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RESUMO

Os cultivares de uva no Brasil abrangem as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste e
apresentam poucos organismos que sdo considerados praga. Entretanto, cochonilhas quando
presentes causam prejuizos econémicos, sendo que Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera:
Margarodidae), a pérola-da-terra, € uma das principais. Devido ao habito subterraneo e a
forma encapsulada, os danos ocasionados pela cochonilha tem como consequéncia o
abandono ou declinio da cultura, especialmente nos vinhedos da regido Sul do Pais. Algumas
espécies de formigas do género Linepithema e Pheidole, podem estar associadas as
infestacdes por pérola-da-terra como constatado no Estado do Rio Grande do Sul, porém néo
se tem informacdes a esse respeito no Estado de S&o Paulo. Da mesma maneira, ndo ha
informacBes em relacdo aos aspectos moleculares da pérola-da-terra e, assim, o objetivo do
estudo foi avaliar a diversidade de formigas subterranea em cultivares de videira, analisando a
sua possivel associacdo com a pérola-da-terra, investigando especificamente: i) a riqueza e a
abundancia das formigas no subsolo no Estado de S&o Paulo; ii) os parreirais infestados pela
pérola-da-terra e a relagdo com os taxons de formigas mais frequentes; iii) a caracterizacéo
molecular da pérola-da-terra em diferentes regides do Brasil, a partir de marcadores
moleculares RAPD e 28S. Para tal, foram realizadas coletas nos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Pernambuco. Foram amostradas 20 espécies de formiga e
ndo houve associacdo significativa entre a pérola-da-terra e a riqueza e/ou composic¢ao de
espécies. Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) foi a espécie mais frequente e
abundante em todos os parreirais amostrados. A caracterizacdo molecular da pérola-da-terra
resultou na formac&o de dois clados a partir do gene 28S e em trés grupos, a partir de primers
para RAPD. De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir a possibilidade da
existéncia de pelo menos dois grupos da pérola-da-terra nas diferentes regifes amostradas.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos moleculares e taxondémicos para sustentar os dados
alcancgados.

Palavras-chave: Formicideos. Eurhizococcus brasiliensis. Solenopsisinvicta. Vitivinicultura.
28S. RAPD.



ABSTRACT

The vineyards in Brazil occur in the South, Southeast, Central-West, and Northeast regions
and have few organisms that are considered pests. However, mealybugs can cause economic
losses, and Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae), the ground pearl, is one of
the main viticulture pests. Due to the ground pearl has an underground habitat and
encapsulated form, the damage caused by the mealybug causes the abandonment or decline of
culture, especially in the vineyards of the South region. Some species of ants (Pheidole spp.
and Linepithema spp.) may be associated with infestations of ground pearl, as found in the
state of Rio Grande do Sul, but there is no information in the state of Sdo Paulo. There is no
information about the molecular biology of ground pearl, and thus the aim of the study was to
evaluate the diversity of subterranean ants in the vineyards to investigate their possible
association with the ground pearl, specifically investigating: i) the richness and abundance of
subterranean ants in the State of S&o Paulo, ii) the vineyards infested by ground pearl and
related taxa of ants frequently, iii) the molecular characterization of ground pearl in different
regions of Brazil, from RAPD and 28S molecular markers. For this, samples were collected in
the States of Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo and Pernambuco. We sampled 20
species of ants and there was no significant association between the ground pearl and the
richness and/or species composition. Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) was the
most common species in all the vineyards. The molecular characterization of ground pearl
resulted in two clades from the gene 28S and three groups, based on RAPD primers.
According to the results we can infer the possibility of at least two groups of ground pearl in
different regions sampled. However, further studies are needed to support taxonomic and
molecular data obtained.

Keywords: Formicideos. Eurhizococcus brasiliensis. Solenopsisinvicta. Vineyards. 28S.
RAPD.
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1 INTRODUCAO

A viticultura no Brasil ocupa uma area de aproximadamente 90 mil hectares,
abrangendo as regifes Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (IAC, 2008; IBRAVIN, 2008a;
PROTAS; CAMARGO, 2011). O Rio Grande do Sul possui a maior area cultivada do pais
(IBGE, 2007), sendo responsavel por mais de 90% da producdo nacional de vinhos e
derivados (MANDELLI, 2002). J& o Estado de S&o Paulo destaca-se como o maior produtor
nacional de uva de mesa (TECCHIO et al., 2007) e a regido do Vale do Rio Sdo Francisco
pela producdo de uvas finas de mesa (LEAO; PEREIRA, 2001), com cerca de 10,500 mil
hectares de vinhedos, distribuidos nos Estados de Pernambuco e Bahia (IBRAVIN, 2008b).

