Termociclador PTC-100(MJ Reseach) com seguinte programa de temperaturas. 5 min a
94°C seguidaos de 40 ciclos de 1min a94%C, 1min 30sa 409 e 3 minutos a 72°C, com
extensdo final de 5 min a 729C. As amplificagdes foram analisadas em eletroforese a
5V/cm em gel de agarose (1,5%) e 0,5 X TBE, sendo coradas em brometo de didio a0,5
pug/mL. Os géis foram visuali zados e fotografados utili zando-se o sistema KODAK EDAS
120.
Inicialmente, foram testados os seguintes iniciadores: OPA-2, OPA-7, OPA-10,

OPA-11,0PA-12, OPA-13, OPA-14 e OPC-2 em 10 amostras coletadas por més. Destes,
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foram selecionados os iniciadores OPA-2 e OPC-2, que detedaram padimorfismos

reprodwziveis noteste inicial.

3.3.5Analise dos Dados
Apenas fragmentos menores que 2,5 kb e reprodwziveis em dois ou mais géis foram
considerados para a andlise. Os gendtipos foram definidos pela combinacdo dos
paimorfismos gerados pelos dais iniciadores. A diversidade de gendtipos par més foi
cdculada dravés do Indice de Informagdo de Shannon (H) (Lewortin 1973, conforme a
seguinte formula aaixo:
H = -Z[(p)(logpi)], once p; € afrequéncia de determinado gendtipo ra amostra
mensal.
Os cdculos foram redizados através do pograma Shannon Calculator
(www.changbi oscience.com/genetics/shannon.liml). Testes de Qui-quadrado (X?) foram
redizados para testar a eisténcia de variac@® significativa nas freqiéncias dos dois

genadtipos mais abundantes, conforme Lopes-da-Silva & Casagrande (2003).

3.4Resultados e Discussio.

Com o uso das dais iniciadores, foi posdvel distinguir quatro gendtipos dentre &
123linhagens clonais anali sadas, identificados pelos codigos: Sgl, Sg2, Sg3 e Sg4. (Figura
3.4, Tabelas 3.1e3.2).

Neste trabalho, mesmo usando-se um numero menor de iniciadores (dois) foi
possvel encontrar 40% da diversidade encontrada no trabalho e Lopes-da-Silva et al.

(2004, que empregaram seis iniciadores. Utilizando metoddogia diversa da empregada
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neste trabalho (IGS -espagalores intergénicos), Shufran et al. (1991) demonstraram que a
maior parte da diversidade em uma escda macrogeogréficade S. graminum (> 80 %) pode
ser encontrada an coldnias presentes em uma anica folha. Em outros trabalhas, o nimero
de gendtipos identificados por RAPD e encontrados em um mesmo locd também é
pequeno. Em M. dirhodum, com o uso de dais iniciadores, Nicol et al. (1997) distinguiram
5 gendtipos em 142 amostrados clones amostrados. Na Inglaterra, Lusha et al. (2002)
discriminaram 14 gendtipos dentre 216 clones de Stobion avenae usando apenas um
iniciador. Entretanto, com o uso de 5 iniciadores, Figueroa et al. 2002 discriminaram 31

gendtipos de 167 linhagens clonais de Stobion avenae.

Figura 3.2. Perfis RAPD de linhagens clonais (1-11) de Schizaphis graminum coletados
no més de maio, oltidos com iniciador OPA-2. A seta brancaindica abanda poimorfice

de groximadamente 1000 pb.M: marcador de 100 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 3.3. Perfis RAPD de linhagens clonais Schizaphis graminum (1-12) coletados
no més de junho a 2003, olidos com o iniciador OPC-2. A seta brancaindica ¢

banda paimorfica de groximadamente 1100 pb.M: marcador de 100 pb.

OPA-2 OPC2 OPA-2 OPC-2 OPA-2 OPC-2 OPA-2 OPC-2
I l l[b
ai | 1 . o I
bk L v
Sg1 Sg2 Sg3 Sg4

Figura 3.4 Perfis dos gendtipos de Schizaphis graminum obtidos com iniciadores OPA-2 €
OPC-2. a banda de 1000 pbpresente no perfil gerado pelo iniciador OPA-2, b banda de 110(
pb presente no perfil gerado pelo iniciador OPC-2
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Tabela3.1.Distribuicdd do nimero de gendtipos de Schizaphis graminum entre a amostras

mensais no periodo e maio-agosto, 2003.Londina-PR.

Gendtipos/Meses  Maio Junho Julho Agosto Total por

gendtipo %
Sgl - 23 13 4 40 32,5
Sg2 27 26 9 13 75 61,0

Sg3 - 1 - - 1 0,8

Sg4 5 1 - 1 7 57

Total mensal
32 51 22 18 123 100,0
De dones

Tabela 3.2. Definicédo daos gendtipos de Schizaphis graminum pelo pdimorfismo gerado

pelosiniciadores OPA-2 e OPC-2.
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Gendtipos Bandas pdimorficas
Sgl Presentes. OPA-2, 1000 pke OPC-2, 1100
pb.
Sg2 Presente: OPA-2, 1000 pb.

Ausente: OPC-2, 1100 pb.

Sg3 Presente: OPC-2, 1100 pb.
Ausente: OPA-2, 1000 pb.

Sg4 Ausentes: OPA-2, 1000e OPC-2, 1100 pb

A identificac@o de bidtipos de S. graminum no Brasil tem demonstrado uma grande
variagdo de ao para ano . @wmposi¢cao des bidtipos nas regides triti cultoras (Tonet 1999.
Utili zando oiniciador OPC-2, qte posshilita distingdo do bétipo E do biétipo C (Lopes-
da-Silvaet al 2009, foram obtidos perfis de marcadores RAPD indicativos de que & linhas
clonais coletadas neste trabalho pertenciam exclusivamente a hiétipo E de S graminum. O
teste de reagd0 ao dano redizado com a altivar EMBRAPA-16, confirmou que &
linhagens clonais testadas s80 pertencentes ao hidtipo E (Figura 3.5).

A presenca de genas um bi6tipo em uma determinada lavoura, ou, a maior
freqUéncia de um bidtipo em uma regido é wnsiderado un fato comum em S. graminum
nos Estados Unidos (Shufran et al. 1991,Shufran et al. 1992,Peters et al. 1997). O bidtipo
E € onsiderado o mais comum em lavouras de trigo na regido das grandes pradarias
(Kansas, Oklahoma, Missouri e parte do Texas) (Peters et al. 1997. No Brasil, segundo

Tonet (comunicacéo pessoal), clones do kidtipo E foram identificados até o0 ano de 1998.
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Durante 19992000ndo foram encontrados clones des< bidtipo, sendo que estes voltaram a
serem identificados omente an 2001e 2002.

Houwe o predominio do gendtipo Sg2, que também foi o Urico presente an todcs 0s
meses e am todas as coletas. A Unica excezdo foi a predomindncia do gendtipo Sgl, nas
coletas efetuadas no més de julho. O més de junho foi 0 que gresentou a maior
diversidade, ndo somente pelo fato da anostragem total desse més sr a Unica que ontinha
0s quatro gendtipas, mas também porgue o gendtipo Sgl foi observado em uma freqiéncia
praticamente igual a do gendtipo Sg2, o mais abundante na mleta total. Os valores de
diversidade genética ndo sofreram ateracdo substancial a partir do més do junho (Tabela

3.3.
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Figura 3.5 Reac® de suscdibilidade da ailtivar Embrapa-16 a uma linhagem clonal
coletada no més de agosto, oltidaquatro das apés ainoculagdo de 10 fémeas adultas. Setas
indicam as |esBes caracteristicas de alltivares suscetiveisa S graminum.

Tabela 3.3 Diversidade de gendtipos obtidos por RAPD nas amostras de Schizaphis
graminum coletadas no periodo e maio-agosto de 2003 em uma lavoura de aveia-preta
(Avena strigosa) cv. IAPAR 61. Londrina-PR. Hy,;: indice de Informag&o de Shannon @ra



diversidade genética mensal, Hy: indice de informagio de Shannon @ra

genéticatotal do periodo.
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a diversidade

Més Hm H: % da H;

Maio 0,441 - 50,%0

Junho 0,857 - 98,68%

Julho 0,670 - 77,%%
Agosto 0,730 - 84,01
Periodo maio-agosto - 0,869 100,06

Uma das hipateses que melhor explicaria apredominancia do gendtipo Sg2 viria

do fato deste aonstituir-se um colonizador pioneiro. Assm, os gendétipos pioneiros £
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tornam abundbntes em virtude da menor resisténcia ambiental nos estagios iniciais de
colonizac®, em razdo principamente da auséncia de parasitdides e predadores. Como
conseqiiéncia, a popuacd fundadora terd muita importancia na @nstituicdo da
diversidade genéticatemporal e espadal (Nicol et al. 1997).

O segundo gendétipo mais comum, Sgl, foi somente detedado ra anostragem de
junho, mas ja dcancando dta freqliéncia en comparac@® com 0s outros trés genotipos.
Entretanto, réo é significaiva adiferenca entre freqiéncias de Sgl e Sg2 na amostra de
julho em relac® s freqiéncias na anostra de junho (X= 0.90, p=0.34, G.L.=1). Isto
sugere que amelhor explicacdo pera o rgpido aumento de Sgl no més de junhosga a
ocorréncia de uma grande dispersao deste gendtipo para dentro da &eade estuda. Entre os
meses de julho e agosto houwe uma importante variac® da diversidade genética
encontrada na &rea em estudo, pas o gendtipo Sg2 pasou a ser mais abundante que o Sgl
(X? = 4,92, 0.04). Além do movimento de dispersdo, a variac® na fregiéncia de
gendtipos pode ser uma mnseqiéncia de selec@® ou deriva genética (Guill emaud et al.
1997, Masnet & Weiszr, 2004). Como a selecdo acarreta diminuicéd da diversidade
genética (Guillemaud et al. 1997, o efeito da deriva explicaia melhor a diminui¢cédo do
gendtipo Sgl na amostra de agosto, pds a diversidade (Hn) ndo foi substanciamente
dterada (Tabela 3.3). O efeito de selecdo pocdkria goenas Fr resporsavel pela manutengéo
da baixissma freqiéncia dos gendtipos mais raros, Sg3 e Sg4. A reducéo da popuacé@®
ndo ocasionou \ariacdo na diversidade genética (Tabela 3.3), resultado compativel com o
observado pa Shufran et al. (1991) em S graminum. A diversidade genética estabili zou-
se apartir do més de junho,ap6s a dispersdo de um novo endtipo para dentro da aea de

estudo. Assm, é posdvel que a atabilidade encontrada possa ser devida a uma
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colonizac® continua. Pela ebundancia do primeiro gendtipo olservado, € demonstrada a
influéncia do evento fundador na diversidade genéticatemporal.

