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RESUMO

NASCIMENTO, J. B.Diversidade genética e estrutura populacional déiatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) nas culturas @ arroz (Oryza sativa
L.) e cana-de-acucar $accharum officinarum L.). 2015. 77 f. Tese (Doutorado em
Agronomia: Fitossanidade)-Escola de Agronomia, ©ridade Federal de Goias,
Goiania, 2015.

A mudanca na composicao das plantas-hospedeinagisegem agricola pode
gerar selecdo divergente suficiente para permitiadaptacdo ecologica que leva a
especializacdo e subsequentemente a especiac@péideede insetos. O objetivo deste
estudo foi determinar a diversidade e estruturggitética de populacbes @eatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), colatacem duas culturas
hospedeiras, utilizando marcadores microssatélifes. amostras de lagartas foram
coletadas em plantas de arroz e cana-de-acucaiferantes areas de cultivo durante a
safra 2012/2013, nos Estados de Tocantins, Goidsy Mrosso, Mato Grosso do Sul e Rio
Grande do Sul. No total, foram encontrados 127sldistribuidos entre oito locos em
dezessete populacdes com um total de 426 individd®docos foram polimorficos, com
média de 15,87 alelos. Os valores de heterozigbsideedia esperada §He observada
(Ho) para os locos foram de 0,579 e 0,350, respectmgan Um menor nimero de alelos
(35) foi encontrado na populacdo Morrinhos, em reqrtsicdo a populacédo de Formoso do
Araguaia que apresentou o maior (62). Da mesmaafoprmaior e 0 menor nimero médio
de alelos por locos (A foram observados nestas populacdes (7,75 e A38ypulacao
oriunda de Formoso do Araguaia apresentou o mailmr Wédio para a riqueza alélica
(6,82). A média do contetudo de informacéao polinedrf(PIC) nas populacbes de
saccharalis foi de 0,530. Os indices de fixacdo intrapopulaaidf) apresentaram valores
positivos e significativamente diferentes de zeym walor médio de 0,403. O coeficiente
de endogamia da espécie foi de 0,399. Os valoreBrde Fst (0) estimados foram
respectivamente 0,437 e 0,062. Estas estimativasaigl indicaram que ha estruturagcéo
genética entre estas populacdes. Apesar das astimaglobais terem indicado
estruturacdo genética, a estruturacdo entre adgudes §) em cana-de-acucar ndo foi
significativa, ao contrario das populacbes em amezquais os valores de foram
significativos. Houve correlacdo significativa entrs distancias genéticas e geograficas
estimadas por meio do teste de Mantel (r=0,76; ®83B) indicando um padrédo de
aumento da distancia genética com o aumento dandiat geografica. Na analise de
agrupamento e estruturacdo populacional, formarahess grupos. O primeiro formado
por populacdes oriundas do Estado de Goias e smmdegromposto pelas populagbes de
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sybopulacdo de Formoso do
Araguaia, amostrada na cultura do arroz apresesg@m uma posicao intermediaria aos
dois grupos formados. Estes resultados indicam a@udiversidade genética db.
saccharalis estd estruturada no espago e que a planta-hospetsste estudo, ndo teve um
papel fundamental no processo de divergéncia gangéé populacdes.

Palavras-chave: broca-da-cana-de-acucar, variabilidade genétieacador microssatélite,
planta hospedeira.

! Orientador: Dr. José Alexandre Freitas Barrigdssibrapa Arroz e Feijéo.
Co-orientador: Dra Aluana Gongalves de AbreubEapa Arroz e Feijao.



ABSTRACT

NASCIMENTO, J. B. Genetic diversity and population structure of Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) in culture of rice (Oryza sativa L.)
and sugarcane $accharum officinarum L.) 2015. 77 f. Thesis (Doctorate in Agronomy:
Plant Health)-Escola de Agronomia, Universidadeefaidde Goias, Goiania, 2015

The change in composition of the host-plants inabecultural landscape can
generate enough divergent natural selection tovadoological adaptation that leads to
specialization and subsequently to speciation ecigs of insect. The objective of this
study was to determine the diversity of genetic gogulation structures dDiatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), whicks collected in two host-
plants using microsatellite markers. Samples ofdarof this stem borer were collected on
rice and sugarcane in different fields during tlavlst of 2012/2013 in the states of
Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do &u, Rio Grande do Sul. A total of
127 alleles were found distributed among the elgtitin seventeen populations, with a
total of 426 individuals. The loci were highly potgrphic, with average of 15,87 alleles.
The expected heterozygosityHand observed (§) were 0,579 and 0,350, respectively.
A lower total number of alleles (35) was found wpplation of Morrinhos, as opposed to
Formoso do Araguaia which has the largest (62). Jdm@e way, the smallest and the
largest average number of alleles per locug) (&ere observed in these populations (4,38
and 7,75). The population from the Formoso do Aasgshowed the highest value for the
allelic richness (6,82). In all populations, thesetved heterozygosity gj was lower than
expected (H). The average polymorphic information content (Pil€ populations oD.
saccharalis was 0,530. The intrapopulational fixation indexgs estimated for each
population showed positive values and significamlifferent from zero with a average
value of 0,403. The coefficient of inbreeding spsaivas 0,399. The estimatgs &d kst
(6) values were 0,437 and 0,062 respectively. Thedwmbestimates indicated that there is
genetic structure among these populations. Degjoteal estimates had indicated genetic
structure, the structurin@) among of populations of the sugarcane was noifgignt; in
contrast with the populations of the rice whichwhd 6 values significant. There was a
significant correlation between genetic and gedgamlistances estimated using the
Mantel's test (r=0,76; p= 0,0033), in which thesean increase in pattern of genetic
distance with the increase of geographic distamcecluster analysis and population
structures observed with the formation of the twougs of populations. The first was
formed by populations from the state of Goias ahd second was composed of
populations of Mato Grosso, Mato Grosso do Sul RimdGrande do Sul. The population
of Formoso do Araguaia sampled in rice showed innggrmediate position to the two
groups formed. These results indicate that the tgemiversity of D. saccharalis is
structured in space and the plant-host, in thidystdid not have a key role in the process
of genetic divergence populations.

Key words. sugarcane borer, genetic variability, microsdeetharker, host-plant

! Adviser: Dr. José Alexandre de Freitas BarrigdSsibrapa Arroz e Feij&o.
Co-adviser: Dra Aluana Gongalves de Abreu. Emdborapoz e Feijao.



1 INTRODUCAO GERAL

A diversidade genética e a estrutura de populags@esimportantes aspectos
em estudos de genética de populacbes de insetgaspiastudos comparativos sobre estes
aspectos genéticos podem, portanto, ajudar a aluosl fatores que afetam seus niveis
populacionais (Duan et al., 2013). Estudos antsiatom espécies de insetos-pragas
demostraram que a diversidade e estrutura gengmigalacional de uma espécie podem
ser afetadas por diversos fatores, tais como agadies climaticas, fatores ambientais e
ecologicos, barreiras naturais, atividades humamégracdo e fluxo génico e que esses
fatores, muitas vezes, agem em conjunto (Fairle.e2000; Prugh et al., 2008; Pauls et
al., 2013; Nater et al., 2013).

O estudo genético populacional pode estimar o deaisolamento e a troca de
material genético entre populacbes ao longo docespado tempo, fornecendo uma
estimativa da taxa de invasdo ou re-invasdo derndigi@da area, e ainda identificar
espécies que ocupam diferentes culturas (Martal.e2003). Estas estimativas sdo de
grande importancia para o conhecimento de seus®fibre a evolugéo de resisténcia as
principais medidas de fitoprotecdo (Domingues et 2012). Para a broca-da-cana,
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), estudobre a
variabilidade e estrutura genética populacionalisépientes (Pavinato, 2014).

Esta espécie de broca do colmo, comumente conhemnda broca-da-cana ou
broca-da-cana-de-acucar, € uma das principais pdegda cultura e ocorre em quase todo
continente americano (Capinera, 2013). E uma espétifaga, que originalmente atacava
pastos aquaticos e semi-aquaticos (Cruz, 2008)adnante tem surtos populacionais em
gramineas cultivadas, como arr@ryza sativa L.), milho (Zea mays L.), sorgo Sorghum
bicolor L.), e cana-de-acgucagdccharum officinarum L.).

Entre os estresses bioticos, esta broca do colmmongiderada uma grande
ameaca para o aumento da producdo orizicola e iemavara a cultura do arroz
infestacBes naturais desta espécie causam perdaodigcdo de até 60% em éareas de

cultivo (Way et al., 2006). Para a cana-de-acuaarperdas provocadas por esta broca
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podem chegar a 35,0 kg de acucar/ha e a 30,0 die@tcool/ha com apenas 1% de colmos
broqueados (Sandoval & Send, 2010).

Diferencas morfologicas, fisiologicas e comportatasnem espécimeb.
saccharalis provenientes do Brasil e dos EUA sugerem que lestea do colmo pode
representar duas espécies (Pashley et al., 198@%Hdm foram identificadas diferencas na
composicao dos feromoOnios sexuais entre populag@ietadas distantes geograficamente
(Cortés et al.,, 2010). Essas e outras caract@sstiornam essa espécie um modelo
adequado para o estudo de genética em insetosspraga

Entender como as populacbes de insetos-pragas estfioturadas em
diferentes culturas agricolas permite o delineamdatpraticas de manejo mais eficientes,
com o objetivo de se retardar a evolucdo da resist& medidas de fitoprotecdo (Caprio
& Tabashnik, 1992). Porém, eventos genéticos qu&o eslacionados a estruturacéo
populacional podem ser dificeis de serem medidostagihente e com isto, podem ser
estimados por meio de marcadores moleculares (Rid&996).

Entre as diferentes classes de marcadores molesuldisponiveis, o0s
marcadores microssatélites tém sido usados comssucem estudos de genética de
populacdo em varios grupos de Lepidoptera (Ji.eR@D3; Zhang, 2004; Arunkumar et
al., 2009; Wei et al., 2013). Estes marcadoregegides gendmicas de repeticdes simples
in tandem, que, quando acessadas por iniciadores especifi@ms utilizadas como
marcadores genéticos e podem ser abundantes eos cgupos de organismos e sdo
altamente polimérficos (Guichoux et al., 2011). $Suearacteristicas como alta
variabilidade intra-loco, facil genotipagem e cabflidade, heranca codominante os
tornaram amplamente utilizados em ecologia e gemég insetos (Behura, 2006).

Até o presente momento Sdo poucos 0s estudos gebética de populacdes
de D. saccharalis (Fabricius, 1794) (Lopes et al., 2014; Pavinatal40 Estdo sendo
desenvolvidas pesquisas com outras espécies ddopdpia, com&@podoptera frugiperda
(J. E. Smith, 1797), praga do algod&o, milho ezaredsesamia nonagrioides (Lefébvre,
1827), praga do milho que estéo contribuindo catordhecimento sobre a diversidade e a
estrutura genética das populacdes de insetos p{Bgaato et al., 2004; Martinelli et al.,
2006; Poza et al., 2008).

Este trabalho representa uma das primeiras et@paoestudo da diversidade
genética de populacbes de. saccharalis (Fabricius, 1794) nas principais regides

produtoras da cultura do arroz. Populacdes oriundasana-de-acucar foram utilizadas
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para se observar se estas estavam relacionadascgeate jA que a associacdo entre
populacdes de insetos a plantas-hospedeiras podenseetapa anterior a formacao de
raca-hospedeira e especializacdo. A mudanca naosigdp de plantas-hospedeiras na
paisagem agricola pode gerar selecdo divergenteiesué para permitir a adaptacao

ecoldgica que leva a especializacdo e subsequemteraeespeciacdo (Rundle & Nosil,

2005). Neste sentido, o objetivo deste estudo éterdhinar a diversidade e estruturacao
genética de populacdes @e saccharalis (Fabricius, 1794), coletadas em duas culturas

hospedeiras, utilizando marcadores microssatélites.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIATRAEA SACCHARALIS

2.1.1 Distribuicdo geografica

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1764) (Lepidoptera: Crambidae), cordeec
como broca-da-cana-de-agucar, broca-pequena-dadeaalicar, broca-do-colmo do
arroz, broca-do-milho é uma espécie nativa do Hénwsocidental com distribuicao
geografica entre 30° de latitude Norte e 30° drutht Sul (Capinera, 2013). Nos Estados
Unidos foi introduzida em Louisiana em 1855 e desdtio se espalhou pela costa do
Golfo do México, habitando somente as partes mastgs desses estados. Esta broca-do-
colmo também ocorre em todo o Caribe, América @emrtras por¢cdes mais quentes da
América do Sul até ao norte da Argentina (Capin28d3). No Brasil, ocorre em todo o
pais, principalmente nos estados onde se cultima-da-acucarSaccharum officiarum
L.), sendo considerada praga-chave desta cultiméo(Bt al., 2006). Na cultura do arroz
(Oryza sativa L.), esta praga ocorre juntamente com outras duasa$-do-colmoRupela
albinella (Stoll, 1781) (Lepidoptera: Pyralidae)sasmopal pus lignosellus (Zeller, 1848)
(Lepidoptera: Pyralidae), as quais sdo considerpdagas de importancia econémica e

podem ser encontradas tanto no cultivo em varzea c® sequeiro (Ferreira et al., 2001).

