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RESUMO

O género Eucalyptus € originario da Australia e estd estabelecido no Brasil ha mais de um
século. Atualmente, o Brasil tem a segunda maior area plantada, formando monoculturas, que
favorecem o estabelecimento de insetos praga. No ano de 2003 foi verificada pela primeira
vez no pais a ocorréncia de Glycaspis brimblecombei, espécie descrita por Moore (Hemiptera,
Psyllidae). Tal espécie também ¢ conhecida por psilideo de concha, em plantios de Eucalyptus
sp. no estado de Sao Paulo. Devido sua alta capacidade adaptativa, atualmente se encontra
amplamente distribuido por todo territorio nacional. Os danos causados por sua infestacdo sao
inimeros, resultando em perdas consideraveis para o setor florestal e consequentemente para
a economia brasileira. As populagdes do psilideo de concha apresentam baixa variacao
morfologica, dificultando sua identificagdo; assim, analises moleculares, tais quais o uso de
marcadores, podem auxiliar a responder essas questdes. Um marcador amplamente utilizado,
por sua alta variabilidade, ¢ o espagador interno transcrito do DNA ribossomal (ITS). Deste
modo, o marcador ITS foi utilizado neste trabalho para averiguar a dindmica populacional do
psilideo de concha de quatro regides do estado de Sao Paulo. A sequéncia do ITS1 apresentou
um intervalo de 291 pb em 88,73% das amostras. Os sitios polimorficos foram identificados
no intervalo de 80 a 200 pb, sendo que na populacdo de Pedra Bela foi observada a maior
distribuicao destes. Além disso, observou-se a ocorréncia de seis haplotipos distribuidos nas
quatro populagdes. O hapldtipo 1 esteve presente em todas as populagdes, enquanto que o
haplotipo 6 foi somente identificado na populacido de Criagdo de Laboratorio. A diversidade
nucleotidica (Pi) das populagdes foi de 0,00445, sendo que a de Criacdo de Laboratorio
apresentou o maior valor de Pi entre as quatro populagdes; ja, em Botucatu nao foi observada
diversidade. Oligonucleotideos especificos que flanqueiem as regides polimorficas das
sequéncias dos haplotipos mais frequentes foram desenvolvidos para utiliza-los como

marcador na genotipagem dos individuos.

Palavras chave: Eucalyptu sp, Glycaspis brimblecombei, inseto praga, ITS 1.



ABSTRACT

Eucalyptus genus is derived from Australia and is settled in Brazil for more than a century
now. Currently, Brazil has the second largest planted area, forming monocultures that smooth
infestation with pest-insects. In 2003, the occurrence of Glycaspis brimblecombei, species
described by Moore (Hemiptera, Psyllidae), was detected in Brazil for the first time. The said
species is also known as red gum lerp, in Eucalyptus sp plantations in the State of Sao Paulo.
Because of their high capacity of adaptation, nowadays they are found widely distributed all
over the domestic territory. Damages caused by their infestation are numerous, resulting in
considerable losses for the forestry sector and, consequently, for the Brazilian economy. Red
gum lerp populations present a low rate of morphological variation, which makes their
identifiction more difficult. Accordingly, molecular tests, such as the use of markers, may
help answering such questions. A widely used marker, due to its high variability, is the
internal transcribed spacer of ribosomal DNA (ITS). Thus, the ITS marker was used in this
paper to investigate the population dynamics of red gum lerps from four regions in the State
of Sdo Paulo. ITS1 sequence showed a range of 291 bp in 88.73% of the samples.
Polymorphic sites were identified in the range of 80-200 bp, with the population from Pedra
Bela showing the highest distribution. Moreover, the occurrence of six haplotypes distributed
in the four populations was found. Haplotype 1 was present in all populations, while
haplotype 6 was identified in lab-developed population only. The nucleotide diversity (Pi) of
populations was 0.00445, while the lab-developed population showed the highest Pi value as
between the four populations. In Botucatu, no diversity was found. Specific oligonucleotides
flanking the polymorphic regions of the sequences of the most common haplotypes have been

developed to be used as markers in genotyping of individuals.

Key words: Eucalyptus sp, Glycaspis brimblecombei, psyllid, pest insect, ITS1
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INTRODUCAO

O eucalipto ¢ originario da Australia e foi introduzido no Brasil em 1856,
encontrando no pais as condi¢cdes edafoclimaticas favoraveis para o seu desenvolvimento.
Dessa maneira, tornou-se um dos géneros mais importantes para a economia brasileira. A
Bracelpa (Associacdo brasileira de celulose e papel) divulgou em julho de 2011 alguns dados
do setor demonstrando que em 2010 as industrias de papel e celulose foram responsaveis por
cerca de US$ 6,8 bilhdes em exportagao resultando em um saldo comercial de US$ 4.9
bilhdes.

Ao longo dos ultimos anos, o setor florestal vem recebendo investimentos para
pesquisa, levando o Brasil a condi¢dao de um dos maiores produtores de celulose de fibra curta
do mundo.

Mesmo com o crescente incentivo aos programas de melhoramento genético,
existem inumeras perguntas para serem respondidas; exemplo disso ¢ a questdo relacionada
com as doengas e pragas que comprometem o sistema produtivo do Eucalipto.

Recentemente, uma praga exdtica, pertencente a familia Psyllidae, foi identificada
nas culturas de Eucalipto, trata-se do Glycaspis brimblecombei, cujo nome popular ¢ psilideo
de concha.

Este inseto ¢ originario da Australia e foi detectado no Brasil pela primeira vez
por Wilcken et al. (2003). O psilideo de concha se assemelha a pequenas cigarrinhas e
apresenta habito sugador (Gallo et al, 2002), sendo uma praga amplamente distribuida nas
plantagdes de eucalipto.

Os danos frequentemente observados na presenca dos psilideos de concha levam a
alteracdes fisiologicas na arvore, além de possibilitar o estabelecimento de doencas
secundarias. Sua acdo pode levar a reducdo de 25% a 30% na produtividade do eucalipto
(Cunha, 2004).

Mesmo com a sua ampla distribuicdo e a¢do ainda ha dificuldades para
caracterizar as diferencas nas populacdes do psilideo de concha, devido a sua baixa variagdo
morfoldgica. O uso de ferramentas moleculares ¢ uma estratégia muito utilizada nos estudos
populacionais, para indicar o nivel de diversidade. Dentre estas ferramentas estdo os
marcadores moleculares, que auxiliam a responder diferentes questdes, dentre elas as
relacionadas a dinamica populacional.

O DNA ribossomal (rDNA) vem sendo utilizado como uma sequéncia

base para a confec¢do dos marcadores moleculares. Em eucariotos esta regido
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gendmica ¢ organizada em unidades repetitivas (RU), que apresentam sequéncias
altamente conservadas (genes: 18S, 5.8S e 28S) e regides intercalares que, em geral,
variam dentro e entre populacdes (Hoy, 1994). Essas regioes conservadas flanqueiam
as regides variaveis que sao chamadas de espagadores internos transcritos (ITS 1 e ITS
2). As regides espacadoras podem ser utilizadas como marcadores em genética
populacional para analises filogenéticas ou mesmo para identificagdo de espécies
(Hillis e Dixon, 1991).