Também foi observado que, mesmo em uma pequena aea de alltivo, pode ocorrer
mais de uma linhagem clonal de S. graminum pertencentes a um mesmo hiétipo (E). A
existéncia de diversidade genética en um mesmo locd € umainformacd importante para o
manegjo de S graminum, pds este fato aumenta a probabili dade de ocorréncia de selecéo

pelo emprego de métodas de antrole a longo dotempo.

3.5Conclusdes

- O gendtipo e S, graminum mais aburdante durante todo operiodode estudofoi também
o predominante desde o inicio da mleta, indicando a importancia do efeito fundador na
diversidade genéticatemporal.

- O segundo gendtipo mais abundante pode ser considerado como colonizador tardio,
alcancando alta freqiéncia nas coletas possvelmente devido a uma grande dispersao para
dentro da dreade estudoe ndo pa melhor adaptacéo.

- A partir do més de junho r@o houwe dteracd importante na diversidade genética,
havendo aternancia significativa de predominancia eitre os dois gendtipos mais
abundantes apenas entre 0 més de julho e agosto, passvelmente caisados pelo efeito de
deriva genética

- A baixa freqiéncia de dois genétipos durante todo o @riodode mletaindica aexisténcia

de selecéo.



82

Literatura citada

Anstead, J. A.; J. D. Burdon & K. A. Shufran. 2002. Mitochondial DNA sequence
divergence anong Schizaphis graminum (Hemiptera: Aphididae) clones from cultivated
and noncultivated hcsts: haplotype and hast associations. Bulletin of Entomological

Reseach 92 17-24.

Cadano, V. R. 1973.Estudas bre os afideos vetores do Virus do Nanismo Amarelo da
Cevada, em espeda de Acyrthosiphon dirhodum, em trigo no Sul do Brasil. Tese

(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 104p.

Figueroa, C. C.; R. Loayza-Muro & H. M. Niemeyer. 2002. Temporal variation d RAPD-
PCR phenatype compasition d the grain aphid Stobion avenae (Hemiptera: Aphididae) on

whed: role of hydroxamic aads. Bulletin of Entomologicd Research 92 25-33.

Guillemaud, T.; L. Mieuzet & J. C. Simon. 2003 Spatial and temporal genetic variability in

French popuations of the peadh-patato aphid, Myzus persicae. Heredity 91. 143152.

Lewontin, R. C. 1972.The gpationment of human dversity. Evolutionary Biology 6:

381-398.

Llewellyn, K. S; H. D. Loxdale; R. Harrington; C. P. Brookes; S. J. Clark & P. Sunnucks.
2003Migration and genetic structure of the grain aphid (Stobion avenae) in Britain related
to climatic adaptation and clonal fluctuation reveded using microsatellites. Molecular

Ecology 12, 2134



83

Lopes-da-Silva, M.; G. E. L. Tonet & L. G. E. Vieira. Characterization and genetic
relationships among Brazilian hiotypes of Schizaphis graminum (Rondani) (Hemiptera:

Aphididag using RAPD markers. Neotropical Entomology 33(1) 43-49

Lopes-da-Silva, M & M. M. Casagrande. 2003.Color paymorphism and all ele frequency
in a Brazilian popuation d the sunflower caterpillar Chlosyne lacinia saundersi

(Douldeday) (Lepidoptera: Nymphalidae). Neotropicd Entomology 32 (1): 159161.

Lusha G.; O. Markovitch & H.D. Loxdale. 2002. Host-based genotype variation

ininsedsrevisited. Bulletin of Entomologicd Research 92 159-64.

Martinez Torres D.; A. Moya; P.D.N. Herbert & J. C.Simon. 1997. Geographic
distribution and seasonal variation d mitochondial DNA haplotypes in the ghid
Rhopalosiphum padi (Hemiptera : Aphididag). Bulletin of Entomologicd Research. 87

161-167.

Masonet, B & W.W. Weissr. 2004.Patterns of genetic differentation between popuations
of the spedalized herbivore Macrosiphoniella tanacetaria (Homoptera, Aphididae).

Heredity 93 (6): 577-584

Nicol, D.; K. F.AArmstrong; S.D. Wratten;, C.M. Cameron, C.M. Frampton & C.M. B.
Fenton. 1997 Genetic variation in an introduced aphid pest (Metopolophium dirhodum) in

New Zealand and relation to individuals from Europe. Molecular Ecology 6: 255-265.

Peters, D.C.; F. Ullah; M.A.Karner, W.B. Massy, P.G. Mulder & V.H. Beregovoy. 1997.
Greenbug (Homoptera: Aphididag biotype surveysin Oklahoma, 19911996.Journal of the

Kansas Entomological Society 70: 120-128



84

Puterka, G.J. & D.C. Peters. 1990.Sexua reproduction and inheritance of virulencein the
greenbug Schizaphis graminum (Rondani), p.289317. Campbell, RK & R.D. Eikenbary

(eds.). Aphid-plant genotype interactions, Amsterdam, Elsevier, 378p.
Shufran, K. A.; W. C. Blak IV & D. C. Margolies. 1991.DNA fingerprinting to study

spatial and temporal distributions of an aphid, Schizaphis graminum (Homoptera:

Aphididag. Bulletin of Entomologicd Reseach 81 303313

Shufran, K.A.; D.C. Margdlies & W.C. Black. 1992.Variation ketween hiotype E clones of
Schizaphis graminum (HomopteraAphididae). Bulletin of Entomologicd Reseach 82

407-416.

Sunnweks, P.; P. J. De Barro; G. Lushai; N. Madean & D. F. Haes. 1997. Genetic
structure of an aphid studied using microsatellit es: cyclic parthenogenesis, diff erentiated

lineages, and hast spedalization. Moleaular Ecology 6: 10591073.



85

Capitulo 4: Andlise da Diversidade Genética de Linhagens
Clonais de Metopolophium dirhodum Walker (Hemiptera:
Aphididae) por marcadores RAPD

Capitulo 4 Analise da Diversidade Genética de Linhagens Clonais de Metopolophium
dirhodum (Walker) (Hemiptera: Aphididae) por marcadores RAPD

Resumo

O pulgdo Metopolophium dirhodum (Walker) (Hemiptera, Aphididae) tem grande

importancia eondmica devido a cgpaddade de transmissio de virus e danos infligidos aos
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cereais pela sucgéo de selva. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da distancia
geogréfica e do hapedeiro sobre a diversidade genética de linhagens clonais de M.
dirhodum usando marcadores RAPD. Vinte e trés clones foram coletados em aveia etrigo
em doze locdidades do sul do Brasil. De vinte e sete iniciadores usados para aandlise,
quatro iniciadores demonstraram palimorfismos discerniveis e reproduwziveis. A andlise de
agrupamento pa similaridade genética revelou haver catorze genétipos, cinco dacs quais
coletados exclusvamente en trigo, sete exclusivamente an avela e das em ambos
hospedeiros. N&do howe orrelacdo entre & Smilaridades genéticas e a disténcia
geografica A andlise de varianciamoleaular demonstrou gue dguns marcadores RAPD ndo
foram aleatoriamente distribuidos entre & linhagens clonais coletadas em aveia e en trigo.
Estes resultados sugerem que a ocorréncia de ragas hospedeiro-espedalistas em M.
dirhodum no Brasil deve ser melhor investigada mm a mmbinagdo de dados ewldgicos e
genéticos.

Palavr as-chave: Metopolophium dirhodum, RAPD, diversidade genética, interagéo inseto-

planta, ragas haspedeiro-espeaali stas.

Chapter 4: Analysis of Genetic Diversity in Metopolophium dirhodum (Walker)
(Hemiptera: Aphididae) by RAPD markers.

Abstract:

The ghid Metopolophium dirhodum, has grea econamicd importance due to viruses
transmisson and damage inflicted by sap suction oncereds. The objedive of this work was
to assessthe dfeds of hosts and geographic distance on genetic diversity of M. dirhodum

clona lineages using RAPD markers. Twenty-three d¢ones were mllected on ats and



87

whea in twelve localiti es of Southern Brazil. From twenty-seven primers tested, orly four
primers discernible and reproducible palymorphisms. The duster analysis reveded fourteen
diff erent genotypes. Five genatypes were olleded exclusively on wheat; seven exclusively
on aats and two were mllected on bah hasts. Genetic and geographicd distances among all
clona lineages were nat correlated. Analysis of Molecular Variance showed that some
moleaular markers are not randamly distributed among clona lineages collected on ats
and onwhed. These results suggested that the presence of host-races within M. dirhodum
shoud be further investigated using a cwmbination o ecologicd and genetic data.