2.1.2 Ciclo biolégico

A fémea deD. saccharalis (Fabricius, 1764) oviposita uma massa de ovos no
limbo foliar, geralmente na face abaxial das folliaglanta hospedeira, disposta de forma
imbricada e se assemelha a escama de peixe ou @ewobra, contendo de cinco a 50
ovos planos, elipticos de coloracdo variando derglada a marrom-escuro ao final da
incubacdo. A eclosdo se da entre quatro e nove apas a oviposicdo. As lagartas
neonatas originadas de uma mesma massa de ovosvsaemtam pelas folhas onde se

alimentam do parénquima destas, principalmenteedwd interno da bainha. Apos o
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primeiro instar, as lagartas penetram nos colma$u@ndo e abrindo galerias. As lagartas
apresentam corpo esbranquicado, com pontos esatabsga de coloracdo amarela a
marrom, trés pares de pernas toracicas e cincg parélsas pernas abdominais e podem
atingir de 25 mm a 35 mm de comprimento. Em médidesenvolvimento larval
apresentam seis instares com duracgéo total deia@damente 35 dias, dependendo da
temperatura (Botelho & Macedo, 2002; Cruz, 200§)0#\ esta fase, transformam-se em
pupa dentro da galeria produzida pela lagarta tmcala planta hospedeira. A pupa €
alongada e fina, de coloracdo marrom-claro a espaaendo medir de 16 mm a 20 mm
de comprimento. A fase de pupa dura em média ¥} daém pode ser influenciada pela
temperatura (Ferreira, 2002; Capinera, 2013).

Os adultos sdo mariposas de coloracdo amarelo;ghesentando de 18 a 28
mm de envergadura alar em machos e de 27 mm a 38tmfémeas. As asas anteriores
sao de coloracdo amarelada e apresentam duas fiahagersais escuras, lembrando dois
“Vs” invertidos. Estas asas em fémeas sdo maiagldo que as dos machos e as asas
posteriores sdo esbranquicadas em ambos os sexstent outras diferencas entre os
sexos, sendo a fémea maior, normalmente apreserdgdddmen mais volumoso do que o
do macho. Estes por sua vez, apresentam a predeng@a concentracdo de cerdas no
altimo par de pernas, que € ausente nas fémeasn&fios de habito noturno e as fémeas
iniciam a oviposi¢do ao entardecer. A longevidade adultos € de dois a nove dias. A
duracao do ciclo biolégico completo da broca-dovmmiaria de 53 a 60 dias, dependendo
das condicdes climaticas (Botelho & Macedo, 200@{oRet al., 2006).

2.1.3 Danos e prejuizos provocados as culturas hesleiras

O ataque daD. saccharalis a cana-de-agucar ocorre durante todo o
desenvolvimento da cultura, sendo bastante varilependendo da variedade de cana, da
época do ano, do ciclo da cultura, entre outragdat A incidéncia aumenta a medida que
a planta cresce, sendo mais importante na fasaieragjentrenés estdo formados (Botelho
& Macedo, 2002).

O estéagio larval é o mais prejudicial, pois as fgaalimentam-se no interior
do colmo, onde comegcam a causar danos que seecaact por abertura de galerias,
falhas na germinacédo, morte da gema apical, tomii@antos colmos, encurtamento do

entrend, perda de peso, enraizamento aéreo e gednimas gemas laterais. Esses danos
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podem ocorrer isolados ou associados (Pinto et280D6). Os danos indiretos estéo
relacionados com a entrada de microrganismos apstas, principalmente fungos
(Fusarium moniliforme e/ou Colletotrichum falcatum) responsaveis pela podridao
vermelha, que invertem a sacarose armazenada m@,ptaejudicando a cristalizacdo no
processo industrial, contaminam o caldo e concomem as leveduras na fermentagcao
alcodlica provocando perdas industriais (BotelhbM&cedo, 2002; Polanczyk et al., 2004).

Na cultura do arroz a broca-do-colmo ocorre em @dgigpulacdo e o dano
pode ocorrer tanto na fase vegetativa como na depva. Inicialmente, as lagartas
movimentam-se sobre as folhas do arroz e alimestarde parénquima. Logo apoés,
alojam-se entre a bainha foliar e o colmo, ondevgmam manchas amareladas
transparentes. Quando as lagartas penetram noss;afimentam-se do tecido esponjoso
e destroem os pontos de crescimento, provocandwrta o sua parte central. Este dano é
caracteristico da fase vegetativa das plantagggaro sintoma conhecido como "“coragao-
morto". Quando ocorre durante a época de formaguigsdo das paniculas, ou seja, na
fase reprodutiva da planta, resulta na morte defbhndeira e esterilidade das espiguetas,
origina o sintoma conhecido por "panicula-brancag,gquando puxada, desprende-se
facilmente da planta (Ferreira et al., 2001).

Na cultura do sorgo, a broca-do-colmo pode ocomas fases de
florescimento e maturacéo fisiolégica (Pinto et @004). No milho, os periodos de
ocorréncia da lagarta sado no final da fase do damtudo pendoamento e embonecamento.
Na fase do cartucho, a lagarta se alimenta do celdenifica a espiga. Ja nas duas ultimas
fases, a lagarta perfura a espiga, geralmenteopsks e se alimenta dos gréos e do sabugo,
causando apodrecimento (Cruz, 2008).

2.2 CONCEITO DE BIOTIPO

Em pesquisas aplicadas da Entomologia a caradédzde biotipos em
insetos € um ponto de estudo com grande destagisea gubjetividade de tal designacéo
reflete, muitas vezes, problemas taxondémicos. &xistna abundancia de termos
equivalentes a biotipo, tais como raga biolégiagar ecologica, subespécie, espécie
criptica, raca hospedeiro-especialisteos(-race). Recentemente, o uso de técnicas

moleculares para a analise do DNA permitiu uma oretompreensao da variacao intra-
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especifica em insetos. Assim, muitas das caraatgies de bidtipos passaram a ser
entendidas como parte do processo de especiachonBet al., 1994).

Diehl & Bush (1984) propdem que o termo bidtipo eleer considerado
como denominacdo genérica englobando varios casalfetenciacdo entre populacoes.
Para estes autores existem cinco categorias dedidt Polifenismos ndo genéticos, 2.
Variagdo polimorfica ou poligénica intra-populac@gn3. Racas geograficas, 4. Ragas
hospedeiro-especialistas e, 5. Espécies. A Ultiatagoria € incluida como bidtipo nas
situacbes em que os taxonomistas ainda ndo reamhaaategoria de nova espécie da
forma variante. Os demais casos se referem apenasiagdes intra-especificas. Os
polifenismos ocorrem quando um mesmo gendétipo ralifierentes fendétipos sob efeito
de alguma condicdo ambiental. Padrées de colomgaalos conforme época do ano e a
presenca ou a auséncia de asas (como no casoidiessaisdo exemplos de polifenismos.
Os polimorfismos consistem de fendtipos distintoe ema populacdo livre para
intercruzar, sendo que a frequéncia do fendtiposmaio seja tal que ndo possa ser
mantida por mutacao recorrente, excedendo umadnetade 1%. Ja as racas geograficas,
sinonimia de subespécie, sdo formas variantes itmdias geograficamente e que
apresentam certo nivel de isolamento reprodutiutuffima & Peterson, 1985).

A categoria de bidtipo que necessita de uma cugiaddefinicdo e
observacdo mais detalhada de sua ocorréncia éacadospedeiro-especialista pelo seu
papel central na evolucdo e especiacdo de orgasiparasiticos e pela importancia que
tém na atividade agricola (Diehl & Bush 1984).

2.3 CONCEITO DE RACA HOSPEDEIRO-ESPECIALISTA

A primeira definicAo especialmente direcionada &arehospedeiro-
especialista foi proposta por Bush (1969), quefmidecomo populacdes que demonstram
preferéncia por um hospedeiro que é diferente depddeiros preferenciais de outras
populacdes da mesma espécie. Racas hospedeirdgadisfsesc representam uma variacao
continua entre formas que cruzam livremente panalag que raramente trocam genes. O
conceito mais amplamente citado para raca hospeésgjrecialista € o de Diehl & Bush
(1984), que a define como uma populacéo parciaknsiolada de outras populagbes de

mesma espécie em consequéncia da adaptacdo adéiospe
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O surgimento de racas hospedeiro-especialistaplie&to por Futuyma &
Peterson (1985) pela diferenciacdo genética dasulggies em consequéncia da
combinacdo da selecdo natural, fluxo génico e dergenética. Em diferentes
microambientes, recursos alimentares ou nicho®leg&o natural favorece um ou mais
alelos, aumentado sua frequéncia, o que promoveelaomadaptacdo ao recurso. A
principal causa da manutencao das diferencas gasétio balanco do fluxo génico entre
populacdes simpatricas (ocorrentes em uma mesmg &a um menor fluxo genético
entre as populacdes que usam recursos alimeniégentes do que entre populacdes que
usam 0 mesmo recurso alimentar. Portanto, racaebesp-especialista € considerada

como uma divisdo infraespecifica na Biologia Eviehut

2.3.1 Critériospara deteccao de racas hospedeiro-especialista

Para Drées & Mallet (2002) h& quatro critérios siesptle deteccdo de racas
hospedeiro-especialistas: 1. Fidelidade ao hosmed2i Simpatria; 3. Diferenciacao
genética, 4. Existéncia de fluxo génico entre apufagdes. O surgimento de racas
hospedeiro-especialistas coaduna com a hipotesspkriacdo simpatrica (Berlocher &
Feder, 2002), ou seja, a teoria que estabelecenoues espécies podem surgir sem a
necessidade de uma barreira fisica entre individaasna populacao.

Um estudo de caso, no qual hd uma razoavel expaiagéo que leva em
conta os critérios de estabelecimento de racaselesp-especialistas (Bush, 1992),
possibilitou a Dres & Mallet (2002) a definicdo deatro situagbes de variacdo: 1.
Polimorfismo, 2. Raca hospedeiro-especialista pely@3. Raca hospedeiro-especialista
tipica, 4. Espécie criptica. Na primeira situag@stdo 0s casos em que a divergéncia
genética entre as populacbes que ocupam diferdrdsgedeiros € insignificante ou
inexiste.

Em muitos casos, os testes de preferéncia e denetod bioldgicos para a
avaliacdo da adaptacdo ao hospedeiro nado indicteremigas entre as populacdes. Na
situacao de provaveis racas hospedeiro-especi&lstaasos tém em comum a associacao
de algumas frequéncias de alelos com o hospeddwoentanto, faltam informacdes
consistentes sobre hibridacao inter-racial e sobrgalores de fluxo génico na natureza
(Bush, 1992).
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2.4 OCORRENCIA E IMPORTANCIA DE BIOTIPOS DE INSETOSNA
AGRICULTURA

A categoria mais comum de biGtipos na agriculturaa édas variacoes
polimorficas oriundas da sele¢do imposta por ioskts ou por diferentes gendtipos de
plantas cultivadas. Como exempldylayetola destructor (Say, 1817) (Diptera:
Cecidomiidae), a “mosca-hessiana”, apresenta d&pbs definidos por diferencas na
capacidade de danificar (viruléncia) e sobreviverdiferentes cultivares de trigo (Diehl &
Bush, 1984).