De um modo geral, os cultivares de uva possuem poucos organismos que Sao
considerados praga; contudo, cochonilhas quando presentes causam prejuizos econdémicos
(HICKEL; SCHUCK, 1996), sendo que nas raizes das plantas, tem-se principalmente
Eurhizococcus brasiliensis Hempel 1922 (Hemiptera: Margarodidae).

Os danos causados por E. brasiliensis, cuja denominagdo popular pérola-da-terra esta
relacionada ao habito subterraneo e a forma encapsulada (conhecido como cisto), tem como
consequéncia o abandono ou declinio da cultura, especialmente nos vinhedos da regido Sul do
Pais (HICKEL, 2008). Essa espécie também ja foi constatada nos Estados de Santa Catarina
(MATOS; SCHUCK, 1988; MILANEZ, 2001), Parand (FIGUEIRA JUNIOR, 1970;
GALLOTTI, 1976; MORALES, 2001), Sdo Paulo (LOURENCAO et al., 1989) e
Pernambuco (HAJI et al., 2002). Apesar de varias espécies frutiferas serem suscetiveis a ela,
somente os cultivos de videira sdo afetados economicamente (HICKEL; SCHUCK, 1996),
existindo relatos, porém, de outras espécies que também sdo prejudicadas como o
pessegueiro, macieira etc (M. BOTTON, comunicagao pessoal).

Algumas espécies de formigas do género Linepithema e Pheidole, podem estar
associadas, de maneira mutualistica, as infestacGes por pérola-da-terra (HICKEL; SCHUCK,
1996; SACCHETT, 2006), como constatado no Estado do Rio Grande do Sul (NONDILLO et
al., 2010a, b). O fato das formigas se associarem a pérola-da-terra em busca do honeydew,
quando estdo presentes em cultivos de uva podem promover o aumento da populacdo de
cochonilhas através da diminuicdo da mortalidade, conferida pelo sistema de protecdo dos
predadores naturais (HAJI et al.,, 2004; DIEHL-FLEIG; DIEHL, 2007). Apesar da
importancia da associacdo do hemiptero com as formigas, pouco se sabe a respeito das
caracteristicas bioecoldgicas da pérola-da-terra e nada se conhece em relacdo aos aspectos

moleculares da cochonilha.
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Em funcéo da infestagdo por E. brasiliensis nos parreirais do Estado do Rio Grande do
Sul poder estar associada a presenca de especies de formigas (SORIA et al., 1997;
SACCHETT et al. 2009; NONDILLO et al., 2010a) e em virtude da escassez de informacoes
sobre as espécies de formigas que infestam os cultivares de uvas do Estado de S&o Paulo,
assim como sobre os aspectos moleculares da pérola-da-terra é importante a elaboracéo de
trabalhos que visem a aquisi¢do de conhecimentos bioldgicos basicos nesta area.

Desta maneira, o presente estudo teve como objetivos avaliar a diversidade de formigas
subterranea em cultivares de videira, analisando a sua possivel associacdo com a perola-da-
terra, investigando especificamente: i) a riqueza e a abundancia das formigas no subsolo em
parreirais do Estado de S&o Paulo; ii) os parreirais infestados pela pérola-da-terra e a relacéo
com os taxons de formigas mais frequentes; iii) a caracterizacdo molecular da pérola-da-terra

em diferentes regibes do Brasil, a partir de marcadores moleculares RAPD e 28S.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos Gerais do Cultivo de Uva no Brasil

A uva é uma das frutas mais antigas utilizadas na alimentacdo humana e, por esse
motivo, seu cultivo acompanhou a migragcdo dos primeiros agricultores, com domesticacgéo e
adaptacdo de espécies e de muitos cultivares (SOUSA; MARTINS, 2002; GIOVANNINI,
2008). E uma planta que pertence ao género Vitis L. e contempla aproximadamente 60
espécies (MULLINS et al., 1992). No Brasil, videiras de Vitis vinifera trazidas de Portugal e
Espanha, foram introduzidas pelos colonizadores portugueses no ano de 1532 na Capitania de
Sdo Vicente, atual Estado de S&o Paulo. Contudo, a viticultura comecgou a ganhar forca apenas
a partir de 1960, especialmente na regido Sul do Pais (IAC, 2008; IBRAVIN, 2008b).