Diante desse contexto, as andlises da divergéncia molecular utilizando
marcadores moleculares ITS em diferentes populacdes de psilideo de concha
auxiliariam na compreensdo da dindmica populacional dos insetos, além de permitir o

desenvolvimento de programas de controle mais eficientes.
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1. Revisao Bibliografica

1.1. Glycaspis brimblecombei.

O Glycaspis brimblecombei, ¢ um inseto exdtico, originario da Australia (Diodato
e Venturini, 2007), chamado popularmente de psilideo de concha. E uma espécie pertencente
a ordem Hemiptera, subordem Sternorrhyncha e familia Psyllidae (Gallo et al, 2002). Este
inseto foi descrito pela primeira vez em 1964 por Moore, a partir de espécies coletadas na
regido de Queensland na Australia (Diodato e Venturini 2007).

Os insetos pertencentes a esta familia sdo diminutos, com comprimento do corpo
entre 2,5 e 3,1 mm, semelhantes a mintsculas cigarrinhas (Gallo et al, 2002). Estudos
morfologicos demonstram que as fémeas sdo ligeiramente maiores que os machos (Cibrian-
Tovar e Iniguez-Herrera, 2001). Apresentam pernas posteriores saltatorias, antenas bem
desenvolvidas que sdo relativamente largas e habito sugador, alimentando-se da seiva das
plantas (Ramirez, 2003).

Os adultos apresentam, em geral, coloracdo verde, sendo que as fémeas podem
variar do verde ao vermelho e a parte terminal de seu abdomen ¢ arredondada com uma
protuberancia por onde sdo colocados os ovos.

Os machos, por sua vez, apresentam colora¢do variada entre cinza-alaranjada a
amarelo-esverdeada; seu abdomen possui projegdes na parte superior que sdo utilizadas para
imobilizar a fémea durante a copula (Cibrian-Tovar et al., s.d.).

A ovoposi¢do ¢ realizada em folhas abertas e os ovos sdo dispostos em linha
(figura 1A), agrupados ou individualizados, podendo existir até 300 ovos por folha, presos por
um pedunculo na superficie foliar (Cibrian-Tovar et al, s.d.). Os ovos sao de cor amarelo-
alaranjados, brilhantes e de formato oval (Ramirez, 2003).

Segundo estudos realizados por Phillips (1992), o periodo embrionério leva de 10
a 20 dias e culmina com a eclosdo das ninfas (figura 1C). Porém, Firmino-Winckler et al
(2009) observaram que a 26°C cada fémea de psilideo de concha pode ovipositar de 6 a 45
ovos por folha de Eucalyptus sp. e estes levam de sete a nove dias para eclodir, o que
demonstra a adaptabilidade deste inseto em nosso pais. Apos a eclosdo, as ninfas caminham
sobre a folha e fixam-se preferencialmente préximo as nervuras foliares, introduzindo, entdo,

seus longos estiletes na folha até atingir os vasos com seiva.
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As ninfas desenvolvem-se sob uma concha construida a partir de secregdes
acucaradas (honeydew) (figura 1B), resultante da alimentag¢do do inseto (Breda et al.,2010),
esta prote¢do possui coloracao branca e formato conico abrigando-as até a fase adulta (figura

1D) (Sanchez, 2003).

Figura 1- Diferentes fases do desenvolvimento de Glycaspis brimblecombei (A):
Ovos de Glycaspis briblecombei ; (B): Conchas honeydew sobre a folha de eucalipto;
(C): Ninfas de Glycaspis briblecombei sobre a folha de eucalipto; (D): Adulto de
Glycaspis briblecombei (Wilcken, 2009).

Segundo Firmino-Winckler (2009), em estudo controlado realizado em
laboratério, observou-se que a temperatura de 26 °C foi a mais adequada para o
desenvolvimento das ninfas de psilideo de concha, apresentando 74% de viabilidade ninfal
média. O mesmo estudo demonstrou ainda que nas temperaturas de 18° e 22 °C, a viabilidade
média foi de 40,5%, sendo que, por fim, a de 30 °C, temperatura menos adequada, apresentou
22% de viabilidade.

Em uma segunda analise, sob as mesmas condi¢des do trabalho anterior, 0 mesmo
autor observou que a longevidade dos adultos varia de dois a sete dias a 26 °C, com ciclo de
vida completo variavel entre 15 e 34 dias (Firmino-Winckler, 2009)

Outros estudos biologicos realizados apontam que esta espécie possui cinco

instares ninfais e seu ciclo bioldgico varia conforme as condi¢des ambientais podendo ser de
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26 a 57 dias com temperaturas médias de 16,5 °C e 22 °C (Dreistadt e Dahlsten, 2001;
Sanchez et al., 2002; Cibrian-Tovar et al. (s.d)).

Por outro lado, dados obtidos em populagdes naturais por Sadnchez et al. (2002)
relataram que os adultos vivem de 10 a 25 dias, constatando, ademais, que o ciclo de vida
sofreu grande variagdo durante o ano sendo curto no verdo e outono e longo no inverno.

Os autores Cibrian-Tovar e Iniguez-Herrera (2001) descreveram que héd duas a
quatro geragdes do psilideo de concha por ano em seu habitat de origem (Australia). Ja, no
México, ha um numero maior de geracdes, especialmente nos meses quentes e secos de
primavera e verdo, pois a ocorréncia de chuvas faz com que as populacdes de psilideo de
concha diminuam, devido a queda das conchas e ao desenvolvimento de fungos sobre as
folhas, o que acarreta na morte das ninfas (Ramirez, 2002).

No Brasil, em estudos realizados com populagdes de psilideo de concha por
Firmino (2004), foi observada uma variagdo no periodo entre a eclosdo da ninfa e a fase
adulta, de 16 a 45 dias, a 18 °C. Entretanto, em temperaturas mais elevadas, o ciclo passou a
ter em média 21 dias. Essas variagdes demonstram a adaptabilidade desse inseto a diversas
condi¢cdes climaticas, o que explica a sua incidéncia em diversos estados brasileiros, pois em

muitos deles as condi¢des ambientais sdo favoraveis a seu desenvolvimento.

1.2. Danos e distribuicio geografica.

Atualmente, o psilideo de concha encontra-se distribuido em diversos paises do
mundo. Para os pesquisadores até o presente momento, € incerto como se deu a sua dispersao,
pois o seu centro de origem ¢ a Australia.

Na América do Norte, o primeiro relato do psilideo de concha ocorreu no estado
da Califérnia, Estados Unidos, em 1998, infestando arvores de Eucalyptus camaldulensis
(Brennan et al, 1999; Dahlsten e Rowney, 2000). Desde entdo, o inseto disseminou-se por
diferentes estados americanos, aparentemente de maneira natural (Garrison, 1998). Na
Florida, foram encontrados na primavera de 2001, em parques turisticos na area de Orlando
(Halbert et. al,2009). No México, sua primeira detec¢ao foi em 1999, pontualmente, mas, no
inicio de 2001, muitos estados mexicanos reportaram a sua presenca em diferentes espécies de
eucalipto (Ramirez, 2003).