Ha casos em que a ocorréncia de bidtipos de pragédgolas ndo €
consequéncia da selecdo causada pelos métodostieleeoSao tipicos problemas de
indefinicdo taxonémica. Como exemplo, a cigarrifitaparvata lugens (Stal, 1854)
(Hemiptera: Delphacidae), praga do arroz na Asiaelatada na revisdo de Diehl & Bush
(1984) como um caso de variagdo polimorfica. Eatiet, para Drés & Mallet (2002), a
variacdo polimérfica nesta espécie existe apents es biotipos ocorrentes em arroz.
Demonstrou-se que as populacdes Nlelugens (Stal, 1854) de gramineas silvestres
constituem outra espécie (criptica), pois ndo seatn com aquelas de arroz (Claridge,
1995). Isolamento reprodutivo também foi encontradtye populacdes d& frugiperda
(J. E. Smith, 1797) de milho e arroz (Pashley gt192). Na mosca-bran@emisia
tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), o pidtB foi elevado a categoria de
espécie, denominadB. argentifolii (Bellows et al., 1994). Martinez et al. (2000)
demonstraram que as populacdesBldgabaci que colonizam mandioca sdo distintas
geneticamente das populagdes dos bidtipos A e Bimpatria, 0 que levou os autores a
postularem a existéncia de um biotipo ainda naordesAbdullahi et al. (2004) afirmam
que, na Africa, as populaces Betabaci (Gennadius, 188%m mandioca também sdo
geneticamente muito distintas das populacdes cagidd outros hospedeiros.

A relacdo entre planta hospedeira e distribuiciaaal de biotipos também
tem sido alvo de estudos. Ebstrinia nubilalis (Hubner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae) a
broca européia-do-milho, foram descritas formasianées associadas a distribuicao
geografica. Estas formas apresentam diferencas ométficas e ecoldgicas que,
aparentemente, seriam classificadas como polifenigrehl & Bush, 1984). Entretanto,
Bourguet et al. (2000), empregando marcadores mlales baseados em sequéncias

microssatélites de DNA, encontraram um menor flggaico entre populacdes de milho



23

com populacdes de outros hospedeiros selvagensynenmesmo local. Esse fato €
contrastante com o maior fluxo génico encontradtreempopulacbes de diferentes
localidades que utilizam o milho como hospedeitmesindo uma diferenciacdo causada
pela planta. Em outros casos, a variacdo na w#zao hospedeiro pode ser consequéncia
de uma grande distribuicdo geografica, como a qu@r® com o besouro-da-batata-
coloradq Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae). Esseanset
utiliza mais frequentemente uma determinada espleciglanta em uma regido em razao

de sua maior abundéancia e nédo pela adaptacaogretar(Diehl & Bush, 1984).

2.5 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

Uma populacao, do ponto de vista genético, € dificomo um conjunto de
individuos de uma mesma espécie que compartilhamsmo conjunto génico através da
reproducdo. Se a reproducdo for sexuada ndo éadspgque dois individuos possuam o
mesmo genotipo para todos os locos. Assim, tornamsertante descrever como os alelos
estdo organizados para determinar se os mesmas @istdbuidos aleatoriamente. A
diversidade genética, na forma de alelos multipkrs varios locos, existe na maioria das
populacdes naturais, porém, varios fendbmenos podascarar a segregacao dos genotipos
(Hartl & Clark, 2010).

De acordo com o principio de Hardy-Weinberg, as upppes sao
infinitamente grandes e panmiticas, ao longo dgpteem que a frequéncia dos alelos nao
muda de uma geracao para outra e considera gqueaamndanca na composi¢ao genética
da populacgéo é a redistribuicdo dos gendtipos equéncias que serdo mantidas em todas
as geracoes subsequentes atingindo um equilitaldumdamentacéo ainda propde que as
diferencas encontradas entre a populacao “ideat” équilibrio) e a populacéo real (em
estudo) seriam os ingredientes da evolugdo e quiesvio do equilibrio pode ser
demonstrado pelo calculo do nimero de heterozigesperados para uma populacdo
(Futuyama, 2002; Beiguelman, 2008).

A heterozigose pode ser interpretada como uma meda diversidade
genética. Quando h& excesso de homozigotos nagudla heterozigose observada)(H
na populacdo € menor do que o valor esperagd fEbse déficit de heterozigotos em
populacdes diploides pode ser causado por divéasoses (Hartl & Clark, 2010). Uma

das causas do déficit de heterozigotos é a endagamde um individuo € homozigoto para
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um determinado loco por haver herdado duas coéplésticas de um alelo por
ancestralidade devido ao cruzamento entre apamnt&litra causa é a deriva genética
que ocorre quando populacdes sao isoladas em pExgBRIPOS € pode levar a fixacdo ou
eliminacdo de alelos por variacdo aleatoria das femuéncias ao longo das geracoes,
independentemente do valor adaptativo dos alelag!(& Clark, 2010).

Outros fatores causadores de baixa heterozigoseo s&eito fundador e o
efeito gargalo. Sob essas condicbes as frequérmi@écas dos fundadores ou
sobreviventes nem sempre correspondem as da papuaginal. Assim, a populacéo se
expande a partir de um numero limitado de individeigpode mostrar composi¢cao genética
diferente daquela exibida pela populacdo originahlém disso, os individuos de uma
populacdo podem passar por pontos de estrangularapahas de curta duracdo que sao
seguidos por expansoes rapido da populacao (Tseitsill, 2000; Allendorf & Lundquist,
2003). Destaca-se ainda o efeito Wahlund que megew de subdivisdo da populacdo
como um todo e tende a reduzir a frequéncia de higoiws, em que o fluxo génico é
restrito resultante dos cruzamentos parcialmeet@iios (Futuyama, 2002).

O comportamento da distribuicdo da variabilidadeétjea caracteriza a
estrutura genética de uma populacdo e € normalngifizada para descrever variacdes
herdaveis encontradas dentro de entidades biokgigade ser mensurada em individuos,
populacdes e espécies. Em um loco particular, esldade pode estar presente dentro de
individuos, ou seja, encontram-se individuos cooodchomozigotos e heterozigotos. Ela
pode estar presente dentro da populacdo, sendovatiaequando os alelos presentes em
um loco variavel sdo encontrados em individuogeifies, ou dentro das espécies, o que
se verifica observando a variacdo nas frequéndédisas entre populacbes (Lowe et al.,
2005).

O estudo da estrutura genética das populacdesadmmponente importante de
programas de manejo e controle de pragas, poisfpasecer informacgdes sobre niveis de
variabilidade genética, graus de diferenciacdoeeatr populacbes e padrdes de fluxo
génico. Além disso, possibilita 0 monitoramento dasdancas na frequéncia de genes
especificos, jA que as espécies raramente sdoitemast por populacdes Unicas e
panmiticas (com acasalamento totalmente ao adds@hédo & Fiuza, 2010).

Os estudos de estrutura genética podem esclareltgribuicdo dos genotipos
em uma determinada regido, o que permite infexaidanigratorias ou de fluxo génico e

variacbes genéticas decorrentes de selecdo, mutagaderiva genética. Também
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possibilita, nos estudos de ecologia, um melhoerghimento das inter-relagbes entre
inimigos naturais e artroOpodes-praga, sejam paids#, predadores, simbiontes ou
organismos entomopatogénicos. Para estes Ultimos die organismos existem indicacdes
de que a particdo da variabilidade genética decespéo fungoNomuraea rileyi esta
relacionada com as espécies do inseto hospedeivwa(hakut et al., 2005; Sosa-Gomez et
al., 2012). Em popula¢cdes @podoptera frugiperda(J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) um importante inseto-praga na culturandbo, alguns estudos mostraram que
a diversidade genética esta dentro das populactée entre as populacdes de diferentes
areas e culturas, porém existe um baixo fluxo @émntre estas populacbes, sendo
necessdria maior atencdo nas praticas de maneja edggécie associada a diferentes
plantas hospedeiras, como arroz e algoddo, ao ldagarea de distribuicdo da praga
(Martinelli et al., 2006; Clark et al., 2007; Sa#Hernandez & Saldamando- Benjumea,
2011).

Em populagcbes de insetos-praga a evolucdo da émsist € fortemente
influenciada pela estrutura populacional das espédevido a aplicacdo de medidas de
fitoprotecdo, tais como inseticidas e culturas dgé&micas, e mudancas na paisagem
agricola. A heterogeneidade da paisagem pode prdohuzeiras para a dispersdo e fluxo
génico de insetos especialistas, que por sua vdenpmcupar areas de espécies nao
cultivadas favorecendo a formacgédo de subpopulagstesturadas nestas areas. Ja com as
praticas de fitoprotecdo pode ocorrer a selecagatees que conferem resisténcia a
inseticidas dificultando o manejo de espécies gualgam em area de refugio (Fuentes-
Contreras et al., 2008; Agunbiade et al., 2014nkeseContreras et al., 2014).

A diversidade genética e estrutura populacional as®ctos importantes da
genética populacional de insetos agricolas. Estadogparativos destes aspectos podem,
portanto, ajudar a elucidar os fatores que afetauns siveis populacionais, tais como as
alterac6es climaticas, os fatores ambientais edgiouls, barreiras naturais, as atividades
humanas, migracédo e fluxo génico, e que essexfatoruitas vezes, agem em conjunto
sobre uma populacao de inseto (Duan et al., 2013).

Portanto, a diversidade genética € considerada aondicdo basica para a
populacdo manter sua aptiddo reprodutiva, reagmudangas ambientais e garantir a
sobrevivéncia em longo prazo, ou seja, as adagagdenudancas do agroecossistema so
sao possiveis devido a diversidade genética eractantientro de uma populacao (Brook et
al., 2002).
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2.6 ESTUDOS DE POPULACOES DE INSETOS COM MARCADORES
MOLECULARES

Os marcadores moleculares sao fragmentos de DNApgdem ser todo e
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene esqw, correspondente a regides
expressas ou nao do genoma, ou seja, sao cardcasrife DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdadas geneticamente (ffeede Grattapaglia, 1998). Isto &
devido a variacdo genética natural e a existén@avdrias sequéncias de DNA
polimorficas entre os individuos. Os marcadoresemdares procuram explorar esta
variacao para identificagcdo com base entre osithads (Buso, 2006). Sendo assim, eles
apresentam vantagens sobre os marcadores morfmdogmr exibirem maior grau de
polimorfismo e serem, geralmente, neutros (Fer&i@rattapaglia, 1998).

As técnicas moleculares descritas sao diversasdenpcser utilizadas em
estudos de populacbes de insetos com objetivosediés (Thyssen et al., 2005; Behura,
2006; Fakrudin et al., 2006; Jain et al. 2010; Sancet al., 2013; Huber et al., 2014;
Murty et al.,, 2014). Porém, a escolha da técnicammda € vital para o sucesso da
aplicac&o da biologia molecular em estudos de pgpek. E um erro surpreendentemente
comum o0 uso apenas de técnicas que estdo dispomiveium laboratério, em vez de
escolher o conjunto de marcadores genéticos quaomegsponde a pergunta e, em
seguida, a obtencdo dos dados (Sunnucks, 2000)béramdeve ser analisada a
disponibilidade de recursos humanos e bens de emnsua experiéncia da equipe para a
conducéo do trabalho no laboratério (Ferreira &ttapmglia, 1998).

Os tipos de marcadores moleculares atualmente rdisgis diferem-se quanto
a forma de revelar a variabilidade em nivel de DNDA&. principais tipos de marcadores
moleculares podem ser classificados em dois grupmdgprme a metodologia utilizada
para identifica-los: hibridiza¢cdo ou amplificagé®fdagmentos do DNA via PCR. Entre os
identificados por hibridizacdo estdo os marcad®EEP Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR/driable Number of Tandem Repeats). Ja
aqueles revelados por amplificacdo incluem RARRandom Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymophism), SSR Gngle Sequence Repeats),
dentre outros (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O primeiro grupo de marcador molecular desenvolnaaécada de 1980 foi 0

RFLP que quando clivado com enzimas de restriciipressa, por eletroforese, as
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diferencas de comprimento de fragmentos de DNAemslas por meio da hibridizacao
desses fragmentos com sequéncias homologas do DiNéado com radioatividade ou
por luminescéncia. A variabilidade dos marcadoredeoulares do tipo RFLP pode ser
causada por mudancas de pares de bases, reareamblAl, insercdo e/ou delecdo ou
diversidade natural na sequéncia de nucleotidedse esu dentro de populagdes.
Possibilitam a identificagdo de maior numero deosopolimorficos e, por conseguinte,
foram a primeira ferramenta eficaz para a selegdcstedda por marcadores. A principal
limitacdo da técnica € o uso intensivo da méao-da-elo tempo necessario para a analise
gendmica. Os RFLPs apresentam expressao codomieampi cobrirem todo o genoma,
a probabilidade de associacdo de marcadores cogs ghn caracteristicas agronémicas
importantes é grandemente aumentada (Powell 6198I6).