Key words. Metopol ophium dirhodum, RAPD, genetic diversity, insed-plant relationships,

host-races

4.11ntroducéo
4.1.1Bionomia M. dirhodum

O género Metopolophium Mordvilko, 1914compreende vérias espédes, sendo qlie
apenas Metopolophium dirhodum (Walker,1849, M. festucae (Theobald, 19I7), M.
cerealium (Stroyan, 1982 e M. alpinum Hill e Lis Lambers, 1966,apresentam importancia
eondmica, principamente M. dirhodum, por atacar cereais e ser vetor de virus
fitopatogénicos. Esta espécie era anteriormente incluida no género Acyrtosiphon (Blackman

& Eastop 1984.
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Nas regides mais frias da Europa, a e¢osdo de ninfas de M. dirhodum ocorre na
primavera en Rosa spp. (hospedeiro primario). Dessa forma, séo geradas fémeas dpteras,
chamadas de fundadoras, que sdo partenogenéticas. Entre o fim da primavera e o inicio do
verdo, as fémeas aladas originadas das fundadoras migram para os hospedeiros aundérios
(graminesas), aonce irdo se reproduwzir por partenogénese (Halbert & Voegtlin 1995. No
final do verdo, ocorre amigragéo de volta para o haspedeiro primario, dandoinicio a fase
sexua dociclo devida com aproducéo de machos e fémeas oviparas. Esse aontedmento é
desencadeado pelo encurtamento do fotoperiodo e diminuicdo da temperatura (Dixon
1985. Apdés a feaundacdo, as fémeas colocam ovos que originardo as fundadoras,
reiniciando ociclo de vida anual.

As plantas hospedeiras listadas para M. dirhodum na Europa, América do Norte e
América do Sul incluem trigo, aveia, cevada, centeio, milho, cgoim-cevadinha (Bromus
catharticus), datilo (Dactylis glomerata), grama-azul-do-kentucky (Poa pratensis) e falaris
(Phalaris sp.) (Dean 1974, Nicol et al. 1997. Em certas partes da Europa, algumas
popuagdes de M. dirhodum apresentam holociclo moncécio, aternando a fase sexual e a
assxual apenas em graminess, tal como Schizaphis graminum (Rondani) e Stobion avenae
(F.) (Prior 1976apud Blackman & Eastop 1983.

M. dirhodum era raramente encontrado em trigo na Gra-Bretanha, mas a partir de
uma grande infestagdo nofinal da décala de 1970, howe uma modificagd naimportancia
eondmicadeste dideo como praga naguele pais (Vickerman & Wratten 198). Este inseto
tem grande importancia en cereais na Alemanha, Polénia e Eslovaquia, sendo que nesses
dois Ultimos paises é &undinte en milho (Kot & Bil ewicz-Pawinska 1989, Cagan 2001)).
M. dirhodum é aprincipal praga de trigo e outros cereds na Nova Zelandia (Nicol et

al.1997.
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NaAmeéricado Sul foi constatado rimeiramente no Brasil antes da década de 1970,
e no Chile en 1972, e ja foi considerado o pincipal pulgdo praga do trigo nestes daois
paises (Zufiga 1986, Salvadori 1999. Apds um programa de wntrole biolégico de forma
inundativa empregando microhimendpteros parasitéides importados, M. dirhodum pasu a
ocasionar danaos de forma esporadica(Salvadori & Tonet 2001).

O numero de trabalhos versando sobre agenéticade M. dirhodum é muito pequeno,
se owmparado com o nimero de trabalhos existentes com outras espédes de dideos de
importancia eonamica para os cereais.

DeBarro et al. (1995 estudaram a diversidade genéticade M. dirhodum e S. avenae
em varios locas do Sul da Inglaterra en &reas de aultivos de trigo e nas areas adjacentes.
Foi observada aselecd® de gen&tipos de dideos pelo trigo apenas em S. avenae, haqual, a
variabilidade genética encontrada em individucs nas areas adjacentes foi maior que a
encontrada no trigo, indicando a eisténcia de um proces de selecé sobre os gendtipos
colonizadores em trigo. Independente da locdidade, perfis genéticos das popuagdes
coletadas em trigo foram muito hamogéneos, sugerindo una estruturacéo genética ®m o
hospedeiro. De modo dferente, M. dirhodum apresentou maior similaridade genética ean
funcd da procedéncia endo da espécie da planta hospedeira. A auséncia de estruturacé
genética en M. dirhodum em relac® ao hospedeiro é explicada pelos autores pela
ocorréncia bem mais frequente do ciclo sexual em M. dirhodum que en S avenae. A
recombinacéo pela reproducéo sexual atenua o efeito da selecéo disruptiva pelas plantas
hospedeiras (De Barro et al. 1995.

Estudo condwido ma Nova Zelandia com marcadores RAPD aportou uma grande
diversidade genética en M. dirhodum, ndo havendo, contudo, uma relacdo dessa

variabilidade com a distribuicddo espacial (Nicol et al. 1997). A diversidade genética
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encontrada na Nova Zelandia (onde aintrodugéo € mnsiderada recente) foi menor que a
encontrada nas popuacdes da Escocia. Os autores propdem a ocorréncia de multiplas
introducdes de diferentes clones da praga no pais.

Estudos citogenéticos demonstram que & popuagdes européias 0 2re18
(Blackman & Eastop 1984. Entretanto, Rubin-de-Celis et al. (1997 encontraram dois
caiotipos (2n=16 e 2n=18) em clones de M. dirhodum coletados em Pas Fundo- RS. As
implicag@es emldgicas da variagdo cariotipica na aaptagdo aos diferentes haspedeiros

ainda ndo foram estabeleadas.

4.1.2Defesas Quimicas de Cereais e a Biologia dos Afideos

O aparedmento de ragas adaptadas em afideos € principalmente devido as preses
seletivas ocasionadas pelos mecanismos de defesa das plantas (Gould 1978. Tendo em
vista abase genética das adaptagbes a0 haspedeiro, os individucs que @mpartilham um
valor adaptativo semelhante, poderdo ter, em conseqiiéncia, maior similaridade genética
Conforme Caillaud et al. (19995 demonstrou para S avenae, existe grande variag@® no
desempenho & dones em relagdo a fontes de resisténcia ean trigo. Assm, determinado
clone (por conseguinte, determinado gendtipo) pode se tornar muito associado a um
haospedeiro particular em razéo da sua melhor adaptacé.

O principal mecanismo de defesa das plantas ap atague de dideos provém de
compostos quimicos (Niemeyer 1988. De forma geral, eses compostos quimicos tem
efeito de antibiose sobre os afideos, 0 que éexpresso pela diminuicd da sobrevivéncia, da
longevidade eda fecunddade (Panda & Kush 1995. Para superar as defesas da planta, o
afideo deve dispor de mntra-adaptacdes que sdo manifestadas por meio de comportamentos

alimentares particulares ou por metabolismo espeda das substancias quimicas de defesa
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(Givovich & Niemeyer 1997, Brattesten 198§. Os addos hidroxamicos ou kenzoaxinores
constituem as substancias que promovem a resisténcia dos cereais aos afideos de forma
mais eficiente (Niemeyer 1988. Em niveis elevados, os addos hidroxdmicos provocam
comportamento de deterréncia nos afideos Rhopalosiphum padi L., S avenae, M.
dirhodum e S. graminum, que levam um maior tempo parainiciar a dimentagé (Givovich
& Niemeyer 1997).

Nos cereds de inverno, s addos hidroxamicos estdo ausentes da aveia epresentes
em niveis variaveis no trigo (Figueroa et al. 2009. Esss diferencas ha cmposicéo de
substancias de defesa quimica podem ocasionar diferentes nivels de presses seletivas. Em
afideos, a a&ciagdo entre adaptac® a defesa quimica de plantas e poimorfismos

moleaulares ainda ndo foi pesquisada de formamais profunda (Figueroa et al. 2002.

4.2 Objetivos

Os objetivos deste trabaho foram avaiar a variabilidade genética de
Metopolophium dirhodum no Brasil através do wso de marcadores moleaulares RAPD e
verificar se esta variabili dade genética esta mais reladonada cm o haospedeiro oucom a

distribuicéo geografica en M. dirhodum.

4.3Material e Méodos
4.3.10btencéo e Multiplicagao de Clones
As coletas de dones de M. dirhodum foram redizadas em éreas de lavouras de

trigo, aveia-preta ebranca, em 12 localidades dos estados do Parand e do Rio Grande do
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Sul (Tabela 4.1). Clones de mesma locdidade e mesmo hospedeiro foram coletados em
uma mesma &ea de lavoura. Foram ohtidos 23 clones, que foram multiplicados hre

plantulas de trigo cv. IAC-5-Maringé plantadas em vasos mantidos em casa-de-vegetacéo.

4.3.2Extracdode DNA

O protocolo utilizado para a etragdo de DNA foi o de Carvalho & Vieira (200).
Cinco clones de cada linhagem foram acondcionados em tubos de microcentrifuga de 1,5
mL para macerac@® com 60uL do tampdo de extragdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 M
NaCl, 0,5V EDTA) e 15 L de sarcosyl. As suspensies resultantes foram colocadas em
uma placa guecedora a65¢C por 30 min e g6s, centrifugadas a 10.000rpm por 15 min. O
sobrenadante foi recolhido em um novo microtubo, on@ foram adicionados 110 pL de
acdato de anonio e 250 pL de isopropand gelado para apredpitacdo doDNA. A seguir,
0S microtubos com os reggentes foram novamente centrifugados a 10.000rpm durante 15
min e o sobrenadante descartado. O pellet de DNA foi submetido a duas lavagens com
etand 70 % e re-suspendido pela alicdo de 25uL tampdo TE ( TrisEDTA, pH 8,0

contendo RNAase (10pug/mL) e guardado a —20 °C.

4.3.3RAPD

As reacdes foram preparadas em microtubcs de 0,6 mL no vdume total de 25 pL
para cada reagé contendo Tampéo [20mM Tris HCI (pH 8,4), 50mM de KCl], 3mM de
MgCl, 100uM de cala dNTP, 5 pmol de iniciadores, 1,0 U de Taq pdimerase e
aproximadamente 25 g de DNA. As amplificacbes foram fetas utilizandose o

Termociclador PTC-100 (MJ Reseach) com seguinte programa de temperaturas: 5 min a
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94°C seguidos de 40 ciclos de 1min a 94<C, 1 min 30 a 40C e 3 minutos a 72°C, com
extensdo final de 5 min a 72%C. As amplificagdes foram analisadas em eletroforese a
5V/cm em gel de agarose (1,5%) e 0,5 X Tris-Borato-EDTA, sendo coradas em brometo
de didio a 0,5 pg/mL. Os géis foram visualizados e fotografados utili zando-se 0 sistema
KODAK EDAS 120. Foram testados vinte iniciadores da série OPA (1-20), 4 da série

OPB, 2 daOPG, 1 aOPH e 1 OPK

Tabela 4.1 Hospedeiros, locais, nimero de dones e adigos das linhagens clonais de

M etopol ophium dirhodum.