Na América do Sul, a maioria das plantagdes de eucalipto sdo clonais e estdo
distribuidas principalmente no Chile, Argentina e Brasil, destinando-se principalmente a

producao de celulose. Esta estratégia de plantacdes clonais ¢ utilizada por varias empresas do
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setor florestal, o que propicia o estabelecimento de um grande niimero de pragas, devido a tal
fato, hoje, temos relatos de que pelo menos oito insetos australianos se alimentam das arvores,
incluindo quatro espécies de psilideo (B. occidentalis, C. eucalypti, C. spatulata, e Glycaspis
brimblecombei), que infestam e destroem grandes areas plantadas (Paine et.al, 2011).

A espécie Glycaspis brimblecombei foi encontrada no Chile pela primeira vez em
2002 (Dahlsten, 2003), em 2003 no Brasil e em 2004 na Argentina (Bouvet et al, 2005).

No Brasil, o relato inicial do psilideo de concha foi no estado de Sao Paulo, em
mais de 30 municipios (Wilcken et al, 2003). Atualmente, concentram-se principalmente nos
estados de Minas Gerais, Goias, Parana, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo (Wilcken et al,
2003), Santa Catarina (Lutinski et al, 2006), Espirito Santo (Resende e Santana, 2008), Rio
Grande do Sul (Oliveira et al, 2006) e Bahia (Masson et al, 2009)., sendo certo que sua
ocorréncia estd associada a locais de grande luminosidade (Oliveira, et al, 2006).

A espécie G. brimblecombei ¢ a mais prejudicial dentre outras da mesma familia,
que infestam eucalipto, estabelecidas na América do Norte. Tal inseto possui uma gama de
hospedeiros relativamente ampla no género Eucalyptus sp. (Brennan e Gill, 1999). As
espécies E. camaldulensis e E. tereticornis sao tidas como altamente suscetiveis a infestagao
por psilideos de concha (Wilcken et al., 2003), mas também sdo encontrados em: E. blakelyi,
E. brassiana, E. bridgesiana, E. camphora, E. dealbata, E. diversicolor, E. globulus, E.
mannifera, E. mannifera maculosa, E. nitens e E. sideroxylon (Brennan et al., 2001; Hollis,
2004).

O psilideo de concha, por apresentar habito alimentar fitofago, causa intimeros
danos as arvores infestadas, principalmente quando observado em grande numero. Além
disso, a presenca deste inseto favorece o ataque de pragas secundarias e a ocorréncia de
doencgas. Os danos frequentemente observados pela presenga do psilideo de concha sdo:
enrolamento e deformacdo do limbo foliar, formacao de galhas; superbrotamento, inducao ao
aparecimento de fumagina (fungo saprofita de coloracdo negra que se desenvolve sobre as
excrecdes acucaradas que o inseto elimina), transmissao de agentes fitopatogénicos (bactérias,
virus e micoplasmas), descoloracdo das folhas, reducdo da area fotossintética das plantas,
reducdo no crescimento das arvores e secamento dos ponteiros, podendo levar as arvores a
morte (Costa Lima, 1942; Hodkinson,1974; Dreistadt e Dahlsten,2001;Gallo et al, 2002). Sua
presenca acarreta, pois, grandes perdas para o setor florestal, estando relacionada a 15% de
mortalidade das arvores de eucalipto no seu primeiro ano de vida e até 40% no segundo ano

(figura 2) (Gill, 1998).
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Figura 2 — Danos observados em arvores de Eucalyptus sp.,
provocado pela presenga de Glycaspis briblecombei (Wilcken,
2004).

Com isso, verificamos que o psilideo de concha acarreta grandes danos as
plantagdes de eucalipto de diferentes espécies, devido a sua rapida dispersao e a presenca das
conchas em grande ntimero na superficie foliar. Dessa forma, pode resultar em um impacto

consideravel na produtividade da eucaliptocultura brasileira.

1.3. Marcador ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1)

Os marcadores moleculares sao todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico do DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1996). Na
ultima década foi crescente a aplicacdo deles nos estudos genéticos e em programas de
melhoramento (Brammer, 2000).

Os estudos de melhoramento genético, incorporando técnicas de biologia
molecular, sdo ferramentas importantes para a compreensao da variabilidade populacional de
pragas, além de possibilitar a explorag¢do de sua biologia, auxiliando no manejo e aumentando
a eficacia do controle quimico e bioldgico.

Com o advento da reagao em cadeia da polimerase (PCR) e do seqiienciamento do
DNA, as técnicas para os estudos com DNA ribossomico (rDNA) tornaram-se relativamente
de facil aplicacdo e de baixo custo sendo muito utilizadas para estudos filogenéticos em todos
os niveis taxondmicos, permitindo uma melhor avaliagio da homologia dos caracteres

moleculares.
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O sequenciamento permite o estudo da mesma regido do genoma de vérias
espécies aparentadas ou ndo e a sua comparagdo, originando uma classificagdo mais natural
ao nivel da espécie (Judd et al., 1999).

A determinacdo da sequéncia de nucleotideos que compdem um fragmento de
DNA representa um dos processos finais de sua analise e ¢ a estratégia mais direta no estudo
dos polimorfismos existentes. O uso desta técnica ¢ consistente, reprodutivel, informativa e
adaptada para diferentes niveis de discriminacdo por meio da selegdao de regides especificas
do genoma.

Um instrumento eficiente para a identificacdo da variabilidade genética entre
individuos de uma mesma populacdo ou entre individuos de populagdes diferentes ¢ o
sequenciamento de regides geénicas variaveis. Entre essas regides, destaca-se o
sequenciamento das regides denominadas ITS (/nternal Transcribed Spacers), presentes no
genoma nuclear, e que integra o gene que codifica as subunidades 18S, 5.8S e 28S do RNA
ribossdmico (rRNA). Devido a alta taxa de substituicdo nucleotidica no ITS, eles tém sido
empregados como ferramentas para o estudo tanto da diversidade genética como para
desenvolver estudos filogenéticos entre os mais variados organismos (Schmickl et al, 2010).

O rDNA dos eucariotos ¢ constituido por uma familia multigénica, responsavel
pela sintese dos rRNAs, estd organizado em unidades repetitivas (RU) em tandem nas regides
organizadoras nucleolares (NORs) (Hoy, 1994).

As unidades possuem sequéncias codificadoras altamente conservadas e
sequéncias intercalares que, em geral, variam dentro e entre popula¢des. Na maioria dos
animais existem de 100 a 500 cépias das RU dos rDNAs no genoma nuclear (Hoy, 1994).
Cada unidade do rDNA eucarioto consiste de: um espagador externo (External Transcrided
Spacer, ETS), transcrito em uma sequéncia que contém a extremidade 5° da molécula
precursora do rRNA; uma regido codificadora do rRNA 18S; o primeiro espacador interno
(Internal Transcribed Spacer, ITS1), que € transcrito; a regido que codifica o rRNA 5.8S; um
segundo espagador interno (ITS2); uma regido codificadora do rRNA 28S e um espacador
externo (Non Transcribed Spacer, NTS), que ndo ¢ transcrito (Flavell e O’Dell, 1979; Long e
Dawid, 1980; Elder e Urner, 1995) (figura 3). Os ITSs apresentam alta taxa de divergéncia
quando comparados com as sequéncias codificadoras dos rRNA 188, 5.8S e 28S (Schlétterer,

et al., 1994).