O marcador molecular do tipo RAPD foi desenvolwio 1990 por Williams e
colaboradores e Welsh & McClelland nos Estados amidE uma técnica que oferece a
oportunidade de gerar grande quantidade de polisnwof de fragmentos de DNA,
espalhados por todo o genoma, usapdoers escolhidos ao acaso, nas reacfes de
amplificacdo. A grande vantagem da técnica de rdares RAPD esta, sem duavida, na
sua capacidade de detectar polimorfismo de modplsie rapido, permitindo assim o seu
uso comofingerprinting, distinguindo divergéncias minimas entre espéaieslones ou
dentro destes (Lopes et al., 2002). Ja as deswrgaglacionam-se a reprodutibilidade
dos resultados, ambiguidade na interpretacdo dadgabacomigracdo de fragmentos de
igual ou tamanho muito proximo e ao carater donisata maioria dos marcadores
obtidos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares AFLP, desenvolvidos efb,16ombinam as
vantagens das técnicas RFLP e RAPD. A técnica dds€PAconsiste primeiramente na
clivagem do DNA gendmico do individuo usando duasireas de restricdo, seguida do
emprego de adaptadores especificos, que sdo ligambogerminais dos fragmentos de
DNA que foram clivados. Apds, sao feitas as angaifoes via PCR dos fragmentos do
DNA. Por ultimo, é realizada eletroforese em gehtla resolucéo para visualizacao dos
fragmentos gerados. A vantagem desses marcadolesutaoes é o grande numero de
fragmentos que sdo gerados e detectados em uUnjdazpgndo com que, apesar de ser um
marcador dominante, sejam capazes de analisara manero de locos em um Unico gel

em relacéo aos outros marcadores (Blears et &8; Behura, 2006).
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Os marcadores SSR ou microssatélites consisteregieepas sequéncias com
um a cinco pares de base que se repetem em séngimero varidvel e sdo 0s mais
polimorficos. Este polimorfismo tem consequénciapartantes, como a geracao de alelos
polimorficos que podem ser utilizados em estudo®eos populacionais, em sistematica
e no mapeamento gendmico. Geralmente, os micréitsaiéentificam um Unico loco no
genoma e, por sua alta taxa de mutacdo, sdo fregquente multialélicos, além de
segregarem de modo codominante (Ferreira & Grajliapd 998). Os microssatélites séo
0s marcadores mais utilizados em estudos de pdmdage varias espécies de insetos
(Palo et al., 1995).

2.6.1 Aplicacbes de marcadores microssatélites pagatudo de populagcdes de insetos

Marcadores microssatélites, também chamado de rseigaerepetitivas
simples (SSR), sdo marcadores genéticos altamelitedpficos e abundantes que existem
ao longo de todos os genomas eucaribticos (Schditte000). Além de suas primeiras
aplicacdes em estudos de mapeamento do genomeeeg despaternidade, os chamados
microssatélites ainda sao os mais poderosos maesadooleculares disponiveis em
ecologia molecular e estudos evolutivos. Caratiessscomo alta variabilidade, facilidade
e confiabilidade de reproducdo e heranca codonenpotem tornar a sua utilizagcéo
generalizada entre os geneticistas de populacdessdns e ecologistas para diversas
espécies (Fuentes-Contreras et al., 2008; Menly, &088;. Lagisz et al., 2010; Muturi et
al. 2010; Yang et al., 2012; Domingues et al., 20A#ntes-Contreras et al., 2014; Lopes
et al.,, 2014). Porém, a grande limitacdo do uso larga escala de marcadores
microssateélites € a obtencéo dos iniciadores dgpEs;ipois até recentemente essa técnica
requeria trabalho intenso no desenvolvimento estocmicial era muito elevado (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

Com o uso de marcadores microssatélites e DNA pritidal (Citocromo
oxidase subunidade I), Karsten e colaboradores3j2@@monstraram que populacdes de
Ceratitis capitata (Weidemann) (Diptera: Tephritidae) na Africa do S&b geralmente
caracterizadas pelo alto nivel de diversidade genétlimitada diferenciacédo populacional
em uma escala espacial. E que provavelmente, pstaaocorrendo fluxo génico no pais
devido a acédo antropogénica, ja que a espécie @aera bapacidade de dispersao (10 km).

Com o uso destas técnicas moleculares, os autardsrgmm entender como estas
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populacdes de moscas-das-frutas estavam estrusueadagerir a utilizagdo de algumas
pratica de manejo para todo o pais, como a téd@aaacho estéril, ja que todas as areas
produtoras de frutos correm o risco de serem imlzadpor este inseto.

Devido a recente invasdo nos Estados Unidos, @pudg sojadphis glycines
Matsumura (Hemiptera: Aphididae) se tornou o maigdrtante inseto-praga desta cultura.
Com o objetivo de avaliar o nivel de diversidadeéjiea e diferenciacdo populacional
entre pulgdes coletados nos Estados Unidos, Cdeefaul e Japao, Jun e colaboradores
(2013) utilizaram 18 locos microssatélites e obsm@&m que o nivel de diferenciacao
dentro e entre cada populacdo do mesmo pais foiatim Tal resultado permitiu
identificar que os pulgdes vieram de uma fonte emuwn, colonizando diferentes Estados
da regido Centro-Norte americana e que eles pé&atarecum mesmo ancestral comum dos

paises asiaticos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de lagartas da broca-da-dansaccharalis foram coletadas
em lavouras de arroz e cana-de-acgUcar em diferémezs de cultivo durante a safra
2012/2013 (Tabela 1; Figura 1 e Anexo A). Apos keteg os insetos foram mantidos
dentro dos respectivos colmos das plantas hospsdeis quais foram acondicionadas em
recipientes ou sacos plasticos, sendo posterioenemcaminhadas ao Laboratério de
Entomologia da Embrapa Arroz e Feijao onde foramdiatamente congeladas em freezer
-80°C para posterior isolamento do DNA genémico.

Tabela 1. Areas e cultivares/variedades amostradas duraotdeta de individuos db.

saccharalis na cultura darroz e cana-de-acgucar.

Estado Municipio Cultivar/Variedade = N*oordenadas geograficas
Arroz
Mato Grosso Canarana (Ca) BRS Sertaneja 14 S PAEAW 52°2006,0"
Santa Carmen (SC) BRS Sertaneja 28 S la00a W 55°2159,0°
Mato Grosso do SulMaracaju (Ma) BRS Sinuelo 18 S 21°54'4;AR 55°54'39,79
Rio Grande do Sul Pelotas (Pt) BRS Firmeza 16 8(®B49,2 W 52°26'21,9
Itaqui (It) BRS Irga 411 11 S 29°08'318/ 56°33'54,6
Santo Anténio (SA) BRS Pepita 30 S 167307 W 49°1853,8"
Santa Rosa (SR) BRS Sertaneja 32 S 16°05'15,4942024,3"
Flores (FI) BRS Tropical 30 S 14°35'09,9" W 472304"
Goias Orizona (0z) BRS Sertaneja 30 S17°02'19,7" W @8%1"
Morrinhos (Mo) BRS Sertaneja 30 S 171%4' W 49°0012,6"
Santa Isabel (SI) BRS Sertaneja 19 S15°20'51,89%23'14,2"
Tocantins Formoso do Araguaia (FA)ga 424 24 S 11°56'00,1" W 49°41'48,0"
Epagri 115
Cana-de-acucar
Aporé (Ap) SP 801842 30 S 18°58,5' W 51°5423,6'
Goias Goianésia (Gn) SP 942101 24 S 1%83 W 48°5737,3
Goiatuba (Gb) SP 801816 28 S 18°02'48\149°40'05,8
Inhumas (In) - 30 S 16°21'35,3"W 49°31'7,69"
Anicuns (An) CTC 16 32 S 16°25'68,4" W 49°54316,

N* corresponde ao nimero de lagartas analisadas.

As areas visitadas para a cultura do arroz forgresentadas por lavouras

comunitarias, propriedades particulares e camppsrgrentais de empresas publicas em
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diferentes regifes orizicolas das regides CentsieDélorte e Sul do Brasil. Para a cana-
de-agucar, priorizaram-se as areas de cultivo préxias regides de cultivo de arroz no

Estado de Goias. As distancias geograficas entda cagido amostrada podem ser
visualizadas no Anexo B.
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Figura 1. Distribuicdo dos pontos onde foram coletadas aehtes populacbes d&
saccharalis.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

Para cada individuo amostrado retirou-se a capsefdlica e a parte
remanescente foi acondicionada em microtubos Empedée 1,5 mL e macerada com a
utilizagdo de nitrogénio liqguido. O DNA genbmicosdamostras de lagartas e
saccharalis foi obtido utilizando-se kit de extracdo de DNA ddéorgerf (Biotek

Corporation, Thorold, ON, CAN). Para a extracaddiA seguiu-se o protocolo descrito
pelo fabricante.
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Para determinar a concentracdo do DNA de cada eanasitizou-se uma
aliquota de GuL das amostras armazenadas em freezer a -20°ClicAmtas de DNA
foram aplicadas em gel de agarose 1% contendo bwod® etidio e submetidas a
eletroforese em cuba horizontal contendo solucfinas@aBE 1X (0.09M Tris Borato e
2mM EDTA) por 25 minutos a 80 Volts. A concentragh® DNA de cada amostra foi
registrada em sistema de fotodocumentacéo Eagle Eymparacdes visuais com o DNA-
padrdo do fagy (lambda), nas concentracdes 50 ng, 100 ng, 206 A0 ng foram
utilizadas para se determinar a concentracdo de .DEW seguida, ajustou-se a

concentracdo das amostras quantificadas para {tD ogm o uso de agua estéril.

3.3 ANALISE MOLECULAR POR MARCADORES SSR

Para a analise molecular das popula¢deB.d@ccharalis foi utilizado um
conjunto composto por oito marcadores microssaglipreviamente desenvolvidos e
publicados na literatura (Pavinato et al., 201Blaya o presente estudo, as temperaturas de
anelamento foram testadas para se determinar dsomeglcondicdes de amplificacédo
(Tabela 2).

Tabela 2.Caracteristicas dos oito marcadores microssaélittzados no estudo genético

de populacdes da broca-da-c@naaccharalis (Fabr.).

Locus Sequencia 5’-3- dos primer Ta (°C) Faixa de tamanho esperado (bp)

Dscl F: CGAGGCTATATTTGCGTGTG 56 160-200
R: GATGATGGAGTTGGAAGGTGA

Dsc3 F: CCATCAAGCTCCTTCTAAGAGAC 56 228-274
R: CCTTGCTCAGTTACCATTCG

Dsc7 F: TGTCGAGCTACTCCATGCTT 56 200-250
R: TGAGACTGAACACTGGCAAGA

Dsc9 F: AACCTTCGATGAGCTACTGC 56 150-200
R: TGTGGTGATTTGTTTGCTTG

Dscl0 F: GGTCCGCGTTTGTTATTGTT 56 220-300
R: TCAAGTGCTCCTTAAAACACGA

Dscll F: ATACGGCTTCATTCGCTTC 54 200-250
R: GGTTTCGCACTCATCACG

Dscl3 F: CGTGGACTAACCCATAGAAGAT 54 200-310
R: GGTTTAGCAGAACTTGGCATA

Dsc20 F: TTGGCAGAGTTGTGGGTAAC 56 210-280

R: ACAGCAGCATCATCATCAGAAGG

F (Forward); R (Reverse); Ta: temperatura de anelameto.

As reacdes de PCR seguiram o seguinte padrao difieagao para um
volume final de 5 pL: 2,5 uL de Master Mix; 0,5 dé Q solution; 0,75 puL a 0,85 pL de



33

agua RNAsdree (Kit comercial Qiagefi Multiplex PCR); 0,05 a 0,1 pL dgsimers SSR
nas concentracoes de 10 pM para cada conjunto dmdaezes (Anexo C) e 1,0 uL de
DNA (10 ng/ pL). As reacdes de PCR foram realizastastermociclador GeneAmp PCR
System 9700Applied Biosystems) e as condicdes de amplificacdes seguiram a geguin
programacao: uma etapa de 95°C/15 minutos, sedeid® ciclos de 94°C/30 segundos,
56°C/90 segundos e 72°C/90 segundos e uma etapddi@2°C por dez minutos.