Hospedeiro Loca NUmero de dones Cadigo
de Coleta
Trigo LondinaPR 3 T-LON-1
T-LON-2
Ponta Grossa-PR 2 T-LON-3
TaperaRS 1
ljui-RS 2 T-PG-1
T-PG-2
Cruz Alta-RS 1 T-TAP-1
T-1J-1
T-13-2

T-CAL-1
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AvelaPreta  CampoMourdo-PR 1 A-CM-1
ljui-RS 1 A-1J-1
Cruz AltaRS 3 A-CAL-2
A-CAL-3
Panambi-RS 3 A-CAL-4
CarazinhoRS 1 A-PAN-1
Pas FundoRS 1 A-PAN-2
N&o-Me-Toque-RS 2 A-PAN-3
Aveia-Branca IbirubaRS 1
Selbadh-RS 1 A-CAR-1
A-PFU-1
A-NMT-1
A-NMT-2
A-1BI-1
A-SEL-1

4.3.4Andlise dosdados

Apenas fragmentos menores que 2,5 kbe reprodwziveis em dois ou mais géis foram
considerados para aandli se. Utili zou-se o coeficiente de simil aridade de Jaccard (Sneath &
Sokal 1973 entre & linhagens clonais foram cd culados da seguinte forma: S, » = a(atb+c)
onde: a = nimero de bandas presentes para anbas linhagens, b = ndmero de bandas
presentes para linhagem 1, mas ndo pera alinhagem 2, ¢ = numero de bandas presentes
paralinhagem 2, mas ndo pera a linhagem 1.

O método uilizado para a ©nstru¢éo do aendrograma foi o UPGMA (Unweighted
Paired Groupwith Arithmetic Mean) (Sneath & Sokal 1973.

Para testar da hipdtese existéncia de um isolamento pa distancia, realizou-se um

teste de asciagdo entre a matrizes de dissmil aridade genética ede distancia geografica,
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no qual o coeficiente de correlacdo matricia (r) é testado para significéncia na estatisticade
Mantel através de permutagdes dos valores de Z (Diniz-Filho 1998. Para evitar
coeficientes de rrelacd com valor negativo, a matriz de dissmilaridade genética foi
ohtida aravés daférmula DSy, = 1-Sy,, (DSy= indicede dissmil aridade entre aeb e Sy =
indicede simil aridade entre ae b, aiundo da matriz de similaridade). O teste de asciacéo
das matrizes foi redizado de forma separada para & linhagens clonais coletadas em aveia e
para linhagens clonais coletadas em trigo. Assm, olteve-se apenas o efeito da disténcia
sobre adissgmil aridade genética, de forma independente da planta hospedeira de mleta.

A Andise Moleallar da Varidncia (AMOVA) em dais niveis (popuagdes clonais
arranjadas em haospedeiros) foi redizada para investigar a influéncia da planta hospedeira
sobre a variabilidade genética das linhagens clonais. Para esta andlise empregouse o
programa AMOVA-PREP (Miller 1998 e WINMOVA versdo 1.55(Excoffier et al. 1992).
Nesta andise, testou-se ahipdtese de que valor do indice @4 (Excoffier et al. 1992 é

estatisticamente diferente de zero, o que indicaria uma significante diferenciagéo genética

4.4 Resultados e Discussio
4.4.1Variabilidade Genética

Dos 27 iniciadores testados, apenas quatro prodwziram polimorfismos. OPA-
2,0PA-3, OPA-4 e OPA-7 (Figuras 4.1-4.4), cujo nivel de pdimorfismo estd sumarizado
na Tabela 4.2. Foi posdvel a distingéo de 14 gendtipos em 23 clones pesquisados. Com o
iniciador OPA-4 encontrou-se um marcador muito assciado as popuagdes clonais
coletadas nas avelas, sendo pesente en 11 das 14 linhagens (Figura 4.3). Em trigo, este
fragmento de 1.200pb obkervado foi presente genas em uma das linhagens popuagies

(Figura 4.4). Quanto a distribuicéo dacs gendtipos por haspedeiros, cinco foram exclusivos
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de trigo, sete exclusivos das aveias e dois foram encontrados em ambos géneros de planta
(Figuras4.5).

A variabilidade genética encontrada en M. dirhodum neste trabaho foi
surpreendentemente dta para um afideo-praga introdwzido, embora semelhante aos niveis
de variabili dade encontrada por Nicol et al. (1997 para esta espécie na Nova Zelandia. Os
autores demonstraram ser posdvel distinguir 124 gendtipos de 142 clones, com a utili zag&
de gel de pdiacrilamida na detroforese dos fragmentos RAPD. Em gel de agarose, foi
posdvel distinguir apenas cinco gendtipos. Os autores encontraram um efeito significante
provocado pelo padrdo temporal da anostragem, pas em um mesmo locd, em diferentes
épocas, héa diferencas marcantes na compaosi¢céo genéticados afideos.

E posdvel que aheterogeneidade quanto a época, locdidade e planta hospedeira
sgja resporsavel pela dta diversidade observada em um pegueno nimero de dones

anali sados de M. dirhodum.

Tabela 4.2. Nivel de pdimorfismos encontrados com iniciadores de RAPD em 23

popuagdes clonais de Metopol ophium dirhodum.

Iniciador Ne° de marcadore NUmero de marcadores Percentudl d
RAPD reprodwziveis polimarficos marcadores

polimorficos
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Figura4.2 Perfis RAPD de Metopolophium dirhodum ohtidos pelo
iniciador OPA3. M: marcador de 100pb.Setas indicam as bandas
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Figura 4.4 Perfis RAPD de Metopol ophium dirhodum oltidos com iniciador OPA2.

M: marcador del00 pb.Setas brancas assnalam bandas paimérficas.
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Figura 4.5. Dendrograma das relagdes genéticas entre & linhagens clonais de

Metopol ophium dirhodum (valor 1,00 nocoeficiente significa100% de simil aridade).

4.4.2Correlacéo entre Dissmilaridade Genética e Distancia Geogr éfica

A correlacdo entre a distancia geogréfica e a disdmilaridade genética néo foi
significativa tanto para & linhagens clonais coletadas em trigo (r = 0,27, p= 0,08 como
para & linhagens coletadas em avela (r = -0,17, p= 0,13 (Figuras 4.6 e 4.7). Estes
resultados indican os marcadores encontrados ndo se a&Lciam com uma possvel
adaptacao as cond ¢des ambientais em uma escala espacial de dezenas de quil 6metros.

O isolamento genético pa disténcia éum fendmeno raro em afideos quando se trata
de &eas geogréficas contiguas. Apenas De Barro et al. (199%) encontrou estruturac@®
microgeografica en M. dirhodum no sul da Inglaterra. Neste cao, isto se deve aexisténcia
de dclo sexual, com maior probabili dade de ocorréncia de acaalamento entre individucs
mais proximos. Em locas em que se mnstata a auséncia da fase sexual, a diversidade
genética pode ndo estar correlacionada mm a distancia geografica Nicol et al. (1997

aportam auséncia de estruturacdo genética an escada microgeogréfica (disténcias < 1 km)
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em M. dirhodum na Nova Zelandia, pais em que @& popuacdes deste pulgdo sdo
exclusivamente andlociclicas, tal como noBrasil (De Barro et al. 1995.

Segundo Savadori & Tonet (2001), M. dirhodum predomina nas regifes
meridionais, espedamente an épocas de primaveras amenas e powco chuvesas. E posgvel
que esta espéde tenha limitada distribuicd geogréfica en funcdo da ndo adaptacd® a
temperaturas elevadas do centro doPais, situacé que favoreceria que amigracéo noBrasil

ficasee restrita aregido Sul.
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Figura4.6. Associacdo entre Dissmil aridade Genética eDistancia Geografica en linhagens

clonais de Metopol ophium dirhodum coletadas em trigo (r= 0,27 p= 0,08)

30
EE
~ 25 u
§ EE =
'g " I-I ] [
NOIE-TI
o)
o
) 'TH N u
®
© 151 [
o [ 1
= (T T "W m Em
=
‘N
0 101
a B EEEEE = .l-
]
5: mEEE N n
Ly b I | I I — i

I [ I I
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Distancia Geogréfica (Km)



10¢

Figura4.7. Asciagdo entre Disdmilaridade Genética e Disténcia Geogréfica eite &

popuagdes clonais de Metopol ophium dirhodum coletadas em avela (r=-0,17p=0,13.

4.4.3Andliseda Variancia Moleaular (AMOVA)

A AMOVA indicou dferenca significante na distribuicd do pdimorfismo RAPD
entre as linhagens coletadas em trigo e em aveia (Og = 0,21 p< 0,01). Isto demonstra que o
paimorfisnmo do RAPD ndo se distribuiu aeaoriamente entre os dois hospedeiros. A
possbili dade de que determinados gendtipos de M. dirhodum distintos por RAPD sgjam
mais associados a um determinado haspedeiro encontra respaldo res observactes de Lushal
et al. (2002. Ness trabaho, ¢ autores demonstraram que cetos gendtipos de Stobion
avenae distintos por RAPD sdo encontrados exclusivamente sob um haspedeiro, mesmo em
um locd onde patenciamente todas as espédes de plantas srviriam para sua alimentacéo.
Nessa espéde, distingue-se a existéncia de raca hospedeiro-especialistas em trigo
(Triticum aestivum ) e outra en datilo (D. glomerata), por meio de diferencas de alaptacéo

na nessas duas plantas hospedeiras (De Barro et al. 19%).
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Para indica com exatiddo a eisténcia de uma ragca hospedeiro-especidista €
necessrio demonstrar a isténcia de diferencas de aaptacd em relagdo as plantas
hospedeiras. No caso de M. dirhodum, essa informagéo pocdkria ser obtida por meio de
experimentos redprocos, nos quais as popuagies distintas s criadas nas duas espédes
hospedeiras (trigo e areia). Como os addos hidroxamicos reduzem a fertilidade e a
sobrevivéncia de M. dirhodum (Cambier et al. 200), seria importante investigar se a
presenca ou a aiséncia desses compaostos podkria ter papel na selegéo de linhagens clonais
adaptadas.