19

rDNA locus i |

- - - . -
= [

IGS + Transcription
* RNA processing
188 588 28S

Figura 3- Organizacdo dos genes do DNA ribossomico (rDNA) em eucariontes. Os genes sao
organizados em unidades de repeti¢des seriadas como diagramado no topo. A unidade tipica ¢
mostrada em detalhe ampliado. As posi¢des dos trés genes rDNA (188, 5.8S e 28S) sdo indicados
com caixas sélidas, enquanto as regides processadas a partir do transcrito primario estdo em caixas
abertas (ETS, espagador transcrito externo; ITS, espacador interno transcrito). Entre as unidades
de transcri¢do, estdo os espacadores intergénicos (IGS), que na maioria das espécies sdo
compostos por uma ou mais sequéncias internas repetidas (setas sombreadas). A extensdo e a
dire¢do da regido transcrita de cada unidade, bem como o final do rRNAs maduros provenientes
da transcri¢ao sao mostrados na parte inferior, com flechas pontilhadas (Eickbush et al., 2007)

A presenca das sequéncias altamente conservadas (18S, 5.8S e 28S) flanqueando
regides muito variaveis (ITS 1 e ITS 2), favorece a construcdo de iniciadores universais
(primers), que podem ser utilizados na PCR, permitindo o estudo de diferentes espécies
oriundas de varias regides. Portanto, os espacadores podem ser usados para inferir
filogeneticamente a relagdo entre espécies, para identificacdo de espécies ou linhagens, para
estudos de hibridizagdo e como marcadores em genética populacional (Hillis e Dixon, 1991).

As principais fungdes dos espagadores, que garantem o conservadorismo
estrutural dos mesmos, sdo: o reconhecimento de sinais para o processamento da transcri¢ao
do rRNA (Hillis e Dixon, 1991) e também na maturagao do rRNA (Gonzalez et al., 1990)

Estudos utilizando os marcadores ITS foram feitos em diversos eucariotos.
Herwerden et al,. (1999) utilizaram dados do sequenciamento da regido ITS1 para analisar as
relacdes filogenéticas e a variacdo intra e interespecifica em espécies do género Paragonimus
(Trematoda: Digenea). Em carrapatos do género Cecidophyopsis, diferengas na sequéncia da
regido ITS1 foram utilizadas para identificar espécies (Kumar et al., 1999). Além disso,
variacoes da sequéncia da regido ITS1 foram encontradas para dois grupos de peixes ciclideos
indicando uma origem monofilética (Booton et al., 1999). J4, em insetos, as regides
espacadoras ITS1 e ITS2 vém sendo utilizadas em muitos estudos inferindo sobre a analise
das relagoes evolutivas entre classes taxondmicas proximas.

Em dipteros do género Anopheles, foi realizada a identificagdo de espécies
cripticas utilizando-se dados do sequenciamento da regido ITS2 (Beebe et al, 1999). Em outro

estudo, diversas espécies cripticas de Culex foram diferenciadas por meio de produtos
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amplificados correspondentes a regido intergénica ITS1 (Toma et.al, 2000). Em Drosophila
do Cluster buzzatii, Luccalr, M. (2006) observou que o espagador intergénico ITSI1 ¢
adequado para a andlise das relagdes filogenéticas por corresponder a uma regido nao
codificadora que apresenta alta variabilidade interespecifica e pelo fato de que as espécies do
cluster buzzattii compreendem um grupo evolutivo em processo de especiagdo recente.

A diferenciagdo genética entre populagdes de uma espécie constitui o primeiro
estagio da divergéncia evolutiva. Essa diferenciacdo resulta, na maioria dos casos, da acao de
diferentes ambientes a que cada populagdo estd sujeita e a variabilidade preexistente na
espécie (Marques, 2003).

Diante do exposto, podemos dizer que os marcadores ITS auxiliam nos estudos
com espécies de insetos recém introduzidos e permitem que se facam inferéncias das

diferencas apresentadas dentro e entre algumas populagdes.
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2. Objetivo

Analisar a diversidade de populagdes de Glycaspis brimblecombei, coletados de

diversas regides do estado de Sao Paulo, por meio do uso do marcador molecular ITS1.

2.1. Objetivos Especificos

Identificacdo da primeira regido espagadora interna transcrita (ITS1), flanqueada pelos

genes 18S e 5.8S, nas sequéncias obtidas de Glycaspis brimblecombei.

Andlise das sequéncias de Glycaspis brimblecombei das diferentes populagdes,
utilizando os diferentes parametros de diversidades haplotipica e diversidade

nucleotidica.

Analise dos sitios polimorficos identificados nas sequéncias das populagdes de

Glycaspis brimblecombei.

Desenvolvimento de um marcador molecular que auxilie na genotipagem das
populagdes de Glycaspis brimblecombei.
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3. Material e métodos

3.1. Amostragem

O material biologico objeto de andlise compos-se, exclusivamente. de psilideos de
concha adultos pertencentes a espécie Glycaspis brimblecombei. As ninfas foram coletadas
em diferentes regides do estado de Sao Paulo (tabela 1), encaminhadas ao Laboratorio de
Entomologia, no Departamento de Produgdo Vegetal - Defesa Fitossanitaria da Faculdade de
Ciéncias Agronomicas (FCA/UNESP - Campus de Botucatu), inseridas e mantidas em gaiolas
de criagdo até a fase adulta sob a supervisao do professor Dr Carlos Frederico Wilcken. Um
total de 75 amostras, distribuidas em quatro populagdes (tabela 1), foram enviadas vivas para
o Centro de Andlises Gendmicas e Moleculares (CAGEM), do Departamento de Genética,
Instituto de Biociéncias (IB), UNESP, Campus de Botucatu, estado de Sdo Paulo, sendo entdo

procedida a extracdo de seus respectivos DNA’s.

Tabela 1- Amostragem das populagdes de Glycaspis brimblecombei utilizadas nesse trabalho.

N° Local das Coletas Data da N°de
Amostra Cidade Latitude  Longitude Altitude Coleta Individuos
1 Fazggfi;i%;;‘)do' 22°53'57"S 48°25'02"0 833m  29/07/2010 12

Criacao de
2 Laboratério-2*  22°50'44"S 48°26'04"0O 808m 04/08/2010 24
geragao
3 Quadra/SP 23°16'22"S 48°08'55"0 710m 02/08/2010 11
4 Pedra Bela/SP 22°47"45" S 46°26'42" 0O 1105m 30/10/2010 28
Total 75

Legenda- N°: Numero.

3.2. Métodos

3.2.1. Extracao de DNA de psilideo de concha

O primeiro protocolo para a extragcdo do DNA do psilideo de concha
utilizado foi descrito por Jowett (1986). Em cada microtubo, contendo uma unica
amostra ou varias (pool) foi adicionado 200 ul de solucao de homogeneizagao [Tris-

HCI 1 mM (pH = 7,5), NaCl 60 mM e EDTA 50 mM], os insetos foram macerados
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com o auxilio de pistilos, at¢ que todo material pode ser visivelmente dissolvido e
diluido nas solugdes. Apos, se adicionou 200 ul de solucao de lise [SDS 1,25%, Tris-
HCI 0,3 mM (pH = 9,0), EDTA 0,1 Mm e sacarose 5%], em seguida foi acrescentado
5 ul de proteinase K, na concentracao final de 100 pg/ml. Os tubos foram novamente
homogeneizados e incubados por uma hora a 65 °C em banho-maria sob agitagao.