Os produtos amplificados foram diluidos para sehorak o padrédo de
amplificacdo para a deteccdo semi-automatizadéizaitise a razdo de 5 pL de produto
amplificado para 60 pL de 4gua estéril e destacditus pL foi adicionado em 9,42 pL de
Formamida Hi-Di Applied Biosystems) e 0,08 pL do padrdo GeneSE4800 RoXM Sze
Sardard (Life Biosystems), um marcador de peso molecular de 500 pb marcado
fluoroforo vermelho.

Os padrdes de alelos para cada marcador micrassdtram identificados
através do softwar@eneMapper ® versdo 4.1(ife Biosystems). Por meio deste programa
foi realizado a genotipagem de cada individuo eas saspectivas populacdes. Apds este
procedimento, uma planilha no programa Microsoftf® foi gerada com os alelos e

gendtipos encontrados para os individuoB dgaccharalisnas 17 populagfes estudadas.
3.4 ANALISES ESTATISTICAS

As estatisticas descritivas dos marcadores empgmldacao foram estimadas
utilizando-se o programdSools (Park, 2001). Foram calculadas a heterozigosidade
observada (b), que informa sobre o numero total de heterozgjotontados nas
populacdes, a heterozigosidade espera@s (e informa a quantidade de heterozigotos
esperados na populacdo pelo EHW (Equilibrio Hirdy-Weinberg) considerando a
frequéncia observada dos alelos, numero de alelodopo (A) e suas frequéncias e o
contetdo de informacao polimérfica (PI®alymor phism Information Content). A riqueza
alélica foi estimada através do prograrstat versdo 2.9.3.2 (Goudet, 2002).

As frequéncias alélicas dos locos foram submetédasn teste de aderéncia
(teste exato de Fisher) para se verificar deswsograporcdes de EHW. Desequilibrio de
ligacdo entre os locos dentro das populagbes féedos utilizando o program@&@enepop
versao 4.0 (Rousset, 2008). O teste exato de Highesado para estimar o valor exato de

p, considerando-se um valor de alpha a 95% de pilazde ¢ = 0,05), e o valor de
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significancia foi ajustado pela correcdo sequert#gaBonferroni (Rice, 1989). O calculo
das frequéncias de alelos nulos foi realizado asalo softward~-REENA (Chapuis &
Estoup, 2007).

Com o auxilio do program&enepop 4.0 (Rousset, 2008), foi desenvolvida
uma andlise de isolamento por distancia pelo @stdantel (Mantel, 1967) a partir de
uma matriz composta pela distancia geografica e mitancia genética entre as
populacdes, verificando assim a correlacdo entes. eDs valores de sf foram
transformados emgi/(1- Fst) e plotados contra as distancias geograficasquais estas
matrizes foram permutadas 1.000 vezes.

O programaPhylip versao 3.6 (Felsenstein, 1989) foi utilizado para
construcdo do dendrograma a partir da matriz deindiigridade genética baseada na
distancia genética de Cavalli-Sforza & Edwards 7396 o método de agrupamento
utilizado foi Neighbor-joining, com confiabilidade dos ramos avaliada pootstrapping
(1000 amostragens). O dendrograma foi visualizadpragramalreeview (Page, 1996).

A estrutura populacional foi inferida no prograBieucture versao 2.2 (Falush
et al., 2007). Dez simulacbes independentes foraatizadas para cada numero de
agrupamento (K) que variou de um a dez. Em cadalag&o, foram realizadas 500.000
interacbes com um descarte iniciadin-in) de 50.000 interacdes. Para estimar o valor de
K que melhor se ajusta aos dados, foi usadi de Evanno e colaboradores (2005).



4 RESULTADOS

Foram determinados o0s genétipos de 426 individuedemcentes a 17
populacdes d®. saccharalis oriundas das regides produtoras de arroz e calgitas,
em relacdo a oito locos microssatélites, o queapeanm total de 3.393 “data points”.

No total, foram encontrados 127 alelos distribuieioge os oito locos nas 17
populacdes. Os locos foram polimérficos, varianddsda 32 alelos, com média de 15,87
(Tabela 3). Os locos Dsc 07, Dsc 11 e Dsc 20 fommnque apresentaram menor
variabilidade, enquanto os locos Dsc 03 e 13 aptasen as maiores variabilidades
(Tabela 3). A média de heterozigosidade observiiga [para os oito locos foi 0,350,
variando de 0,130 (loco Dsc 20) a 0,570 (loco D3k A média da heterozigosidade
esperada (B foi de 0,579, variando de 0,287 (loco Dsc 20)790 (loco Dsc 13) e o PIC
por loco apresentou média de 0,523 (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas do nimero total de alelos’)Aheterozigosidade observadas(H
SE), heterozigosidade esperada £HSE) e conteddo de informacao polimorfica
(PICx SE) para os locos microssatélites utilizgolns o estudo populacional de

D saccharalis.

Loco Ar Ho + SE He + SE PIC £ SE

Dsc 01 15 0,395+ 0,035 0,621 + 0,025 0,536 + 0,028
Dsc 09 22 0,279 + 0,030 0,759 + 0,020 0,709 + 0,023
Dsc 10 10 0,146 + 0,029 0,316 + 0,044 0,284 + 0,038
Dsc 20 08 0,130 + 0,021 0,287 + 0,029 0,250 + 0,025
Dsc 03 26 0,317+ 0,037 0,733+ 0,025 0,683 + 0,026
Dsc 07 06 0,548 + 0,037 0,541 + 0,029 0,464 + 0,027
Dsc 11 08 0,424 + 0,048 0,622 + 0,023 0,564 + 0,021
Dsc 13 32 0,570+ 0,036 0,797 + 0,016 0,752 + 0,018
Média 15,87 0,350 0,579 0,523

Um menor numero de alelos (35) foi encontrado npulagdo Morrinhos
(Mo), em contraposicdo a populagédo de Formoso dgusia (FA) que apresentou 0 maior
namero (62) (Tabela 4). Da mesma forma, 0 maiomepor numero médio de alelos por
locos (A) foram observados nestas populacdes & 4,38 respectivamente). A populacao

oriunda de Formoso do Araguaia apresentou o mailmr Wédio para a riqueza alélica
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(6,282). Em todas as populacdes a heterozigosidbdervada () foi menor do que

esperada (H. Os indices de fixacao intrapopulaciorfdlgstimados para cada populacéo

atravées das heterozigosidades o (He He),

apresentaram valores positivos e

significativamente diferentes de zero com valor imég 0,403, com variacédo de 0,253 a

0,570 (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas do namero total de alelosiAnumero médio de alelos por loco
(A), da riqueza alélica (& das heterozigosidades observada $HSE) e
esperada (H+ SE), o contetdo de informacédo polimérfica (PIGE) e indice
de fixacdo intrapopulacionaf) (da espécie para as dezessete populactBs de

saccharalis.

Populacdo A A A, Ho + SE He + SE F

An 55 6,88 4,795 0,348 + 0,03 0,596 + 0,08 0,419
Ap 53 6,63 5,246 0,424 + 0,03 0,647 + 0,07 0,349
Ca 42 5,25 4,958 0,298 +0,04 0,553 +0,12 0,471
FI 45 5,63 4,510 0,399 + 0,03 0,602 + 0,05 0,340
FA 62 7,75 6,282 0,271 +0,03 0,622+ 0,09 0,569
Gb 48 6,00 4,969 0,370+ 0,03 0,629 + 0,07 0,416
Gn 49 6,13 4,786 0,367 + 0,03 0,601 + 0,05 0,401
In 46 5,75 4,352 0,337 + 0,03 0,553 + 0,07 0,393
It 38 4,75 4,750 0,425+0,05 0,630+ 0,07 0,337
Ma 46 5,75 5,080 0,359 +0,04 0,648 + 0,05 0,453
Mo 35 4,38 3,719 0,378 + 0,03 0,503 + 0,07 0,252
Oz 38 4,75 3,925 0,363 + 0,03 0,568 + 0,05 0,365
Pt 44 5,50 5,053 0,292 +0,04 0,586 + 0,09 0,509
SA 43 5,38 4,160 0,336 + 0,03 0,552 + 0,07 0,395
SC 48 6,00 4,565 0,304 + 0,03 0,551 +0,08 0,479
Si 38 4,75 4,065 0,304 + 0,03 0,513+ 0,08 0,414
SR 38 4,75 3,701 0,392 + 0,03 0,546 + 0,07 0,285
Média 5,65 0,3511 0,5846 0,403

Todas as populacdes possuem pelo menos um aletommmm em todos 0s

locos, sendo que 77,95% do total de alelos (1263ls&o compartilhados entre as 17

populacdes. Somente a populacdo de Canarana apresemloco monomorfico (Dsc 10)

(Tabela 5).



Tabela 5.Frequéncias alélicas dos oito locos microssatgdita as populacdes Besaccharalis.

Alelo

An  Ap Ca FI FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA sc S SR
146 9,1 25,0
150 18,8
154 45 6,7
156 3,6
160 6,3 5,3
162 422 550 50,0 450 22,7 333 50 433 50,0 44,833 51,7 28,1 31,7 76,8 500 29,7
166 1,6 1,7 91 21 18 17 5,0 2,6
Dsc0l 168 10,9 183 36 50 22,7 146 3,6 11,7 2,8 5,0 3 3 10,5 188
170 8,3 7.1
172 453 21,7 46,4 50,0 31,8 354 429 433 27,3 444467 43,3 3,1 53,3 125 28,9 51,6
174 3,3 2,3 1,8 2,6
176 11,4
182 6,3
184 2,8 18,8
192 91 56
Alelo an Ap ca FI FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA e S SR
152 10,9 6,7 2,2 3,3
154 1,6 20,0 21,4 100 43 304 93 83 318 56 0 5 6,7 6,3 15,0 139 6,3
156 1,7 10,9
158 4,3
Dsc 09 160 2.2
166 7,8 1,7 8,3 11,7 6,7 10,0 8,3 5,6 18,8
168 13,0 2,8
170 1,6 13,3 10,7 1,7 1,8
172 281 20,0 10,7 550 23,9 239 40,7 250 16,7 ,348 23,3 9,4 33,3 30,6 281
174 5,0 2,2 1,7 91 5,6
176 26,6 250 286 150 87 196 27,8 350 50,0 358,200 48,3 34,4 16,7 375 1L1 438

Continua...



Tabela 5 Continuagao.

178

31 100 10,7 3,3 130 43 37 100 83 33 188 ,015 482 1,6
180 4,7 33 107 4,3 3,7 6,3 3,3 7.1
182 9.4 71 1,7 43 43 3,3 2,8 6,3 6,7 33,3
184 7.4
186 4,7 43 7.4 56 83 1,7 1,6
188 9,1
190 8,7 1,8
192 12,5
196 6,3
198 1,6 43 43 8,3 11,7 3,6
200 2,2
Alelo An Ap Ca Fl FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA SC Sl SR
268 1.6 54 22 10.0
270 6.7 3.6 104 7.1 3.7 3.3 5.0 1.7
280 179 26
284 56 17 1.7 2.6
Dsc 10 286 1.7 6.3 37 500 83 75.0 1.8 3.1
288 919 833 100.067.9 76.1 729 804 852 227 639 950 76.7 250 009 768 895  96.9
200 65 5.0 214 43 104 125 7.4 227 222 8.3 7 6. 5.3
292 8.7 45
294 8.7 3.6
296 3.3 1.8
Alelo an  Ap ca F FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA sc S SR
215 5.4 4.7
219 1.8
Dsc 20 223 3.1
225 1.6 3.6 2.9 1.9
227 750 80.0 929 741 854 875 732 867 955 .57686.2 78.3 93.3 83.3 796 938 688
Continua...
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Tabela 5 Continuacgéo.

229 2.1 1.8 1.7 45 59 13.0 1.6
235 234 167 36 259 125 125 143 117 14.7 813. 217 16.7 56 6.3 21.9
243 3.3 3.6 6.7
Alelo An  Ap ca F FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA sc S| SR
234 422 383 7.1 250 196 39.6 429 550 27.3 153.55.0 56.7 37.5 500 321 611  60.9
236 6.7 1.8 3.3 4.7
238 3.1 7.1 3.6 364 3.1 12.5 9.4
240 3.6 3.6 45 6.7
242 50 74 17 109 63 18 50 45 5.0
244 78 1.7 15.0 83 107 5. 6.7 3.3 13.3 5.6
246 1.6 7.1 2.1 1.7 136 6.3
248 8.3 183 130 6.3 5.0 2.8
250 3.3
252 3.6 6.3 8.9
256 1.7 50 130
Dsc 03 258 5.0
262 1.7 2.2 9.4
264 5.0 43 42 18 6.3 3.3 25.0 3.6 1.6
266 21 89 6.7 3.1 3.3 3.1 250 5.6
268 67 71 83 3.6 45 5.0
270 391 183 3.6 183 196 229 21.4 233 91 15850 26.7 6.3 25.0 222 203
272 47 33 143 43 83 5.0 2.8
274 2.2 1.7
276 1.6 28.6 6.3 17.9
278 10.7 6.5
280 3.3 7.1
284 6.3 1.8 3.1
286 4.3
Continua...
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Tabela 5 Continuagao.