Diferencas de aridtipo entre dones de M. dirhodum também devem ser
consideradas do porto de vista da alaptagdo a planta hospedeira. Em afideos, jafoi relatada
a a0ciagdo entre caridtipos e preferéncia hospedeira (Bladkman et al. 1990. Também é
necessario primeiramente avaliar se ha divergéncia evolutiva importante entre dois grupcs

de linhagens clonais caracterizados pelo pdimorfismo RAPD/planta hospedeira de mleta.

4.5 Conclusdes

- A diversidade genética de M. dirhodum observada em clones coletados no sul do Brasil é
€ relativamente dta para uma epéde de afideo introdwzido e que se reprodwz por
partenogénese.

- A distancia geografica entre linhagens clonais de M. dirhodum ndo se crrelaciona com a
simil aridade genética

- Ha uma significativa diferenca genética entre & linhagens clonais de M. dirhodum

coletadas em trigo e & coletadas e nas avelas.
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Clonais de Metopolophium dirhodum (Walker) (Hemiptera:

Aphididae)

Capitulo 5 Variacdo no Segundo Espacador Interno Transcrito do DNA Ribossomal
(ITS2) em Linhagens Clonais de Metopolophium dirhodum (Walker) (Hemiptera:

Aphididae)

Resumo

A seqiéncia de nucleotideos do segundo espacador interno transcrito do DNA ribassomal
(ITS2) tem sido muito uilizada en estudcs taxonémicos e genético-popuadonais. O
objetivo deste trabalhofoi verificar a existéncia de umadivergéncia evolutiva en fungéo da
planta haspedeira entre & linhagens clonais de M. dirhodum caracterizadas por RAPD,
utili zando seqiéncia parcial de nucleotideos do ITS2. DNA foi extraido de dnco linhagens
clonais diferentes derivadas de fémeas partenogenéticas e aregido ITS foi amplificada por
PCR usando-se iniciadores especificos, sendo oproduo de PCR clonado e, posteriormente,
sequenciado. Das 25 sequéncias obtidas, 17 foram usadas para aandise. Dentre & 250
paosicdes originadas pelo alinhamento multiplo com a regido handloga de Acyrthosiphon

pisum, 10,4% foram variaveis, com a predominancia de indels obre substituicdes. A média
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da diversidade de nucleotideos (1) dentro das linhagens clonais foi similar a diversidade
entre & linhagens clonais. A topdogia inferida por Neighbor Joining mostrou réo haver
divergénciadaregido ITS2 das linhagens clonais caraderizadas por RAPD que pudesse ser
asciada aplanta hospedeira. As variagOes de ITS2 dentro das linhagens clonais e suas
causas $i0 dscutidas.

Palavras-Chave: 1TS2, afideos, linhagens clonais, evolucéo molecular.

Chapter 5: Variation in the Seaond Internal Transcribed Spacer (1TS2) of Ribosomal
DNA within Clonal Lineages of Metopolophium dihrodum (Walker) (Hemiptera:
Aphididae).

Abstract

The nucleotide sequence of the ribosomal DNA Second Internal Transcribed Spacer (ITS2)
has been used in taxonamic and genetic studies. The am of this work was to investigate the
existence of evolutionary divergence caused by host plant among clonal lineages of M.
dirhodum characterized by RAPD using partial ITS2 nwcleotide sequences. The DNA was
extraded from five dona lineages of parthenogenetic female and the ITS region was
amplified by PCR, cloned and sequenced. From 25 sequences, only 17 were used due to
their quality for analysis. Within 250 nwleotide sites originated by multiple dignments
with Acyrthosiphon pisum homologous ITS2 region, 10.46 were variable, with
predominance of indels over substitutions. The average of nucleotide diversity (1) within
clonal lineages was smilar to the diversity among clonal lineages. The topdogy inferred by

the Neighboa Joining showed that there is no evolutionary divergence among clona
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lineages characterized by RAPD that could be aswciated with host-plant. The ITS2
variations foundwithin clonal lineages and their causes are discussed.

Key words: ITS2, aphid, clona lineages, moleaular evolution.

5.1Introducéo
5.1.1Caracterizacdo da estrutura do DNA Ribossomal

O DNA ribossomal eucaidtico (rDNA) estd arranjado em unidades repetidas, cada
gual contendo s genes de RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. Estes genes s80 separados
por espacadores. os espacadores intergénicos (IGS-Intergenic Transcribed Spacers), os
espacalores transcritos externos (ETS-External Transcribed Spacers) e os espacadores
transcritos internos (ITS-Internal Transcribed Spacers) (Figura 5.1). Os IGS separam as
diferentes unidades repetidas e os ITS situam-se entre 0 18S e 28S. Os ITS sdo dvididos
em ITS1, locdizados entre 0 185 e 0 5.85, e 0s ITS2, que separam 0s genes 5.8S e 28S
(Hilli s& Dixon 1991 Schlotterer et al. 1994).

A dta homogeneidade da sequiéncia dos nucleotideos entre & copias do DNA
ribosomal é mantida dentro dcs individucs e mesmo dentro da espéde pelo fenbmeno ca
evolucd em concerto. Os principais mecanismos aportados como resporsaveis pela
evolugéo em concerto sdo a recombinagé desigual e a onversdo génica (Dover 1982).

Enquanto as regides dos genes ribossomais s altamente cnservadas dentro da espécie, as
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regiOes dos espagadores ITS podem variar intraespecificamente na sequéncia de bases e no
comprimento, aparentando réo estarem sob a mesma intensidade de selecéo (Gerbi 1985.

Nos genes ribossomais, a taxa total de substituic@o (trocas de nucleotideos através do tempo) é
muito lenta. Assim, esses genes podem servir para estudo de filogenia de taxons com caegoria
superior a género (tribos, superfamilias, ordens). Segundo Moran et al. (1993 as taxas de
divergéncia entre sequéncias de genes ribosomais que partilham um mesmo ancestral a 100

mil hées de anos estdo em torno ¢k 2-4%.

ITS1  ITS?
IGS ETS 185 IlﬁSi 5.89 i 285

—

ITSA
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Figura 5.1. Esqguema do cistron do DNA ribosoma mais comumente encontrado em
eucaiotos. A regido contida entre os iniciadores ITS4 e ITS5 corresponce @ fragmento
amplificado para 0 sequenciamento. ITS1, primeiro espagador transcrito interno; 1TS2,
segundo espacador transcrito interno; IGS, espacalor intergénico; ETS, espacador
transcrito externo; 18S, gene do RNA ribasomal 18S; 5.8S, gene para 0 RNA ribossomal

5.8S; 28S, gene parao RNA ribossomal 28S.

Dentre os espacadores, 0 IGS é 0 que evolui mais rapidamente, servindo mra etudcs
popuacionais ou até mesmo “fingerprinting” de individuos. Os ETS apresentam a taxa mais lenta
de evolugdo, muito provavelmente an funcd de seu papel de sindizador para transcricdo dos
RNAs ribossomais. Os ETS raramente foram utilizados para inferir filogenias, pois ha dificuldade
na omnstrucdo de iniciadores em funcdo da raridade de regifes conservadas no IGS (Hill is & Dixon
199)).

Os espacadores do rDNA mais verséteis no fornecimento de informacg& para filogenias entre
espécies 90 0s espacadores transcritosinternos ITSL e lITS2. O ITS1 e o ITS2 evoluem muito mais
rapidamente que os genes ribossomais e bem nmais lentamente que o IGS. Além dis®, a
amplificago dos dois ITS via PCR é facilitada pelas regides flanquealoras altamente mnservadas
nos genes 18S, 5.85 e 28S, o0 que permite aconstru¢do de iniciadores universais (Hillis & Dixon
1997).

As regides ITS tém sido também usadas como reldégios moleaulares para estimar

tempo ke divergéncia entre dois taxons. Por exemplo, a taxa de substituicéo de bases do

ITS2 olservada para amaioria dos organismos € de 0,3 a 0,8% por um milhdo (Bargues et
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al. 2000. Em Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) foi determinada uma taxa de 1% por
milh&o de ancs (Bargues et al. 2000.

Tanto o ITS1 quanto o ITS2 sdo freqUentemente utili zados para ataxonamia de
espédes e géneros (Schlotterer et al. 1994. Usualmente aseqgiiéncia de nucleotideos destes
espacalores evolui em concerto dentro de popuagies de auzamentos abertos (Liao 199) e
popuagdes geograficamente definidas (Vogler & DeSalle 1994). Contudo, deve haver uma
cata caitela nos estudos para @raderizar popuagdes pela sequéncia das regides ITS
devido a variagéo intraindividual recentemente encontrada em ITS1 e ITS2 (Harris &
Crandall 2000. Leo & Baker (2002 observaram mais de uma seqiéncia diferente de ITS2
em um individuo ca epéde de piolho humano (Pediculus humanus (Anopura:
Pediculidag. No caso de acaros ixodideos, varias cOpias de sequiéncias diferentes foram
encontradas em um mesmo individuo, tornandoinviavel a utilizac® de seqiéncias de ITS
para estudaos popuacionais (McLain et al. 1995).