Em seguida, as amostras foram resfriadas em gelo por 5 min, adicionou-se
120 pl de acetato de potassio 8 M (gelado) e retornaram ao gelo por uma hora. Os
tubos foram centrifugados a 14000 rpm, a uma temperatura 4 °C por 10 min. As
amostras foram retiradas da centrifuga com devido cuidado para que as diferentes
fases no tubo permanecessem separadas. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo, e adicionou-se dois volumes de etanol 100%. Os tubos foram
homogeneizados levemente e ficaram em repouso por 5 min. Depois disso, as
amostras foram centrifugadas por 5 min a 25 °C e 14000 rota¢des por minuto (rpm),
em seguida retirou-se o sobrenadante e o pellet foi mantido.

O pellet foi lavado duas vezes com etanol a 70% e centrifugado a
14000rpm por 2 min a 25 °C. Posteriormente, o etanol foi dispensado e os microtubos
invertidos para a secagem do pellet de DNA, sendo levados para o Speed Vacuum.

O DNA obtido foi diluido em 30 ul de agua deionizada (miliQ)
autoclavada e adicionado o volume de 4 pl RNAse (10 mg/ml). Em seguida, o DNA
foi incubado a 37 °C de 30 a 60 min e armazenado a — 20 °C.

O segundo protocolo de extracdo de DNA utilizado foi com a resina
Chelex 100 (Sigma). Cada microtubo, contendo uma amostra de Psilideo de concha
foi macerada com 100 pl de Chelex a 5%. Posteriormente, foi adicionado 10 pl de
proteinase K (10 mg/ml) e os tubos, incubados em banho-maria sob agitagdo a 65 °C
por 15 horas. No dia seguinte, as amostras foram incubadas em banho-maria a 95 °C
por 15 min. E, logo apds, foram centrifugadas a 14000 rpm por 1 min. O sobrenadante

foi transferido para outro microtubo.

3.2.2. Reidratacao

O primeiro método de reidratagdo utilizado foi descrito por Monnerat

(2003). As amostras armazenadas em alcool etilico absoluto (100%) foram lavadas em
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agua destilada por 5 min. Posteriormente, a agua destilada foi dispensada e as
amostras foram colocadas para secagem em temperatura ambiente, em seguida foi
adicionado 40 pl de tampao de eluicdo - TE (Tris EDTA pH 8,0) e colocadas sob
agitacao por 1h e 30 min.

O segundo método de reidratag@o foi descrito por Oliveira e colaboradores
(2002). O protocolo consiste na lavagem das amostras armazenadas em alcool etilico
absoluto (100%) com 50 pul de agua destilada por 5 min., em seguida, as amostras
foram secas a temperatura ambiente sob papel filtro e, depois, transferidas para
microtubo contendo 50 pl de TE entdo, os tubos foram mantidos sob agitagdo a 150

rpm na temperatura de 28 °C por 30 min.

3.2.3. Quantificacio do DNA obtido

A quantificagdo foi realizada em espectrofotometro (NanoDrop ND-1000) e foram
obtidas as concentragdo do DNA em ng/ul, além de mensurar a qualidade do DNA por meio

de comparagdes de valores de absorbancia e grau de pureza.

3.3. Condicoes de Amplificacio do DNA por reacio de PCR (Reacdo em cadeia da

polimerase)

Os oligonucleotideo utilizados sdo especificos para a primeira regido espagadora
interna (ITS1) do DNA ribossomal: rDNA; (5’-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’) (Vrain
et al., 1992) e rDNA| szs (5~ ACGAGCCGAGTGATCCACCG-3’) (Cherry et al., 1997). As
reagoes consistiram de 1 ul DNA genomico, 0.3 uM de cada primer, 5 ul de PCR Master Mix
(Promega Corporation), agua destilada e deionizada autoclavada para um volume final de 10
ul.

As condigdes de amplificacdo utilizadas, descritas por Szalanski et al. (1999),
consistem em: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 45 sa 94 °C, 1l min a 52 °C, 2 min a 72
°C, e 1 ciclo de extensio final de 5 min a 72 °C e término com 10 °C.

O produto de amplificacao foi detectado por eletroforese, na corrente constante de
120 mA por aproximadamente 2 h. Um volume de 5 pl de cada amostra juntamente com 2,5

pl de tampdo de carregamento (TC) foi adicionado em cada canaleta do gel de agarose 1%,
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com tampao Tris-Borato EDTA (TBE 1X). O gel foi corado com brometo de etideo 1% e

comparado com um padrao de peso molecular de 100 pares de base (pb).

3.4. Purificacido dos produtos de PCR

A purifica¢do foi realizada por reagdo enzimatica ao adicionar 2 ul da enzima
ExoSAP IT (GE Healthcare) a 8 pl do produto de PCR de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

3.5. Reacio de sequenciamento

Para cada amostra foram realizadas duas reagdes, sendo uma para o
oligonucleotideo forward (F) e outra para o reverse (R), com um volume de DNA na
concentragdo de 100 ng/ul de acordo com o tamanho do fragmento. Adicionou-se 1,0 ul de
Tampao de Sequenciamento (Tris-HCl 1M pH 9.0 e MgC12 50mM), 2,0 ul Big Dye e 1,0 pl

de primer (5 pmol/uL),agua destilada ou deionizada autoclavada para o volume final de 10 pl.

O programa de amplificacdo consistiu em desnaturagdo inicial de 1 min a 96°C,
35 ciclos de 10 s 2 96 °C, 5 s a 50 °C e 4 min a 60 °C, permanecendo a 10 °C. As sequéncias
foram obtidas a partir do sequenciador automatico modelo 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

3.6. Analises das Sequéncias

Os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse, gerados automaticamente,
foram inspecionados visualmente através do sofiware ChromasPro versao 1.5 (Copyright ©
2003-2009 - Technelysium Pty Ltd ChromasPro)
(http://www.technelysium.com.au/chromas.hlp), no qual o consensos das sequéncias foram

formados. Apos obtencao do consenso, foi realizado o alinhamento utilizando o software
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Clustal X versao 2.1(Larkin et al.,2007), e utilizando a ferramenta BLASTn (Altschul et al.,
1990) foi feita a comparagdo de cada sequéncia com as disponiveis no Banco de Dados

GenBank do NCBI.

O arquivo gerado no software Clustal X versdao 2.1 (Larkin et al.,2007) foi
analisado no software Geneious versdo 4.8.5 (Drummond et al.,2010), para localizar a

sequéncia ITS1 possibilitando seu isolamento utilizando a ferramenta 7rim End.

Com o uso do software DnaSP versdao 5.10 (Rozas et al., 2009) e da ferramenta
DNA polymorphism pdde-se avaliar as populacdes quanto: o numeros de sitios polimorficos, a
diversidade de nucleotideos (Pi) e a quantidade de haplotipos (h). Com a ferramenta
Haplotype Data File verificou-se a distribui¢do dos hapldtipo e a quantidade de sitios

polimorficos.