294 3.6

296 3.3

Alelo An Ap Ca Fl FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA SC Sl SR

202 51,6 433 10,7 33,3 1255 417 446 46,7 1823 8, 650 70,0 56,7 1,8 71,1 57,8

230 31 67 143 17 63 63 71 33 136 83 117 9,4 357 53

232 375 317 750 51,7 792 500 357 46,7 455 ,85216,7 26,7 84,4 40,0 55,4 23,7 40,6
Dsc07 234 1,6 1,8

236 31 11,7 133 21 21 71 33 227 306 67 3,3 6,3 3,3 7.1 1,6

250 3,1 67 3,6

Alelo  An Ap Ca FI FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA SC Sl SR

220 1,7

222 188 21,7 179 11,7 10,4 125 16,1 13,3 13,6 ,7 14183 30,0 12,5 10,0 1,8 10,5 18,8

228 31 150 21,4 83 104 125 33 45 118 67 ,010 31 1,7 21,4 26 4,7
Dsc11 230 51,6 433 500 700 729 542 643 667 545 ,335567 38,3 46,9 66,7 554 63,2 531

232 266 200 71 100 63 188 196 133 91 14,183 21,7 18,8 16,7 14,3 23,7 188

234 2,1 15,6 47

236 3,3 3,3 1,8

238 3,6 18,2 23,5 3,1 5,4

Alelo An Ap Ca Fl FA Gn Gb In It Ma Mo Oz Pt SA SC Sl SR

249 1,6 19,6 5,0 10,0 3,4 24,1

255 4,3 1,7

259 16 17 38 2,2 5,6 10,0 3,7

261 6,5 5,0

263 1,6 36 43 1,9 10,0 3,7

265 10,9 3,4 54 19 13,3 6,9 3,6 10,0 1,7
Dsc 13 267 234 241 269 429 87 364 21,4 389 150 313,517 35,7 10,0 34,5 241 222 207

Continua...



Tabela 5. Continuacéo.

269
271
273
275
277
279
281
283
285
287
289
291
293
295
297
299
301
305
309
315
319
321
325
327
337

3,1
3,1

3,1

3,1

23,4

1,6

3,1
3,1

9,4

4,7

1,6
1,6

1,7

22,4

1,7

52
12,1

17,2
52

52

11,5
15,4

7,7

7,7

115 21,4

3,8

11,5

3,6

12,5

3,6
5,4

1,8
3,6

1,8

6,5

4,3

4,3
4,3
13,0

13,0
6,5

2,2

4,5

9,1

29,5 357

9,1

6,8
2,3

2,3

1,8

1,8

7,1

14,3
54

7,1

1,9

29,6

1,9
5,6

111

1,9

16,7
10,0 1,7 3,6
3,3 3,4
50,0 26,7 422 26,8
1,8
10,0 18
1,7
3,3 12,1 17,9
1,8
1,8
5,0 5,4
3,3

3,3

10,0
50,0

3,3

3,3

1,7

24,1

1,7
20,7
1,7
1,7

8,6

16,7

19
3,7

1,9

7,4

1,9

9,3

19

3,4
41,7 39,7
2,8
1,7
111 1,7
16,7 20,7
2,8 10,3
2,8

4%
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Entre as 17 populacdes, doze possuem alelos exasustode-se verificar que
22,05% destes alelos, ou seja, 28 alelos sdotosstrialgumas populagdes e este nimero

variou de um a seis (Tabela 6).

Tabela 6. Alelos privados obtidos em oito locos de marcaslorgcrossatélites para 17
populacdes dB. saccharalis.

Populacao Loco Alelo Frequéncia (%)
Anicuns Dsc 13 279 3,13
Dsc 13 321 1,56
Flores Dsc 03 258 5,00
Dsc 03 296 3,33
Formoso do Araguaia Dsc 01 176 10,42
Dsc 09 158 4,17
Dsc 09 160 2,08
Dsc 09 200 2,08
Dsc 03 286 4,17
Dsc 13 277 4,35
Goiatuba Dsc 09 184 7,14
Dsc 20 219 1,79
Dsc 13 273 1,79
Itaqui Dsc 09 188 9,09
Morrinhos Dsc 03 250 3,33
Orizona Dsc 13 305 1,67
Pelotas Dsc 01 150 18,75
Dsc 01 182 6,25
Dsc 09 192 12,50
Dsc 09 196 6,25
Dsc 13 327 3,13
Santo Anténio Dsc 11 220 1,67
Santa Carmen Dsc 01 156 3,57
Dsc 03 294 3,57
Dsc 13 315 1,79
Dsc 13 337 1,79
Santa Isabel Dsc 13 289 2,63
Santa Rosa Dsc 20 223 3,13

Todas as populagdes apresentaram locos que n&armastan EHW (p < 0,05).
As populacdes de Itaqui (It) e Morrinhos (Mo) aprdgaram apenas um loco com desvio
do EHW (Dsc 09 e Dsc 11, respectivamente), enquastpopulacdes Anicuns (An) e
Flores (Fl) apresentaram seis locos fora do edjigil{iabela 7). A média das estimativas

das frequéncias de alelos nulo foi 0,146, com destpara o loco Dsc 09, que apresentou
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a maior média (0,269) (Tabela 8). Nao foi observddsequilibrio de ligacdo entre os
pares de locos.

Tabela 7. Probabilidade para aderéncia ao Equilibrio de waveéinberg (EHW) de
acordo com o Teste Exato de Fisher. Em negritasl@gie ndo se ajustam as
propor¢des do Equilibrio de Hardy — Weinberg.

Populagcdo Dsc 01 Dsc9 Dsc10 Dsc20 Dsc3 DscDsc 11 Dsc 13

An 0,0001 0,0000 0,1598 0,0001 0,0000 0,2449 0,0000 0,0000
Ap 0,0009 0,0000 0,0571 0,0000 0,0000 0,4020 0,0000 0,1008
Ca 0,0562 0,0000 * 1,0000 0,0000 0,0000 0,0071 0,0000
Fl 0,0001 0,0000 0,0000 0,0002 0,000®,2899 0,0000 0,1200
FA 0,0002 0,0000 0,00000,0209 0,0000 0,0980 0,0000 0,0008
Gb 0,0002 0,0000 0,00011,0000 0,0011 0,5868 0,0000 0,0000
Gn 0,0296 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000 0,0181 0,0000 0,2700
In 0,0737 0,0000 0,0001 0,0579 0,0000 0,0199 0,0000 0,1539
It 0,0036 0,0001 0,1372 * 0,0099 10,9525 0,1764 0,0201
Ma 0,0000 0,0000 0,0651 0,0011 0,0000 0,7648 0,0000 0,0000
Mo 0,0749 0,0145 0,0169 1,0000 0,0574 0,974%0000 0,0010
Oz 0,5983 0,0001 0,0015 0,0005 0,0000 0,5343 0,0000 0,0008
Pt 0,4888 0,0000 0,0168 0,0345 0,0000 0,3059 0,0158 0,0036
SA 0,0367 0,0000 0,0010 0,0005 0,0021 0,7245 0,0000 0,0140
SC 0,0012 0,0000 0,0001 0,0036 0,0000 0,2116 0,0000 0,0018
Si 0,0007 0,0000 0,0548 0,0323 0,0079 0,74270,0000 0,1768
SR 0,2945 0,0000 0,0159 0,0129 0,0000 0,5634 0,0000 0,1603

* loco monomorfico.

Tabela 8.Frequéncia de alelos nulos estimada para cadalkmoo de cada populacdo de
D. saccharalis.

Populagdo Dsc 01Dsc 09 Dsc 10 Dsc20 Dsc 03Dsc 07 Dsc 11 Dsc13 Media

An 0,193 0,310 0,128 0,203 0,179 0,000 0,098 0,168,160
Ap 0,121 0,215 0,112 0,229 0,261 0,000 0,165 0,059,145
Ca 0,155 0,255 0,001 0,000 0,348 0,000 0,049 0,230,130
Fl 0,226 0,124 0,200 0,217 0,152 0,000 0,000 0,050,121
FA 0,227 0,295 0,284 0,137 0,357 0,109 0,231 0,148,223
Gb 0,134 0,254 0,175 0,000 0,206 0,025 0,122 0,208,141
Gn 0,105 0,271 0,148 0,243 0,244 0,075 0,070 0,038,149
In 0,103 0,287 0,194 0,116 0,275 0,042 0,000 0,056,134
It 0,247 0,338 0,130 0,000 0,124 0,000 0,000 0,146,123
Ma 0,269 0,282 0,139 0,248 0,301 0,000 0,000 0,230,184
Mo 0,110 0,151 0,114 0,000 0,031 0,000 0,136 0,168,088
Oz 0,037 0,194 0,172 0,201 0,319 0,000 0,021 0,108,131
Pt 0,074 0,413 0,198 0,233 0,365 0,000 0,000 0,200,185
SA 0,091 0,320 0,150 0,197 0,171 0,000 0,098081 0,139

Continua...
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Tabela 8.Continuacao

SC 0,184 0,339 0,184 0,148 0,360 0,052 0,067 0,012,168
Si 0,142 0,289 0,123 0,165 0,177 0,000 0,191 0,068,144
SR 0,044 0,238 0,119 0,132 0,166 0,000 0,233 0,000117
Média 0,145 0,269 0,151 0,145 0,237 0,018 0,087 19,1

As estimativas das estatisticas F estdo sumarized@sbela 9. O coeficiente
de endogamia da espécie foi de 0,399. Os valoresF de 6 estimados foram
respectivamente 0,437 e 0,062. Estas estimativabaigl indicaram a presenca de
estruturacdo nas populacdes analisadas (Tabekp83ar das estimativas globais terem
indicado estruturagdo genética, a estruturacae estrpopulacded) de cana-de-agucar
nao foi significativa. Ao contrario das populac@esarroz nos quais os valorestd@-sy)

foram significativos (Tabela 9).

Tabela 9.Estimativa dos indices de estruturacdo baseadd&/e@m& Cockerham (1984)
(f, F, 0) para as populacdes naturais De saccharalis. Os valores nao
significativos estéo indicados com asterisco (*).

Populacbtes f F ]

Todas as populagdes 0,399 (0,254-0,534) 0,4379@F»4) 0,062 (0,037-0,094)
Cana-de-acuUcar 0,396 (0,258-0,528) 0,398 (0,25830,5 0,004* (-0,001-0,01)
Arroz (todos os Estados). 0,402 (0,242-0,536) 0(05336-0,581) 0,093 (0,057-0,138)
Arroz (GO) 0,339 (0,179-0,469) 0,362 (0,211-0,491)0,034 (0,021-0,051)

Valores entre parénteses correspondem ao limieidgnfe superior do intervalo de confianca de 95%.

A partir das estimativa® foi gerado uma matriz par-a-par composta por todas
as populacbes com o objetivo de observar o grauliff#enciacdo entre pares de
populacdes. Estes valores da estimativaariaram de -0,003 a 0,2376. Populacdes
separadas por mais de 2000 km de distancia, coruiaPePt) e Santa Isabel (SI)
apresentam uma distancia genética de 0,238 enqummopopulacdes separadas por
apenas 74 km de distancia como Anicuns (An) e l@sufin) apresentaram um menor
indice de divergéncia genético (0,007) (Tabela Y@yificou-se a presenca de correlacéo
significativa entre as distancias genéticas e gdiogis estimada por meio do teste de
Mantel (r=0,76; p= 0,0033) em que € possivel distin um padrdo de aumento da

diferenciac@o genética com o aumento da geografica.



Tabela 10.Matriz de diferenciacdo genéticd) (par a par entre as dezessete populacdd&s daccharalis usando ou ndo a correc&dA
descrita em Chapuis & Estoup (2007).