Este tipo ce heterogeneidade de seqiiéncias é esperado em linhagens assexuais, nas
quais a evolugd em concerto pockria ser impedida ou dminuida por auséncia de
recombinacdo (Fuertes-Aguilar et al. 1999 como € o caso de Metopolophium dirhodum
(Waker) no Brasil. Apds uma longa série de geragdes apomiticas, diferencas na seqiéncia
nuclectidica entre delos podem ser adquiridas (Birky 199). Neste cao, se a evolucdo em
concerto € menos eficiente na homogeneizac@® da seqiiéncia nucleotidica da regido ITS,
uma ceta variagd pockria ser encontrada entre & multi plas cdpias dos genes dentro de
individuos (Ganddfi et al. 2007). Por exemplo, a maior parte da variagd na seqiéncia de
ITS1 (80% do total) em Darwinula stevensoni (Crustacea), um organismo assexua, foi

encontrada dentro de individuos (Ganddfi et al. 2007).
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O trabalho e Fenton et al. (1998) relata aocorréncia de variag&o intragendmicana
seqiéncia de ITS1 no afideo Myzus persicae (Sulzer), constatando-se aexisténcia de dois
hapl 6tipos dentro de um mesmo individuo.

Bladk (1993 afirma que as espécies de insetos que dclicamente dternam fase
sexua e asexua fornecan excdente opatunidade para estudar as mudangas que seguem
nas familias de multigenes, apds um periodo ck isolamento. Es® €0 caso espedfico dos

afideos, os quais também apresentam individucs obrigatoriamente assexuais.

5.20bjetivo

O obetivo deste trabalho foi o de verifica a eisténcia de uma divergéncia
evolutiva asociada a planta hospedeira entre @& linhagens clonais de M. dirhodum
previamente caaderizada por RAPD, utilizando-se o seqlenciamento da regido 1TS2 do

rDNA.

5.3Material e Métodos
5.3.1Selecdo das Populagdes Clonais do Afideo.

As linhagens clonais utilizadas no presente trabalho foram seledonadas com base nos
resultados do trabalho de caracterizac@ de linhagens clonais de M. dirhodum por RAPD, que
evidenciou polimorfismo de DNA com uma asciac® puativa aplanta hospedeira (Capitulo 4).
Além destas, uma linhagem clonal de M. dirhodum obtida junto ao CIMM YT (El Batan — México)

e oletada entrigo (J. Lage, informacé® pesal), foi utilizada no presente trabalho (Tabela 5.1).



5.3.2Extracao do DNA

O protocolo uilizado para a etragdo de DNA gendmico foi o de Carvalho & Vieira
(200). Cinco clones de cada linhagem oriundes de uma fémea partenogenética foram
aoondcionados em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL para maceragdo com 200uL do
tampdo de etrac@® (200 mM Tris-HCI, pH 8,60 2 M NaCl; 0,5M EDTA) e 50 pL de
sarcosyl. As suspensies resultantes foram colocadas em uma placa guecedora (65<C) por
30 min e centrifugadas a 10000rpm por 15 min. O sobrenadante foi recmlhido em um novo
microtubo, one foram adicionados 110 L de acetato de andnio e 250 uL de isopropanal
gelado para apredpitacdo doDNA. Essa solugéo foi guardada no congelador a —20C por
8h. Posteriormente, os microtubcs foram centrifugados a 10000rpm durante 15 min e o
sobrenadante descartado. O “pellet” de DNA foi submetido a duas lavagens com etanadl
70% e re-suspendido pela aicéo de 25uL de tampédo TE (TrissEDTA, pH 8,0) contendo

RNAase (10pg/mL) e guardado a —20 °C.

5.3.3Reacbes de PCR para Amplificacdoda Regiaol TS

As reacOes de PCR foram condwidas em tubo & microcentrifuga de 0,6 mL em
volume total de 50 pL, contendo 10uM de cala dATP, dCTP, dGTP edTTP, 2,5uM dos
iniciadores ITS4 (18S) 5-TCCTCCGCTTTATTGATATGC-3 e ITS5 (gene 28S) 5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 (White et al. 1997, 1,25U de Taq pdimerase e
tampédo (10mM Tris-HCI, 3mM MgCl,, 50mM de KCI, pH 8.3). As amplificages foram

redizadas no termociclador PTC-100™ (MJ Reseach, Inc.) utilizando o seguinte
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programa 3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1min a 95°C, 1 min a55°C e 2 min a

72°C, com extensdo final de 5mina72°C.

5.3.4Clonagem e Seqiienciamento

O fragmento contendoaregido de interese foi isolado do @, pelo mé&odo“freeze-
thaw” e realhido em microtubo ce 1,5 mL. Para aremocgdo das impurezas, adicionouse
acdato de sodio 3V (pH 5,2 na quantidade de 10% do vdume. Em seguida alicionouse
2x volume de dand a 100%, sendo a suspensdo mantida durante 30min a 0°C. Apds
centrifugagéo de 10000 rpm por 5 min, os precipitados foram lavados com 200 pL de
etand a 70% e secados a temperatura anbiente. O DNA foi ressuspendido em 10 pL de

TE + RNAse.

O fragmento foi clonado pa meio do Kit Topo TA (Invitrogen), conforme especificagbes do
fabricante, e transformado em Escherichia coli estirpe DH5-a por eletropaagdo. Apds o
crescimento dos clones bacteriancs, parte do meio contendo as bactérias transformadas foi
plaqueado em placas de Petri contendo 20mL de meio LB solido, 100 uL de Ampicilina, X-gal e
IPTG. As col6nias foram deixadas para crescer por 12 ha 37°C. Foram seledonadas cinco coldnias
por placa para representar o fragmento amplificado dcs espacalores do rDNA de cala linhagem
clonal do afideo. O DNA plasmidial foi extraido por meio de lise acalina (Sambrook et al. 1990). O
sequenciamento foi redizado em um seqlenciador MegaBace 1000, dilizando-se o iniciador

reverso M13 (5 -AGGAAACAGCTATGAC-3) .
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Tabelab. 1.Linhagem clonal, nimero e @digo da seqiéncia analisada por linhagem clondl,

locas de mleta eplanta hospedeirade M. dirhdoum

Linhagem NUmero de

Cédigo da Loca Planta
clond sequéncias sequéncia de mleta hospedeira
anali sadas
T-CAL-1
2 T-CAL-1-A  Cruz Alta, RS, Brasil Trigo
T-CAL-1-B Trigo
T-1J-2 T-1J-2-A ljui,RS, Brasil Trigo
3 T-13-2-B Trigo
T-1J-2-C

Trigo



T-MEX-1 T-MEX-1-A El Batan, México Trigo
T-MEX-1-B Trigo
5 T-MEX-1-C Trigo
T-MEX-1-D Trigo
T-MEX-1-E Trigo
A-PAN-3 Aveapreta
A-PAN-3-A Panambi,RS, Brasi| Aveiapreta
4 A-PAN-3-B Aveapreta
A-PAN-3-C Aveiapreta
A-PAN-3-D
A-SEL-1
A-SEL-1-A Aveia-branca
3 A-SEL-1-B Selbadh, RS, Brasil Avea-branca
A-SEL-1-C Aveabranca

5.3.5Analise dos Dados

O dinhamento das squéncias foi redizado através do pograma Clusta-W,
penalizando a aertura de delegdes em 5 e aextensdo da delecd em 2. A retificacdo
manual do adinhamento foi realizada no pograma Bioedit (Hal 1997,

www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
A diversidade de nucleotideos (1) foi cdculada conforme Nel & Li (1979:
Te=T1/L
once N = média de diferencas de nucleotideos entre duas seqiéncias aleaoriamente
escolhidas na popuacéd e L = tamanho da seqiéncia (nUmero de bases). Com “n”
seqUéncias tomadas ao acaso napopuacad, I é cdculado através da férmula:

M= 1/[n(n-1)/2].Ziq IT;



12¢

onde M;; € o nimero de diferencas entre & sqiéncias “i” e “j”, sendo ri(n-1)/2 o nimero
de pares posdveis (Li 1997). A diversidade de nucleotideos foi calculada entre seqiiéncias
de mesma linhagem clonal e entre seqiiéncias de diferentes linhagens clonais. Considerou-
se adelecdo oltida no alinhamento entre duas seqiiéncias como quinta base.

Na adise das sqiéncias utilizouse o software MEGA (Molecular Evolution
Genetic Analysis) versdo 2.1 (Kumar et al. 200]). Para areconstrucéo filogenética, foi
utili zado o método ck disténcia Neighba Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987. A distancia
entre pares de seqiéncias, ou sga, 0 numero de substituicbes por porto entre duas
sequéncias foi obtida aravés do Modelo de Dois Parametros de Kimura (KTP) (Kimura
Two-Parameters), com razéo transicdo/transversdo = 2, excluindo-se delegdes pareadas
geradas pelo alinhamento maltiplo nocdculo dstancias. Usando omesmo modelo, foram
cdculadas as distancias entre edentro das linhagens clonais. Para verificar a mnsisténcia
dos clados formados, procedeu-se um “bodastrap” de 5000repli cagoes.

Para grupoexterno, foi escolhida a espéde Acyrthosiphon pisum Harris
(HemipteraAphididae), que éconsiderada amais proxima de M. dirhodum (Bladkman &
Eastop 1984 dentre & espécies que posalem sequéncias do rDNA depositadas no

GenBank.

5.4 Resultados e Discussio
5.4.1Tamanho, Composi¢cdo e Diversidade do I TS2

Das 25 sequéncias ohtidas, somente 17 foram utili zadas para a andlise da regido
ITS2 de M. dirhodum devido a qualidade obtida no seglienciamento. Uma seqiéncia de
233pb (posicédo 48 a 280) do ITS2 de A. pisum (acesso n° S50426, noGenBank) foi

escolhida para servir como grupo-externo. O tamanho dis ®giéncias homologas e parciais
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do ITS2 variou de 236a 243 pb(Tabela 5.2), como conseqiiéncia de eventos de insergoes e
delegdes (indels). A exclusdo de dados perdidos em ambas as extremidades do ai nhamento
e regides com ainhamento ambiguo resultaram em 250 paicles (Figura 5.2). Destas, 26
foram variaveis, constituidas por 21 indels e 6 substitui¢cdes, das quais trés 8o substituicdes
e trés $i0 delegdes, sendo que na posicdo 221 doainhamento multiplo ocorre uma
substitui¢éo e uma delegdo.