3.7. Desenvolvimento dos oligonucleotideos

A partir da localizagdo dos sitios polimorficos nas sequéncias do ITS1 de
Glycaspis brimblecombei com o uso do software DnaSP versao 5.10 (Rozas et al., 2009),
utilizou-se o software Geneious versao 4.8.5 (Drummond et al.,2010) para o desenvolvimento
dos oligonucleotideos especificos que serviram como marcador molecular na genotipagem

dos individuos.
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4. Resultados e Discussao

O primeiro método de extragdo de DNA utilizado (Jowett, 1986) nao foi eficiente
para a obtencdo do DNA, mesmo ao realizar alteragdes na concentragdo dos reagentes e/ou no
numero de insetos utilizados em uma Unica amostra (pool). O DNA somente foi obtido a
partir da técnica com a resina Chelex, a qual ¢ amplamente empregada na extragdo de DNA de
material biologico de pouca qualidade e/ou quantidade.

O material biologico utilizado consistia de psilideos de concha que foram
coletados em 2005 e 2006, e estavam fixados em alcool etilico absoluto. Porém, a fixacao de
insetos em alcool pode prejudicar a qualidade e a quantidade do DNA extraido. Em estudo
realizado com formigas, Acromyrmex heyeri, Grutzmacher (2006) testou a qualidade e a
quantidade de DNA extraidos em amostras armazenadas em diferentes concentragdes de
alcool etilico e acabou por verificar que a fixacdo por um periodo maior que oito meses
comprometeu a qualidade e a quantidade do DNA. Da mesma forma, Carvalho (2000)
observou que formigas do género Atta armazenadas por mais de sete meses em alcool etilico
95% apresentaram baixa qualidade e concentracdo de DNA.

Assim, devido ao fato dos psilideos de concha disponibilizados para a
amostragem estarem fixados em alcool etilico por um longo periodo, ao extrair o DNA foi
observada uma baixa quantidade e qualidade do citado acido nucleico. Desse modo, com o
objetivo de obter DNA de melhor qualidade foram testados diferentes protocolos de
reidratacdo (Oliveira et al.,2002; Monnerat et al, 2003). Mesmo ao reidratar as amostras, o
DNA obtido foi de baixa qualidade, dificultando a amplificagdo dos primers. A nao eficacia
do processo de reidratagdo pode estar relacionada ao tempo de armazenamento dos insetos em
alcool etilico (3 a 4 anos).

Diante disso, o DNA das amostras pode ser obtido a partir da padronizagdo do
método de armazenamento, as quais foram transportadas vivas para Centro de Andlises
Gendmicas e Moleculares (CAGEM-IBB/UNESP-Botucatu) e acondicionados a —80 °C. As
modificagdes realizadas possibilitaram a obtencdo de um DNA com valores de concentragao e
qualidade (absorbancia) desejados com média de 197,3ng/ul e 1,45, respectivamente (tabela

2).
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Amostras Concentracio do DNA (ng/ul) Valor de Absorbancia
Botucatu 1 35,1 1,46
Botucatu 2 136,5 1,47
Botucatu 3 134,7 1,61
Botucatu 4 114,3 1,33
Botucatu 5 168,3 1,58
Botucatu 6 104 1,53
Botucatu 7 116 1,6
Botucatu 8 98,8 1,47
Botucatu 9 80,9 1,55
Botucatu 10 98,9 1,58
Botucatu 11 102,3 1,11
Botucatu 12 1947 1,56
Quadra 1 2134 1,47
Quadra 2 188,7 1,48
Quadra 3 193,8 1,43
Quadra 4 300,6 1,46
Quadra 5 337,5 1,6
Quadra 7 158 1,43
Quadra 8 2241 1,49
Quadra 9 176,5 1,39
Quadra 10 287,2 1,54
Quadra 11 158 1,42
Pedra Bela 1 217,5 1,3
Pedra Bela 2 371 1,58
Pedra Bela 3 282 1,34
Pedra Bela 4 2238 1,43
Pedra Bela 5 268.5 1,48
Pedra Bela 6 227.6 1,46
Pedra Bela 7 195,6 1,43
Pedra Bela 8 216 1,42
Pedra Bela 9 251,8 1,45
Pedra Bela 10 2227 1,42
Pedra Bela 11 278.4 1,55
Pedra Bela 12 189,2 1,49
Pedra Bela 13 228.7 1,48
Pedra Bela 14 156,9 1,47
Pedra Bela 15 2242 1,38
Pedra Bela 16 3693 1,58
Pedra Bela 17 280,3 1,48
Pedra Bela 18 192,4 1,3
Pedra Bela 19 2387 1,56
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Tabela 2 — Concentragao e qualidade (260/280) do DNA extraido. (continuagao)
Amostras Concentracio do DNA (ng/ul) Valor de Absorbancia
Pedra Bela 20 205,7 1,39
Pedra Bela 21 205,5 1,45
Pedra Bela 22 190,7 1,3
Pedra Bela 23 241,2 1,4
Pedra Bela 24 322,7 1,25
Pedra Bela 25 226 1,33
Pedra Bela 26 280,1 1,6
Pedra Bela 27 172,8 1,35
Pedra Bela 28 286 1,51
Cria 2%geracao 1 143,1 1,29
Cria 2%geracao 2 186,5 1,41
Cria 2%geracdo 3 176,7 1,34
Cria 2%geragdo 4 143,6 1,27
Cria 2*geragao 5 2723 1,25
Cria 2*geragdo 6 273 1,57
Cria 2*geracgao 7 179,1 1,55
Cria 2%geracdo 8 173,8 1,37
Cria 2%geracao 9 180,2 1,44
Cria 2*geragdo 10 226,3 1,51
Cria 2%geragdo 11 150,3 1,35
Cria 2%geragdo 12 154,6 1,4
Cria 2%geragdo 13 147,3 1,39
Cria 2%geragdo 14 185,7 1,57
Cria 2%geragdo 15 127,5 1,45
Cria 2%geragdo 16 157 1,67
Cria 2*geragao 17 206,5 1,67
Cria 2%geragao 18 166,2 1,58
Cria 2*geragao 19 179,4 1,49
Cria 2*geragao 20 128.3 1,38
Cria 2%geragao 21 192,9 1,45
Cria 2*geragao 22 147,6 1,39
Cria 2%geragao 23 162,9 1,45
Cria 2%geragao 24 151,2 1,17
Média 197,3 1,45

A partir da padronizacdo da extracdo do DNA das amostras discutidas
anteriormente foi possivel observar um fragmento com aproximadamente 600 pb na

amplificacdo com os primers tDNA; e IDNA| sgs (figuras 4-7).
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Figura 4 — Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo 1% com o primer
ITS1 com amostras da populagdo de Quadra-SP. L: Ladder 100pb; Q1-11: Amostras

G. brimblecombei; Br: controle negativo.

Btul Biu? PBtu3 PBtud Btud Btud  Btu7 Btuf  Btu® Biull Btull Btul2 L

Bl T - —

Figura 5 — Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo 1% com o primer
ITS1 com amostras da populacdo de Botucatu - SP. L: Ladder 100pb; Btul-12:

Amostras G. brimblecombei.