An  Ap Ca FI__FA Gb Gn In__ It Ma Mo Oz Pt AS SC Sl SR
An 0,008 0,076 0,039 0,060 0,011 0,001 0,007 0,115 0,044240,®,010 0,152 0,003 0,102 0,013 0,011
Ap 00111 10,060 0,044 0,058 0,009 0,007 0,019 008037 0,037 0,015 0,134 0,024 0,071 0021 0,028
Ca 0078 0058 0,083 0,047 0,050 0,080 0,069 0,14073 0,124 0,115 0,163 0,083 0,058 0,126 0,107
Fl 0030 0041 0078 0,049 0,025 0,019 0,024 0,1@P53 0,063 0,056 0,136 0,025 0,103 0,068 0,064
FA 0,068 0,068 0055 0055 0,032 0060 0052 009852 0,130 0,111 0,090 0,069 0,066 0,107 0,097
Gb 0008 0000 0052 0023 0041 _ 0012 0,003 0,aE637 0,039 0,029 0,109 0012 0,083 0022 0,033
Gn  -0,0030,009 0,071 0016 0062 0002 0000 0090 0,040270,®,015 0,138 0,003 0,090 0,013 0,018
In 0,001 0,014 0,083 0,028 0,073 -0,00003; 0,091 0,048 0,025 0,022 0,137 -0,0R90 0,013 0,016
It 0132 0092 0134 0139 0121 0078 0,106 0,113 _ 0057 0165 0,122 0050 0128 0,113 0132 0,141
Ma 0,043 0,043 0,061 0,068 0,071 0,040 0,040 0,R851! 0,101 0,063 0,091 0,067 0,063 0,095 0,066
Mo 0,019 0,037 0,142 0,046 0,142 0,035 0,022 0,01894 0,104 0,020 0,226 0,018 0,146 0,014 0,036
Oz 0,018 0,025 0,134 0,067 0,142 0,036 0,033 0,@532 0,064 0,025 0,181 0,022 0,127 0,021 0,016
Pt 0193 0,163 0194 0200 0142 0,143 0,176 0,650 0,113 0,265 0217 ___ 0171 0,125 0,193 0,181
SA 0,002 0027 0096 0019 0077 0,006 0004 -00M86 0069 0017 0030 0201 0,118 0,010 0,010
SC 0,131 0091 0067 0142 0,112 0,111 0,114 01§63 0,088 0,170 0,160 0,189 0,146 0,140 0,144
SI 0,027 0,035 0,159 0,079 0,133 0,032 0,031 0,02%71 0,117 0,027 0,040 0,238 0,019 0,82 0,021
SR 0,007 0037 0126 0,056 0,107 0,031 0,018 0,@)8343 0,054 0,043 0,014 0,204 0014 0,168 0,041

*Valores na diagonal superior correspondem a ettt de Weir (1996) usando a correcido ENscluding the null allele) descrita em Chapuis & Estoup (2007).
Valores na diagonal inferior correspondem a estiat de Weir (1996) sem a corregéo ENA.

1%
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E possivel notar, através da arvoreNseghbor-joining (Figura 2), que houve
um agrupamento das populagdes por estado. Perealpgesa populacdo de Formoso do
Araguaia (FA) amostrada na cultura do arroz, aptesese em uma posicao intermediaria
aos dois grupos formados. Além disso, as populagdesdas do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, que corresporadepopulacdes de Santa Carmen
(SC), Canarana (Ca), Maracaju (Ma), Pelotas (Pt)taqui (It) agruparam-se em
ramificacbes proximas a parte superior da arvoitereshciando-se das populacdes
coletadas no Estado de Goias. Nao se observolwaeagsép em grupos conforme as plantas

hospedeiras dentro deste Estado.

Ca

Pt
SC
It
740 764
FA 521
729
Gn Ma
859
Ap
309
Fl 230 152 Gb
302 126
217
In
SR az6 %0 495
SA
Oz An
Mo ]

Figura 2. Distribuicdo das populacdes Desaccharalis gerada pelo método dighbor-
joining baseado na distancia genética Cavalli-Sforza & d&dsv (1967).
Populagcdes em vermelho correspondem aos individolesados na cultura
da cana-de-acucar. Os numeros nos nos correspoacdestabilidade destes
apos 100mootstrap.
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A analise de atribuicdo usando inferéncia Bayesideatificou um valor de
AK = 2, ou seja, a formacao de dois grupos signifioa (populagbes com predominancia
na coloracdo preta versus populacbes com predoomndra cor branca). Os grupos
formados sdo muito semelhantes aos que foram @ukeswna arvore, demonstrando que
apesar da formacéo de dois grupos, estes nao ajamsestruturacédo por hospedeiro, mas
sim por regido geografica (Figura 3).

An fp G2 FH S ¢ h M Mo VI - £ 9 R

Figura 3. Analise de atribuicdo usando inferéncia Bayesiamalémentada no programa
STRUCTURE das popula¢cbes d2. saccharalis. AK = 2, nimero que melhor
representa o conjunto de dados.



5 DISCUSSAO

A diversidade genética das populacbes e saccharalis nas regides
produtoras de arroz e cana-de-acglcar analisadasdbada por meio do niumero de alelos
por loco, riqueza alélica, medidas de heterozigmdbservada @) e esperada @l e do
contetdo de informacao polimoérfica (PIC).

Foram encontrados 127 alelos distribuidos noslo@os, com média de 5,65
alelos por loco por populagcéo (Tabela 4). Adicioreite, foi verificada a riqueza alélica
para cada populacao, a qual revela o numero desalderentes segregando em um loco
em determinada populacao, relacionando-se com @mide alelos privados por loco e
por populacdo (Petit et al., 1998). A populacdoFdemoso do Araguaia apresentou a
maior média para riqueza alélica (6,282) e o mamero de alelos privados (6).
Analisando-se a diversidade genética de sete pgjmgada broca do colm@hilo
suppressalis (Walker, 1863) (Lepidoptera: Crambida® cultura do arroz no sul da China,
Liu e colaboradores (2013) encontraram valoreseebt®7 e 14,0 para riqueza alélica
trabalhando com seis locos microssatélites. Valesmrelhantes a este trabalho para a
riqueza alélica foram encontrados por Espinozdabooadores (2007) em seis populacdes
de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae) umpéese oligéfaga em
pomares de mac¢d no Chile. A riqueza alélica de qagmlacdo foi de 3,36 a 4,37,
encontrando-se 210 alelos em 185 individuos andstraom oito locos microssatélites.
Estes dois insetos representantes da ordem Leprdopapresentam comportamento
similar a broca-do-colmB. saccharalis (Fabricius, 1794)No periodo larval, estes insetos
se desenvolvem dentro de estruturas vegetativasp amlmos e frutos das plantas
hospedeiras o que dificulta o controle quimico.tBesodo, utilizar a riqueza alélica como
um componente da diversidade genética de uma prfmufaode fornecer subsidios para a
escolha de quais populacbes devem ser priorizadas pnogramas de manejo e
conservagado de uma espécie (Caballero et al., 2010)

A regido do Formoso do Araguaia esta localizadavale do rio Javaés, no
Estado do Tocantins, em uma extensa area de véoreanais de 500 mil hectares e esta

regido encontra-se entre 0s rios Araguaia e sduenéés, Urubu, Javaés e Formoso



49

(Santos & Rabelo, 2004). As areas amostradas pomdem as Fazendas Cooperjava e
Cooperfomoso, com 76 ha e 175 ha, respectivametddos os individuos amostrados
nesta regido foram coletados nos materiais Irgaed2gagri 115. A mistura de individuos
provenientes destas duas areas possivelmente caosdeficit de heterozigotos (valores
de H < Hg) e refletindo em maior diversidade genética olesdapara esta populagéo.

Todas as populacdes foram constituidas de indigigwovenientes de uma
Gnica area amostrada e apenas um material vegétaado. Morrinhos (Mo) e Santa
Rosa (SR) foram as populacdes que apresentararerases valores médios para riqueza
alélica (3,719 e 3,701) e indice de fixacao intpyacional (0,252 e 0,285) (Tabela 4). A
area amostrada no municipio de Morrinhos corresgpodFazenda Barreiro com 23 ha, a
qual esta cercada por pastagens (espécies do gBremimaria). Ja a segunda éarea
correspondente a Fazenda Santa Rosa, com 7,3 hapmésentava outras culturas
cultivadas no entorno, sendo caracterizada poraree urbanizada. Em ambas as areas, a
lavoura foi composta pela cultivar de terras alB®S Sertaneja. A auséncia de um
hospedeiro alternativo em Morrinhos e a urbanizag@@ntorno da area de Santa Rosa
podem ter contribuido para a baixa variabilidadstate areas, limitando o fluxo génico
entre populacoes.

Na cultura da cana-de-agucar, os individuos tambgnem coletados em
diferentes areas de usinas sucroalcooleiras e @&as s areas amostradas existiam apenas
outras variedades de cana-de-acUcar no entornoai®r mumero medio para riqgueza
alélica foi encontrado na populacdo de Aporé (5,246 seja, uma maior diversidade
genética que também foi confirmada pelas maior@sasvas de A (6,63) e H(0,647) e
o menor indice de fixagdo intrapopulacional (0,348) relagdo as demais populagdes
coletadas para esta cultura (Tabela 4). Dentreopslacoes de cana-de-agucar, Aporé
apresenta a maior distancia dos outros pontoslde&aceendo localizada na regido do Vale
do Rio Aporé, na divisa dos Estados de Goias e /@atsso do Sul, com 564 metros de
altitude. O material vegetal em que as lagartasnfoamostradas correspondeu ao SP 80-
1842 do grupo Coopersucar/ CTC.

Em plantas de arroz é muito comum encontrar digarsdividuos da broca do
colmo em uma mesma touceira. Para as plantas @edeaaclcar este comportamento €
similar, mas a distribuicdo no campo € mais unifar@u seja, em todas as touceiras com
sinais de ataque (coracdo morto e brotamento lpte@ossivel encontrar lagartas dentro

do colmo. Para a cultura do arroz, estes sina@atpie (coracdo morto e panicula branca)
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também sdo comuns para outros insetos, como gafmnkoapresenta uma distribuicao
mais espacada no campo agricola. Este tipo de ctampento nas duas culturas pode
explicar este certo grau de endogamia presenteéas as populacdes, independente da
planta hospedeira.

Considerando-se o fato de se tratar de uma espégiereproducédo sexuada
previa-se uma maior ocorréncia de individuos heigobos na populagdo. Porém,
observou-se que a maior parte dos individuos dpslagdes eram homozigotos e que 0s
heterozigotos, bem como os alelos privados, esémesnuma condicdo mais rara. Para
todas as populacdes de arroz o tamanho amostmr@Espondeu a todos os individuos
analisados, variando entre 11 (Itaqui — It) e 3n{8 Rosa — SR) lagartas coletadas. Ja os
individuos selecionados nas popula¢cdes de canatiesarepresentaram uma amostra do
total de todas as lagartas coletadas nas lavoanawvieiras.

Comparando-se a heterozigosidade esperagdam@tia = 0,58) com outros
encontrados na literatura pode-se concluir queteexisna alta diversidade genética
intrapopulacional desta espécie de broca-do-cohen & Dorn (2010) encontraram uma
heterozigosidade esperadag(Hnédia de 0,700 em nove locos microssatélites fpara
populacdes deC. pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae) calets em
pomares de macad, damasco e nozes em diferentéegegilocais na Suica. Em outro
estudo com outra espécie de traga da m@gapholita molesta (Busck, 1916)
(Lepidoptera: Tortricidae), Zheng e colaborador2818) trabalharam com cinco locos
microssatélites e encontraram uma heterozigosidagerada média de 0,76 a partir de
dezessete populacdes desta praga em pomares dep@ssggo e péra em varias regioes
da China. Assim como B. saccharalis (Fabricius, 1794) estas tragas apresentam um
comportamento oligoéfago, porém quando as fémeaménaen condicdes favoraveis para a
oviposicéo, podem permanecer dentro da mesma aread# emergem e com € possivel a
ocorréncia de acasalamento entre irmaos, ja qUénasas destas espécies e de outros
lepidopteros ja emergem amadurecidas sexualmenbth€kéff, 2000; Zheng et al., 2013).
Este fato pode acarretar aos desvios observadoslagdo aos valores da heterozigosidade
observada (b) e esperada @), favorecendo um aumento de homozigotos nas pgiesa
estudadas.