Estes resultados demonstram que indels s850 muito mais comuns que substituicdes

em ITS2 de M. dirhodum. No piolho humano (P. humanus), Leo & Barker (202) relatam
a ocorréncia de grandes delecbes (10 — 25bp). Embora se tratando de outro espagador,
Fenton et al. (1998 encontraram uma variagé intraindividual do ITS1 em M. persicae em
gue aocorréncia de indels foi comparativamente menor que aobtida com M. dirhodum
neste trabalho.
A compaosicdo de nucleotideos revela a predominancia de CG, com aproximadamente 70% da
compasicao nucleotidicado ITS2 (Tabela 5.2). Segundo Torres et al. (1991), a predominancia de
CG sobre AT em ITS é amais comum. Uma exce¢® € apredominancia de AT em ITS de
Drosophila (Schlotterer et al. 1994). Comparando-se com outras qiéncias de dideos depositadas
no GenBank, observou-se que apredominancia de GC sobre AT é umaregra gera para este grupo.
Esta comparagé também mostrou que amaior simil aridade (mais baixos valores de E-value) obtida
no pocedimento BLASTn no site NCBI — National Center for Biotechnology Infomation
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi com a sequéncia do DNA ribassomal de M. dirhodum, acesso
AFA87714.A seguir, as maiores similiaridades foram com sequéncias de DNA ribossomal de A.
pisum.

A diversidade média de nucleotideos naregido ITS2 dentro das linhagens clonais foi muito
similar a diversidade encontrada entre @ linhagens clonais (Tabela 5.3). Dentro das linhagens

clonais previamente caracterizadas por RAPD, o valor mais baixo de diversidade de nucleotideos
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foi encontrado na linhagem T-1J-2 (15 = 1,3 %), e 0 mais alto foi encontrado ra linhagem A-SEL-1
(1= 3,3%).

Entre as linhagens clonais, 0os maiores valores de 1t foram obtidos nos pares de seqiiéncias
gue ntinham a linhagem A-SEL-1. Em espedal, o par A-PAN-3-B e A-SEL-1 A é 0 que possui
maior diversidade de nucleotideos entre si (T= 5,0 %). A maior taxa de substitui¢céo (1,6 %), foi
encontrada entre os pares formadaos pela sequiéncia de A-SEL1-A com as fquéncias da linhagem T-
MEX-1 (T-MEX-1-A e T-MEX-1-B), que diferem entre si pela ocorréncia de quatro substituic¢oes.

Esses resultados demonstram que adiversidade de nucleotideos do ITS2 de M. .dirhodum
se distribui de modo hanogéneo tanto dentro (15) quanto entre as linhagens clonais (1), 0 que é
concordante com os resultados obtidos por Ganddfi et al. (2001) para D. stevensoni (Crustacea:
Ostracoda). Por outro lado, apesar de haver variacé dentro de um mesmo individuo em acaos do
género Ixodes, Risch et al. (1997) encontrou valor de diversidade de nucleotideos intra-individual
menor que antre populagdes (conjuntos de individuos de mesma locacdo geogréfica).

Variagles intra-individuais em ITS1 e ITS2 podem ocorrer através de smples erros de
incorporagdo de nucleotideos nareaca® de PCR ou de seqiienciamento (Fenton et al. 1997, Leo &
Barker 20(R). Schlotterer & Tautz (1991) demonstraram que 0 erro mais comum € o aumento na
extensdo das <«egléncias repetidas de um dnico nucleotideo. A ocorréncia de indes
simultaneamente an duas ou mais squéncias na mesmaregido dolTS2 de M. dirhodum demonstra
gue é atamente improvavel que o pdimorfismo detectado sgja resultante de erros em PCR ou
seqUienciamento.

Variagdo interna em sequéncias de ITS1 foi detedada en mosquitos do genero
Anopheles (Wesson et al. 1992,0naibe & Conn 1999, em Cincidela dorsalis (Coleoptera:
Cincidellidag (Vogler & DeSalle 1994 e en &caos do género Ixodes (Risch et al.1997). A

quantidade de posi¢des varidveis encontradas no ITS2 em M. dirhodum (10,4%) é menor

gue aocorrente (34,4%) no ITS2 de P. humanus (Leo & Barker 2002. O resultado olido
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na variagd internado ITS2 das linhagens clonais anali sadas neste trabalho € mais smilar
a0 oltido pa Risch et al. (1997 para Ixodes scapularis (Acari). O Unico trabalho relatando
avariagcéd doITS em afideos € o de Fenton et al. (1998, que revela a isténcia de seis
mutagdes de porto no ITS1 de M. persicae, que caracterizam diferentes haplétipos na
espéde. A taxa de substituicéo encontrada por esss autores € semelhante aobtida no ITS2
de M. dirhodum.

Em organismos partenogenéticos, como afideos, a auséncia de meiose limita a
formacdo de moléaulas heterodudex que sd0 necessérias para uma homogeneizac® das
cOpias pardogas (copias que surgem antes do proces de espedagdn). Apesar deses
organismos frvirem de modelo para estudos usando-se témicas de biologia moleallar, a
evolucd em concerto de dpias do DNA ribossoma ndo tem sido investigada de forma

suficiente (Ganddfi et al. 1999.



Tabela5.2. Composi¢éo de nucleotideos (em % de A, T,C,G) e tamanho (pares de bases)

das sqiéncias de ITS2 de Metopol ophium dirhodum.

Codigoda  Conteido ce  Conteldo e Conteldo ¢ Contedo @ Tamanho
sequéncia T(%) C(%) A(%) G(%) (pb)
T-CAL-1-A 16,3 33,9 15,1 34,7 238
T-CAL-1-B 15,6 34,6 15,2 34,6 237

T-1J-2-A 15,9 34,3 15,1 34,7 239
T-13-2-B 15,5 34,3 15,1 35,1 239
T-13-2-C 16,3 34,3 15,1 34,3 239
A-PAN-3-A 16,1 33,9 15,3 34,7 236
A-PAN-3-B 16,6 34,0 14,9 34,4 241
A-PAN-3-C 15,8 34,2 15,0 35,0 240
A-PAN-3-D 15,5 34,3 15,1 35,1 239
A-SEL-1-A 16,9 34,2 14,8 34,2 243
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A-SEL-1-B 16,0 34,2 14,8 35,0 243
A-SEL-1-C 16,0 34,5 15,1 34,5 238
T-MEX-1-A 15,3 33,9 15,3 35,6 236
T-MEX-1-B 15,5 33,9 15,1 35,6 239
T-MEX-1-C 15,8 34,2 15,0 35,0 240
T-MEX-1-D 16,2 34,0 14,9 34,9 241
T-MEX-1-E 16,7 34,2 14,6 34,6 240

Figura 5.2 Alinhamento multiplo das sqiéncias parciais ITS2 de Metopolophium
dirhodum com a regido hamdloga de Acyrthosiphon pisum (acesso S50426 noGenBank).

Substituicdes 80 indicadas em negrito sublinhado.

5 15 25 35 45 55
T-CAL-1-A GCCCECT- CG TCGEG- CCECT TCTGGTGGETG CGAGATTGIC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T-CAL-1-B GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T-1J-2-A GCCCGCT- CG TCGG CCECT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T-1J-2-B GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT - CTGGTGGTG CGAGATTGCEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T-1J-2-C GCCCECTTCG TCG - CCGCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC

A- PAN- 3- A GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
A- PAN- 3-B GCCCCCTTCG TCGGEECCCLCT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
A- PAN-3-C GCCCECTTCG TCGG CCECT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
A- PAN-3-D GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
A-SEL-1-A GCCCECTTCG TCGG CCGCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC CGAGGAAAAC
A-SEL-1-B GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
A-SEL-1-C GCCCECTTCG TCG - CCECT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T- MEX-1-A GCCCGECT- CG TCGG- CCECT - CTGGTGGTG CGAGAATGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T- MEX-1-B GCCCECT- CG TCGEG- CCCCT - CTGGTGGETG CGAGAATGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T- MEX-1-C GCCCCCT- CG TCGG- CCCCT - CTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T- MEX-1-D GCCCECTTCG TCGG CCGCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GAGGAAAAC
T- MEX-1-E GCCCCCTTCG TCGG CCCCT TCTGGTGGTG CGAGATTGEC GGCTT- GACC - GAGGAAAAC

isum GCACGCC- CG TCG- - CCECT - CCAGTGGTG CGAGATTGEC GG TTCGACC - GGGGAGAGC

65 75 85 95 105 115

-A CCCT- GCACG GCCAECCTCCG GICGICCGCC CAAGITGCGA TGGAAAACAG TCACGGGITC
B CGCT- GCEC- GCCGCCTCCG GTCGTCCGECC CAAGTTGCGA TGGAAAACAG TCACGGGTTC

00

=+
e



T-1J-1-A

T-1J-1-B

T-1J-1-C

A- PAN-1- A
A- PAN-1- B
A-PAN-1-C
A- PAN-1-D
A-SEL-1-A
A-SEL-1-B
A-SEL-1-C
T- MEX-1-A
T- MEX-1-B

A-SEL-1-B
A-SEL-1-C
T- MEX-1- A
T- MEX-1-B
T- MEX-1-C
T- MEX-1-D

A-SEL-1-B
A-SEL-1-C
T- MEX-1-A
T- MEX-1-B
T- MEX-1-C
T- MEX-1-D

125
TCGCGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGECGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGECGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGCGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGECGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGCGTCGTC
TCGCGTCGIC
TCGECGTCGTC
TCGCGTCGTIC
TCGCGTCGIC
TCGCGTCGTIC
TCGCGTCGIC
TCGCGTCGTIC