FE1 FEZ FEBE3Z FB4 FBS FE& FEY FEBS FE3 FBI0 L FB11 PE1Z2 FE1S FE14 FE1S FEIE FE17 FE1S FE13 FBZ0 FE21 FEZ2Z2 PEZS PEzd FE2] FE2E FB27 FE2E Er

Figura 6 — Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo 1% com o primer ITS1 com amostras
da populacdo de Pedra Bela - SP. L: Ladder 100pb; PB1-28: Amostras G. brimblecombei; Br: controle

negativo.

CL1 CL2? CL3 CL4 ClLs CL6 CLY CL&8 cCL9 CL10 CL1 CL12Cl13 CL4 Cl1sCcle CL17 CL18 CL19Cla0 CL21 CL22 Cl23 Clad L
-

——— — R W G A A S W W G- ——— - -.'
g

Figura 7 — Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo 1% com o primer ITS1 com amostras
da populacdo de Criagdo de Laboratério (2* geracdo) - SP. L: Ladder 100pb; CL1-24: Amostras G.

brimblecombei.
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A partir dos produtos de PCR foi possivel obter sequéncias que correspondiam a
porcdo 3’ do gene 18S, a porcdo 5’ do gene 5.8S e a regido espacadora interna ITS1
localizada entre estes genes.

Das 75 amostras iniciais, uma foi descartada devido a ndo obtencao do DNA e trés
sequéncias foram retiradas da andlise pois apresentaram ma qualidade.

As 71 sequéncias foram comparadas no banco de dados NCBI, apresentando 97%
de identidade e E-value de 2e-37 com a sequéncia completa do 18S rRNA de Trioza eugeniae

(U06482.1) (figura 8), inseto Hemiptero pertencente a familia Psyllidae.

Color key for alignment scores A
<40 40-50 50-80 80-200 »>=200
Guery [
] I I I I I
1 70 140 210 280 350
Sequences producing significant alignments: B
Accession Description Maxscore Tofalscore  Querycoverage _Evalie  Maident

UL Tringa eugeiae 165 nbosomal RNA gene, complete sequence 16 165 I gl o7

C
#r.thUQEQEE.IITEUQEQEE Trioza eugeniae 185 ribosomal RNA gene, complete sequence
Length=2189

Score = 163 bits (89), Expect = 2e-37
Identities = 93/895 (98%), Gaps = 0/93 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 257 TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGARRCCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTARATARTCR 316
LEEEREEER e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2189 TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGARACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTARATRRTCE 2140

Query 317  AGTTCGGTCATCTTTCCGATGAACGTCGGGAGAGC 33l

LREE PEERREEr e eee e reerl
Sbjct 2139 AGTTTGGTCATCTITCCGATGARCGTCGGRAGRGC 2105

Figura 8 — Dados obtidos a partir da analise comparativa no NCBI. (A): alinhamento da sequéncia
da amostra BTUL; (B): valores de identidade, E-value observados; (C): regido em que a sequéncia
da amostra BTUI apresentou identidade com a sequéncia do rRNA 18S de Trioza eugeniae.

Ao delimitar a primeira regido espacadora interna transcrita (ITS1) nas 71
sequéncias, oito ndo apresentaram o tamanho observado em 88,73% das sequéncias, de 291
pb, sendo excluidas das analises posteriores. A partir do alinhamento das 63 sequéncias foram
delimitadas as regides dos dois genes ribossomais 18S e 5.8S (figura 9), que flanqueiam a

regido ITS1, e o local em que os primers pareiam nestes genes conservados (figura 9).
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Figura 9 — Sequéncia consenso do individuo3 da populagdo de Botucatu(BTU3) com as anotagdes dos
genes ribossomais 18S e 5.8S (em vermelho), espacador interno transcritol(ITS1) entre os genes e
marcagdo de pareamento dos primers TDNA (em verde).

A sequéncia ITS1, apdés ser isolada por meio de cortes (trimming) nas
extremidades, retirando os intervalos correspondentes aos genes 18S e 5.8S, nas 63
sequéncias, foi analisada. As sequéncias apresentaram cinco sitios polimorficos (tabela 5), no
intervalo de aproximadamente 80 a 200 pb (figura 10). Os sitios polimoérficos em cada
populacdo estavam distribuidos diferentemente (figura 11). A populagdo de Pedra Bela
apresentou uma maior distribui¢do dos seus sitios polimérficos, no intervalo de 50 a 210 pb
(figura 11C). Ja a populacdo de Botucatu nao apresentou polimorfismos (figura 11A). Nas
populagdes de Quadra e Criagdo de Laboratério a distribuicdo dos sitios polimorficos

apareceu de forma crescente ao longo da sequéncia (figura 11 B e D).

Figura 10 - Distribuicdo dos sitios polimdrficos nas
sequéncias das populacdes.
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Figura 11- Distribui¢ao dos sitios polimorficos em (A) populagido
de Botucatu (Pop BTU), (B) populagdo de Criacdo de laboratério
(Pop Cria2*), (C) populagdo de Pedra Bela (Pop PB) ¢ (D)
populacao de Quadra (Pop QUA).

A presenga de sitios polimodrficos em dois ou mais pontos de um mesmo
cromossomo ou de uma regido do DNA de interesse identificam gendtipos distintos,
denominados haplotipos. Esses sitios podem ser polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs), polimorfismos de inser¢ao e delecdo (indels), ou quaisquer outros polimorfismos
(Templeton, 2005).

As variagdes observadas no intervalo de 120pb (figura 10) distribuidas nas 63
sequéncias resultaram na identificacdo de seis haplétipos. O hapldtipo 1 apresentou a maior
freqiiéncia relativa dentre todos os haplotipos com 80,9% do total de sequéncias analisadas,
enquanto que os haplotipos 3, 4, 5 e 6 apresentaram a menor freqiiéncia sendo que cada um

contém 1,5% das sequéncias (tabela 3).

Tabela 3- Posi¢des dos sitios polimoérficos e total de individuos com estes polimorfismos para
as quatro populacdes estudadas distribuidos em seis haplotipos.

Haplétipos Posicao dos sitios variaveis Total de Fr
129 130 131 132 134  individuos
1 T A C A A 51 80,9%
2 A T A T C 8 12,6%
3 * * * T C 1 1,5%
4 * T * * C 1 1,5%
5 * T * * * 1 1,5%
6 * * * T * 1 1,5%

*Fr = Freqiiéncia relativa dos haplotipos observados nas populacdes.



34

A populagdo de Pedra Bela (PB) apresentou o maior numero de haplétipos, sendo
que 70,37% de suas sequéncias sdo do hapldtipo 1, e as demais sequéncias estdo distribuidas
entre os haplotipos 2, 3, 4 e 5. Nas amostras da Criacdo de laboratorio (Cria2*) foram
identificados trés haplétipos; entre eles, o hapldtipo 6 que foi identificado somente nesta
populacdo, com uma freqiiéncia de 5,55%, da mesma forma que na populacdo de PB o
haplotipo 1 apresentou a maior freqiiéncia, correspondendo a 77,77% das sequéncias. Nas

populagdes de Botucatu e Quadra foi identificado somente o haplotipo 1 (figura 12).