O conteudo de informacédo polimorfica (PIC) € umidador da qualidade de
um marcador em estudos genéticos. Marcadores ntadesicom PIC superiores a 0,5 séo

considerados muito informativos, com valores ediP® e 0,5 medianamente informativos
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e com valores inferiores a 0,25, pouco informativ@s valores de PIC nos locos utilizados
variaram de 0,25 (Dsc 20) a 0,70 (Dsc 09), com aél# 0,52 (Tabela 03). Apos
desenvolver seis locos microssatélites, Pavinatolaboradores (2013a), a partir de trés
populacdes dé&. frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) calatana
cultura de milho encontraram valores de PIC entld @ 0,89. Porém, os seis locos
selecionados para o estudo foram os mais inforomipara esta espécie de mariposa. Os
locos selecionados neste estudo foram obtidosta gartrabalho realizado por Pavinato e
colaboradores (2013b), que desenvolveram dezdesesa partir de individuos da broca-
da-cana-de-acUcar coletados em uma area canaweltstado de S&o Paulo.

O valor def estimado para esta espécie foi de 0,399 e a geeskn alelos
nulos em locos microssatélites também pode infliaems valores d& além da relacéo de
He e Ho. Alelos nulos sdo em geral resultado de mutaciegpqdem ocorrer no local de
hibridacdo do iniciador (Chapuis & Estoup, 2007%ksin, a presenca de alelos nulos
ocasiona uma reducédo da frequéncia estimada deohigt#os na populacdo e como
resultado tem-se uma superestimacédo dos valorendalegamia (Kalinowski & Taper,
2006).

A presenca de alelos nulos parece ser maior emdjef@ros do que em outros
insetos e a presenca desses parece ser comum e@nnidarossatélites, provavelmente
pela alta taxa de mutagc&o que ocorre nesse marcheoral., 2003). Outra explicagcéo para
a ocorréncia de alelos nulos estd baseada nost@spaologicos do inseto que se
reproduzem em culturas com ciclo anual, cujo ptastirealizado principalmente por
alguns genotipos 0 que aumenta as chances de gongdade, promovendo, assim, a
deficiéncia de heterozigotos observada (De Bar@)5P Embora alguns dos locos
estudados terem apresentado uma estimativa pareore€mcia de alelos nulos para
algumas populacdes, eles ainda contém grande iaf@wonpolimorfica e por esse motivo
foram mantidos nas analises de divergéncia gen@tatzela 8).

A maioria dos alelos foi compartilhada entre todaspopulacdes estudadas
indicando assim, de forma indireta, que existedlggnico entre essas populagdes. O loco
que apresentou o menor numero de alelos foi o Ds@GPe o maior foi o Dsc 13 (32).
Para todos os locos foram encontrados alelos cequéncia menor que 5% e assim estes
alelos foram considerados raros (Tabela 5). Effetendogamia, presenca de alelos nulos,
deriva genética, gargalo genético e selecdo nas@ial alguns fatores evolutivos que

podem ocasionar variagcdes nas frequéncias aldlieasma populacdo (Hartl & Clark,
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2010). Estes fatores também podem alterar o egailtte Hardy-Weinberg. Todos os
locos utilizados no presente trabalho apresental@swio do EHW em pelo menos uma
das populacbes (Tabela 7).

As estimativas de estruturacdo genética encontremtas as populacdes e
saccharalis (Tabela 9), indicaram estruturagdo moderada quandalor de6® ou Fst
(0,062) é avaliado. O valor desfvaria de zero a um.siF= 1 indica populacdes
completamente homozigotas com a fixacdo de alakimts entre elas.dk= 0 indica
populacdes com frequéncias alélicas idénticasgf@y Bao existe diferenca genética entre
as populagdes. Valores das estimativas de vadal#i interpopulacionais entre 0 e 0,05
indicam baixa estruturagcdo genética; valores ef@f@d e 0,15 estruturacdo genética
moderada, valores entre 0,15 e 0,25 estrutura¢ace alalores acima de 0,25 indicariam
uma forte estruturacéo genética (Hartl & Clark,@01

Estruturacdo moderadé € 0,132) também foi encontrada por Domingues e

colaboradores (2012) em populacbes #eliothis virescens (Fabricius, 1781)
(Lepidoptera: Noctuidae), oriundas de cultivo dgodBo e soja em diferentes regides
produtoras no Brasil. Este foi um dos primeirobdthos para esta espécie que apresentou
estruturacdo genética para as populagfes, poimencgara insetos de habito generalista
e/ou oligbéfagos com@. nubilalis (Hibner, 1796)Helicoverpa armigera (Hubner, 1809),
G. molesta (Busck, 1916) apresentarem baixa estruturacadigaretalta taxa de disperséo
entre as populacdes ja que estes podem ter umar rgaima de hospedeiros em
determinada area geografica (Bourguet et al., 20@@iani et al., 2010; Groot et al.,
2011).

N&o houve estruturacdo genética entre populacdBs 8gccharalis em cana-
de-acucar (Tabela 9). Apesar das estimativas gldbeem indicado estruturacéo genética,
nao é possivel distinguir a contribuicdo da pldrdspedeira (arroz e cana-de-acgucar). Foi
possivel observar uma grande contribuicdo da blisgdo espacial na divergéncia
genética, uma vez que as estimativas par a pag astipopulacdes foram maiores nas
populacdes mais distantes (Tabela 10).

Na arvore déNeighbor-joining apresentada na Figura 2 € possivel observar que
ndo houve diferenciacdo entre populacdes oriundagrtbz e cana-de-agucar. Foram
formados grupos segundo a distribuicdo geografestad populacdes. As populacdes
oriundas do Estado de Goias ficaram em um mesnmogmdependentemente da planta-

hospedeira e as populacbes de Mato Grosso, MatesGmo Sul e Rio Grande do Sul
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ficaram no outro ramo da arvore e a populacdo deméso do Araguaia ficou em uma
posicdo intermediaria as demais. Pavinato (20d4béan observou que as populacdes do
Estado de Goias ndo apresentam divergéncia quantwospedeiro (milho e cana-de-
acucar) para esta mesma espécie de broca do colmo.

A andlise de atribuicdo de individuos em popula¢c@Ggkzando analise
Bayesiana mostrou haver dois grupos (K = 2) sicgtivos. O primeiro grupo foi
composto pelas populacdes oriundas de Canaramapbordo Araguaia, Itaqui, Maracaju,
Pelotas e Santa Carmen. O segundo grupo foi fornpats populacées oriundas do
Estado de Goias, coletas em arroz e cana-de-akicara 3). Este agrupamento foi
semelhante ao apresentado na Figura 2. Essasean@i®todo de agrupamento de
Neighbor-joining e atribuicdo por inferéncia Bayesiana) apoiaram resultados de
estrutura genética. Essas analises, embora utiledgoritmos diferentes para estimar a
similaridade genética, agruparam as populacéesnemnestrutura muito semelhante, o que
demonstra a robustez do resultado.

E importante destacar que além dos fatores intiisseaos marcadores
microssateélites, os fatores bioecologicos da espéni estudo podem ser responsaveis
pelas mudancgas na diversidade genética dentraeeanpopulagdes d® saccharalis. Os
cultivos de arroz ndo sao realizados o ano todBraeil. Durante o periodo em que essa
cultura ndo esta no campo, pode ocorrer uma queEgdueada no numero de individuos de
suas populacdes devido a escassez de hospedeirmgasupopulacdes migrarem para
outros hospedeiros (cana-de-acucar, milho, sorgoowinas gramineas) em regides
proximas. Sendo assim, a diversidade genética perdalterada e estas populacdes nédo se
diferenciarem segundo a planta-hospedeira. O Estaddoias € uma regido de expansao
agricola e o cultivo destas duas culturas ocorrecawmitantemente nesta area e
provavelmente o tempo de ocupacdo das culturasrde a cana-de-acucar ainda nao
favoreceu o processo de divergéncia genética papelacdes dB. saccharalis. Este fato
foi comprovado em trabalho realizado com esta melSrnea-do-colmo na cultura do
milho e cana-de-aclcar, na qual ndo houve diferengi@ as plantas-hospedeiras neste
mesmo estado (Pavinato, 2014).

Os resultados obtidos nesse estudo corroborameasgeletontrados por Lopes
e colaboradores (2014). Os autores identificaramlaiidade genética em populacdes de
D. saccharalis em regifes produtoras de cana-de-agucar nos Estmd@&@io Paulo e

Parana. Em outro trabalho com o objetivo de ingastse existia mais de uma introducao
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de D. saccharalis havia ocorrido no sul dos Estados Unidos e sesquar espécies
cripticas estavam presentes, Joyce e colabora®i&4) analisaram populagfes oriundas
do Texas, Louisiana e Florida e compararam conmasytopulacdes de diferentes paises da
America Latina. Os autores também encontraram strateracao geografica no sul dos
Estados Unidos que sugerem duas introducfes degéxie a partir de outros paises.
Contudo, foram identificadas diferencas na comg@msidos feromonios sexuais entre
populacdes coletadas distantes geograficamente gsiea mesma broca-do-colmo em
trabalho conduzido por Cortés et al. (2010).

Em resumo, os resultados indicaram que a diversidgehética deD.
saccharalis esta estruturada no espaco e que as plantas-eospateste estudo, nédo
tiveram um papel fundamental no processo de dimergéenética de populacdes desta
espécie. V€ se a necessidade de mais estudos,capacidade de dispersao, para ajudar a
confirmar os resultados obtidos e desvendar aspéc@rocesso de divergéncia genética
mediada pela mudanca da paisagem agricola, prin@pge com a utilizagdo de

variedades transgénicas para poder tracar medédasudejo de pragas mais eficientes.



6 CONCLUSOES

4 Os locos microssatélites foram eficientes paractanaar a estrutura genética
dentro e entre as populacdesRlesaccharalis em areas produtoras de arroz e cana-de-

acucar em algumas regides do Brasil.

4 Existe estruturacdo genética moderada entre aslgodes deD. saccharalis,

porém nao relacionada com a planta hospedeira e@mo isolamento geografico.

4 Quando analisado em separado, as populacfes aitelaana-de-acucar néo
apresentam uma estruturacdo genética, o que ptalerecionado com o ciclo desta
cultura que permanece por um periodo maior do queltara de arroz o que pode
favorecer o fluxo de individuos mesmo separadosgngas distancias.
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8. ANEXOS

Anexo A. Mapas dos municipios amostrados em diferentes agricolas no Brasil.
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Anexo B.Distancias geograficas em quilometro par a paeeagrdezessete populacde®dsaccharalis.

Popula¢fesAn. Ap. Ca. Fl. F.A. Gn. Gb. In. It. Ma. Mo. Oz Pt S.A. S.C. S.lL
Ap. 491,0

Ca. 566,0 758,0

Fl. 515,0 891,0 1062,0

F. A 643,0 1058,0620,0 665,0

Gn. 2140 630,0 6350 453,0 454,0

Gb. 2450 390,0 790,0 623,0 796,0 352,0

In. 74,30 493,0 601,0 451,0 593,0 153,0 229,0

It. 2047,0 1678,02428,0 2386,0 2706,0 2262,0 1933,0 2114,0

Ma. 1004,0 570,0 1216,0446,0 1615,0 1185,0 922,0 1047,01327,0

Mo. 212,0 429,0 776,0 563,0 751,0 307,0 54,80 1761947,0983,0

Oz. 221,0 6120 7850 431,0 708,0 264,0 210,0 182090,01139,0 156,0

Pt 2354,0 2002,02606,0 2455,0 2783,0 2339,0 2010,0 2116,0 612,0 1452,0 2042,02092,0

S. A 103,0 479,0 696,0 433,0 601,0 157,0 204,0 3B6,2096,01033,0 158,0 156,0 2190,0

S. C. 1156,0 1285,0r45,0 1639,01365,0 1272,0 1355,0 1191,0 2602,0 1368,0 1346,01375,0 2785,0 1223,0

S. | 234,0 6650 5940 501,0 4550 51,90 406,0 ,84278,01220,0 361,0 299,0 2485,a92,0 1257,0

S.R 112,0 531,0 599,0 4580 562,0 122,0 260,070352152,01086,0 223,0 1940 2247650 1189,0153,0

9,
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Anexo C. Volumes (uL) dosprimers utilizados em uma reacdo de PCR para a

genotipagem dos individuos presentes nas dezessgialacbes deD.

saccharalis.
Primers Volume (uL) Primers Volume (uL)
Dsc 01 0,10 Dsc 10 0,05
Dsc 03 0,05 Dsc 11 0,05
Dsc 07 0,05 Dsc 13 0,10

Dsc 09 0,05 Dsc 20 0,05