A D
185
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGTTC
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
GCGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGGGT- C
ACGAGGGT- C
ACGAGAGT- C
ACGAGAGT- C

GCCGCCTCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace
GCCGCCTCCG Grearecece
GCCGC- TCCG GIcGrecace
GCCGC- TCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace
GCCGCCTCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace
GCCGCCTCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace
GCCGCCTCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace
GCCGCCTCCG Grearecece
GCCECCTCCG GICGrecace
GCCGCCTCCG Greareceee
GCCECCTCCG GIcGrecace

A R T

135 145
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACG- CACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCA
AAACGGCACG TCCCCGTCCA
AAACGGCACG TCCOCGTCCG

A DU R B
195 205

CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT
CAGGAGACCT
CAGGAGACCT
CACGAGACCT
CACGAGACCT

CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTTT
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-
CTTCGCCTT-

CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGCGA
CAAGTTGTGA

215
CCGAGACGOG
CCGAGACGOG

TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGG TTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGCGTTC
TGGAAAACAG TCACGGGITC
TGGAAAACAG TCACGG TTC
CGGCAAACAG TCACGGGITC

Continua

A R R

165
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGATTCGC
GGAGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGAT- CGC
G AGATTCGC
G AGATTCGC
G AGAT- CGC
G AGATTCGC
G AGA-- - - -

A PR B B
225 235

GA- GCGGACG
- ACGCGGACG

CCGAGACGCG TACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG - ACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACC
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGECG - ACGCGGACG
CCGAGACGCG - ACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG
CCGAGACGCG GACGCGGACG

GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'CCACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA
GI'C- ACCGTA
GTC- ACCGTA



T- MEX-1- A

ACGAGAGT- C CACG GACCT CTTCGECTT-
CTGAGAGT- C CACGAGACCT CTCCGECTT-

13C

CCGAGACGCG GACGCGGACG GTC- ACCGTA
CCGAGAAGCG GACGCGG- CG GICG- ACCG A

Tabela 5.3. Diversidade de nucleotideos (em %) das sqiéncias parciais de ITS2 em

linhagens clonais de Metopol ophium dirhodum. 15 = diversidade de nucleotideos dentro das

linhagens clonais, T = diversidade entre linhas clonais; 1% = diversidade entre todas

sequéncias

Valores (%)

1,98

1,83

1,74
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5.4.2Andlise Filogenética das Linhagens Clonais

Pela topdogia obtida por NJ (Fig.5.3), rejeita-se uma hipétese de mondilia
asciada aplanta hospedeira entre os hapl6tipos diferenciadas por RAPD. Por esta razéo,
as diferencas genéticas encontradas previamente pelo uso da témica de RAPD ndo
caacterizariam um caso de espédes cripticas asociadas a0 haspedeiro conforme descrito
por Drés & Mallet (2002.

Este resultado réo leva descartar a proposicdo de que ragas hospedeiro-espeaali stas
em M. dirhodum possam existir (Lopes-da-Silva & Vieira 2005 —submetido). Por meio de
seqiiéncias do DNA mitocondia de A. pisum, Boulding (1997 rejeitou a hipdtese de que
as duas ragas do afideo (a de trevo e ade dfafa) tenham origem mondil ética. Do resultado
obtido com a adlise filogenética de M. dirhodum, tém-se uma nstatagdo similar.
Qualquer ocorréncia de ragas hospedeiro-espedali stas neste dideo noBrasil sO podkria ser
resultante de um evento locdizado, muito recente, causado pela selec@® das plantas
(principalmente & culti vadas) sobre uma popuagéo introdwida. Marcadores RAPD podem

ser associados com palimorfismos de valor adaptativo (Lushai et al. 2002. Por esta razéo,
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ha maior probabili dade de ser encontrada uma asciacd de marcadores RAPD para dar
supate auma hipdtese de diferenciac@ genética aociada aplanta hospedeira, do que mm
as divergéncias encontradas em seqiiéncias do DNA ribossomal ou mitocondia (Caterino
1994, Vanlerbergh-Masauti & Chavigny 1998, Boulding 1997, Fenton et al. 1998. De
modo dferente, em Schizaphis graminum (Rondani), Anstead et al. (2002 encontraram
uma grande divergéncia entre & squéncias do gene mitocondia Citocromo Oxidase |
(CQIl) entre bidtipos. Os autores consideraram S. graminum COMO UM caso de raca
hospedeiro-espedali stas que divergiram em consequéncia de uma m-evolugéo com plantas
nao-cultivadas, o que ndo parece ser o0 caso de M. dirhodum. Para Wilson et al. (2003, a
espéde S graminum seria mais bem caraderizado como un complexo de espédes
criptices.

Os dados da Tabelas 5.4 e 5.5 demonstram que alinhagem T-MEX-1 apresenta
maiores distancias entre suas equéncias e entre & fquUéncias de outras linhagens. Esta é
uma situacd similar a encontrada por Fenton et al. (1997 nas ®quéncias do ITS1 parao
afideo Myzus persicae. Em afideos, esta divergéncia entre & sqliéncias pode ser causada
ndo somente por falhas na homogeneizac® da esolugcé em concerto. Recentemente, varios
estudos tém descrito particularidades no sistema de reprodugéo de dideos que tém
importantes conseqiéncias evolutivas (Simon et al. 2003. A divergéncia entre linhagens
assexuais (exclusivamente partenogenéticas) e sexuais poderia ser uma eplicac®d da
existéncia de sequéncias com dltas taxas de substituigdes no ITS2 dentro de uma mesma
linha donal de M. dirhodum. A geracé de variabilidade genética en clones de dideos
obrigatoriamente partenogenéticos ndo é somente causada pelo adimulo de mutacles. As
linhagens exclusivamente assxuais podem prodwzir mados, que genas poderdo feaundar

fémeas de linhagens sexuais, gerando nwas linhagens partenogenéticas obrigatérias e
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outras cgpazes de reprodugéo sexual (Simon et al. 2003. Sabendose que o DNA
ribosoma de dideos esta concentrado NG cromossHMOs $Xuais (cromossomos X)
(Wilson et al. 2003, fémeas (que sdo XX) oriundas do proces descrito poderdo ter dois
conuntos de DNA ribossoma divergentes em funcdo do tempo de separacéo entre a
linhagem sexual e apartenogenéticaobrigatéria.

Desta forma, € posdvel que adivergéncia sga devida ahibridagdes (cruzamentos
interespedficos) entre insetos com diferentes sqiéncias de ITS herdadas da linhagem
paterna eda materna. No entanto, cs dois Unicos casos de hibridagcdo em afideos inferidos
pela andlise do DNA so o de Stobion avenae x Stobion fragariae (Sunnwcks et al. 1997
e das linhagens assexuais hibridas de Rhopalosiphum padi (R. padi x espécie aiptica de
Rhopal osiphum) (Delmotte et al. 2003.

E altamente provavel que os fendmenos descritos adma n&o ocorram no Brasil,
embora & popuagdes brasileiras de M. dirhodum possam ser originérias de regides onde a
reproducdo sexual ocorra freqientemente e &istam cond ¢des que favoregcam o isolamento
reproduivo nesta espéde. Prior (1976 apud Bladkman & Eastop 1984 relata aexisténcia
de popuagdes de M. dirhodum hdociclicas moncédas na Europa, exclusivamente am
graminess, o qe favorece o isolamento reprodutivo das popuagdes heteroécias.

Ainda ndo foram encontradas explicagdes satisfatérias bre os mecanismos
resporsaveis pelas variagdes no DNA ribossomal dos afideos (Mandrioli et al. 1999. Os
resultados encontrados neste trabalho mostram que & variagdes encontradas no ITS2 de M.

dirhodum ndo podem ser asociadas a planta hospedeira.

5.4.3Conclusdes
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-Existe variag@® nas sequéncias do ITS2 de M. dirhodum tanto dentro como entre linhagens
clonais, em niveis smil ares.

- A divergéncia encontrada entre & sqiéncias de ITS2 ndo sustentam uma hipdtese que &
linhagens previamente caaderizadas pelo RAPD sgiam mondiléicas em funcdo da
asciacdo com a planta hospedeira

-Em um genoma de M. dirhodum pode haver mais de dais hapl6tipos de ITS2, que de modo
relativo, podem ser bem divergentes entre si. E posdvel que esta divergéncia sgja oriunda
do tempo e separacdo entre linhagens assexuais e asExuais da mesma espéde, ndo sendo

resultante goenas de falhas de homogeneizac@ da esolugdo em concerto.
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Fig. 5.3. Arvore aeraizada obtida pelo méodo Neighbor Joining mostrando a relacé
filogenética entre as linhagens clonais de Metopol ophium dirhodum inferida pela seqiiéncia
parcial do ITS2. O modelo de distancia usado foi 0 de dois parametros de Kimura. Os

numeros juntos aos dois nés representam os valores sgnificativos de “bodstrap”. A espécie
Acyrthosiphon pisum (aceso  S04256 doGenBank ) foi utili zado como grupo-externo.

Tabela5.4. Média das distancias entre & sequéncias dentro da mesma linhagem clona (D)

de Metopol ophium dirhodum estimada pelo Modelo de dois paréametros de Kimura.
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Linhagem Clonal D
T-CAL-1 0,00425
T-13-2 0,00281
A-PAN-3 0,00212
A-SEL-1 0,00564
T-MEX-1 0,00768

Tabela 5.5. Distancia média pareada entre linhagens clonais ohbtidas pelo modelo de dois

parametros de Kimura.




T-CAL-1 T-1J-1 A-PAN-1 A-SEL-1 T-MEX-1

T-CAL-1 0,00000

T-13-2 0,00282 0,00000

A-PAN-3 0,00318 0,00211 0,00000

A-SEL-1 0,00495 0,00423 0,00390 0,00000

T-MEX-1 0,00725 0,00596 0,00620 0,00797 0,00000
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