120% 1
100%: - -
m Haplotipo 1
B0% B Haplctipo 2
=] ot
G0% I-Eapl-:.:tlpc:-E-
B Haplotipo 4
40% O Haplctipo 5
B Haplctipo &
20%
0% -
Pop.BTU Pop. Crig2® Pop. QUA

Figura 12- Freqiiéncia dos haplotipos em cada populacdo. Pop. BTU: populacdo de
Botucatu; Pop. Cria2*: populagdo de criacdo de laboratério - 2° geragdo; Pop. PB:
populagio de Pedra Bela; Pop. QUA: populagdo Quadra.

A diversidade nucleotidica (Pi) entre as sequéncias foi de 0,00445, indicando que
estas populacdes do estado de Sao Paulo possuem uma base genética estreita. A populagao de
Criagdao de Laboratorio dentre as populagdes estudadas apresentou o maior valor de Pi de
0,00841, diferentemente da populagdo de Botucatu e de Quadra em que os valores de Pi foram
muito baixos de zero e 0,00107 respectivamente. O valor de Pi observado na populaciao de
Pedra Bela foi de 0,00683.

Os dados obtidos sobre a diversidade nucleotidica e haplotipica a partir do
pequeno numero de insetos estudados, nos permite especular sobre sua introdu¢do no Brasil,
j& que ainda ¢ incerta a origem dos insetos presentes nos estados brasileiros.

A pouca variabilidade encontrada nas populagdes pode ser devido a processos
evolutivos. Um desses processos € a deriva genética, em que as freqiiéncias dos alelos oscilam
por puro acaso, esta ¢ de maior importancia quando os alelos de um gene sdo neutros, ou seja,
quando eles ndo diferem substancialmente quanto a seus efeitos na sobrevivéncia ou na

reprodugao como € o caso do ITS 1 (Futuyma, 2002).
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Outro desses processos evolutivos que pode ter contribuido para a baixa
variabilidade ¢ o efeito do fundador que segundo a definicdo de Mayr (1963) é quando uns
poucos fundadores originais se estabelecem formando uma nova populagdo e carregam
consigo apenas uma pequena fracdao da variacao genética total da populagdo parental.

Essa base genética estreita encontrada nas populac¢des avaliadas pode representar
um avanco para as estratégias de controle dessa praga nas plantacdes de eucalipto,
principalmente se as mesmas forem diferenciadas por genotipagem.

A facilidade de genotipagem por meio de PCR torna os marcadores que envolvem
a analise de haplotipos uma técnica mais agil e com baixo custo, podendo ser aplicada em
larga escala com intuito de auxiliar nos programas de controle de pragas (Rosa e Paiva, 2009).

Assim com a identificacao e localizacdao dos cinco sitios polimorficos no intervalo
de 120pb, foi possivel desenvolver oligonucleotideos especificos a partir das sequéncias do
haplotipo mais freqliente nas populagdes estudadas (haplotipo 1) (figura 13). Os primers
foram chamados de Psilideo forward (Psi-F) e Psilideo reverse (Psi-R), suas sequéncias estdo

apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores desenvolvidos a partir
da sequéncia do haplotipo 1.

Primers Sequéncia
Psi-F | 5’- GAAAGATGCACTGTTACATA-3’
Psi-R 5’- CTCGTACCATTTCTCCTCC-3’

A validacao dos primers foi realizada com trés individuos sabidamente distintos,
os individuos 1 e 2 da populagdo de Pedra Bela que sdo do haploétipo 1 e o individuo 15
também da populacdo de Pedra Bela, que ¢ do hapldtipo 2. A padronizagao da reagdo de PCR
consistiu em mudancas nas concentracdes do primer e também na modifica¢do da temperatura
de anelamento. Assim as reacdes apresentaram a concentragao de 0.3 uM de cada primer para
um volume final de 10pl e condi¢des de amplificagdo de: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos
de 455294 °C, 1 min a 60 °C, 2 min a 72 °C, e 1 ciclo de extensdo final de 5 mina 72 °C e
término com 10 °C.

O fragmento observado em gel de agarose a 1% e corado com Brometo de Etideo
1% apresentou aproximadamente 150 pb na amplificagdo com os primers Psi-F e Psi-R
(figura 14) nos individuos que sdo do hapldtipo 1( PB1 e PB2) e a ndo amplificagdo no
individuo que ¢ do haplétipo 2 (PB15).
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Intervalo dos
sitios
polimorficos

—

Hap. 2 <
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Figura 13 — As oito primeiras sequéncias sdo do haplétipo 2, o segundo mais freqiiente
dentre as populagdes estudadas; os pontos coloridos representam os sitios polimdrficos
identificados no intervalo de 120pb; a ultima sequéncia ¢ do haplétipo 1, o mais
freqiiente nas populacdes estudadas; as setas verdes sdo as marcacdes do pareamento
dos oligonucleotideos desenvolvidos (Psi-F e Psi-R).

~150pb

Figura 14 - Gel de agarose a 1% corado
com Brometo de Etideo 1% com os
primers Psi-F e Psi-R com amostras de G.
brimblecombei da populagdo de Pedra
Bela - SP. L: Ladder 100pb; PB1 e 2:
haplotipo 1 e PB15 em destaque:
haplétipo 2.
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5. Conclusoes

e O método de extragdo de DNA do inseto Glycaspis brimblecombei mais adequado foi
o que faz uso da resina Chelex. Os resultados observados indicam que esse método ¢ o
mais eficiente para a obtencdo de DNA de boa qualidade e em concentragdes

favoraveis a amplificacdo.

e O uso do marcador molecular Internal Transcribed Spacer (ITS 1) demonstrou ser
uma boa ferramenta para estudar as populacdes de Glycaspis brimblecombei, pois 0s
primers tTDNA; e TDNA | sgs permitiram a amplificagdo da porcdo 3’ do gene 18S, a
por¢do 5’ do gene 5.8S e a primeira regido espagadora interna (ITS 1) localizada entre
estes genes, resultando em um fragmento de aproximadamente 600 pares de bases em

todos os individuos estudados.

e Foram identificados cinco sitios polimoérficos no intervalo de aproximadamente 80 a
200 pares de bases, porém estes ndo apresentam uniformidade em sua distribui¢ao,
sendo que a populagdo do municipio de Pedra Bela foi a que apresentou uma maior
distribuicao dos seus sitios polimoérficos enquanto que a populacdo do municipio de

Botucatu ndo apresentou polimorfismos.

e Foram identificados seis haplotipos, destes, dois foram os que apresentaram maior
frequéncia relativa, o hapldtipo 1 com 80,9% do total de sequéncias analisadas e o
haplotipo 2 com 12,6%. As andlises realizadas quanto a diversidade nucleotidica (P1)
entre todas as sequéncias das populagdes do estado de Sao Paulo estudadas, indicaram

uma base genética estreita com valor de Pi de 0,00445.

e A populagdo de Criagdo de Laboratério apresentou maior valor de Pi de 0,00841,
enquanto que as populagdes de Botucatu e de Quadra apresentaram valores de Pi
muito baixos de zero e 0,00107 respectivamente. O valor de Pi observado na

populacdo de Pedra Bela foi de 0,00683.
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Os primers Psi-F e Psi-R demonstraram ser eficientes na identificacdo do haplotipo 1,
com a amplificacdo de um fragmento com aproximadamente 150 pares de bases. Este
marcador poderéd auxiliar nos métodos de genotipagem com baixo custo e em larga

escala desse inseto praga.
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