Atualmente, a viticultura no Brasil ocupa uma éarea de aproximadamente 90 mil
hectares, abrangendo as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (IAC, 2008;
IBRAVIN, 2008a; PROTAS; CAMARGO, 2011). Em 2011, a exporta¢cdo de uva de mesa
pelo Brasil representou 59,391 mil toneladas, o que o coloca em 19° lugar em é&rea cultivada
com uvas e 0 14° em producdo a nivel mundial (MELLO, 2012).

Os trés Estados da regido Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand) sao
produtores de uva, vinho e derivados, sendo que o Rio Grande do Sul possui a maior area
cultivada do Pais (IBGE, 2007), responsavel por mais de 90% da producédo nacional de vinhos
e derivados (MANDELLLI, 2002).

Na regido Sudeste, os Estados de Séo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo sdo 0s
produtores viticolas, sendo que S&o Paulo destaca-se como o maior produtor nacional de uva
de mesa rustica (TECCHIO et al., 2007; PROTAS; CAMARGO, 2011).

No Centro-Oeste, destacam-se os Estados de Goias e Mato Grosso e na regido Nordeste
do Pais, o submédio do Vale S&o Francisco, com os Estados da Bahia e Pernambuco,
destacando a producdo de uvas finas de mesa (LEAO; PEREIRA, 2001; PROTAS;
CAMARGO, 2011).

Em referéncia ao Estado de Sdo Paulo, a vitivinicultura originou-se na regido leste do
Estado, em cidades como Sdo Roque, Jundiai, Louveira, Sdo Miguel Arcanjo dentre outras,
com a producdo de vinhos, uvas finas de mesa e, principalmente, uvas de mesa (rdstica) da
variedade Niagara Rosada. A regido noroeste do Estado, tendo Jales como polo referencial,
apresenta producdo principal de uva fina de mesa, sendo que nos ultimos anos, tem-se

observado uma mudanc¢a importante na matriz produtiva com expansdo das areas plantadas
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com uva rastica (PROTAS; CAMARGO, 2011). Assim, Nidgara Rosada é a variedade
dominante no Estado.

Em funcdo do elevado destaque econémico e social que o cultivo de uva apresenta, a
incidéncia de pragas e doencas sdo aspectos importantes para 0 manejo da cultura. No que diz
respeito a doengas, as causadas por fungos sdo responsaveis por até 30% do custo de
produgdo em regibes em que o clima torna seu desenvolvimento favoradvel (SONEGO;
GARRIDO, 2007).

Apesar dos insetos-praga serem de importancia secundaria na cultura (BOTTON et al.,
2009), as cochonilhas podem causar prejuizos econémicos (HICKEL; SCHUCK, 1996). Na
parte aérea da videira, espécies de cochonilhas-farinhentas (Pseudococcidae) causam prejuizo
em uvas destinadas ao consumo de mesa, danificando as bagas e levando ao aparecimento da
fumagina, que inviabiliza a fruta para o comércio (MORANDI FILHO, 2008); o que ¢
considerado um fator limitante para o plantio (TEIXEIRA et al., 2002; FOLDI, 2005).
Entretanto, no Brasil, a cochonilha de raiz (pérola-da-terra) é a praga que se destaca como

mais importante na cultura da videira (BOTTON et al., 2009).

2.2 Aspectos Bioldgicos da Pérola-da-Terra

A pérola-da-terra, Eurhizococcus brasiliensis Wille 1922 (Hemiptera: Margarodidae) é
uma cochonilha de raiz que ataca uma grande variedade de plantas como, por exemplo, a
lingua de vaca, batata-doce, salvia, mandioca dentre outras. Foi encontrada pela primeira vez
em 1921 no municipio de Santa Maria, no Rio Grande do Sul. O género Eurhizococcus é
nativo da Ameérica do Sul, com trés espécies descritas: Eurhizococcus brasiliensis (Wille,
1922); Eurhizococcus brevicornis (Silvestri, 1901); Eurhizococcus colombianus (Jakubski,
1965) (FOLDI, 2005). Das espécies deste género, apenas E. brasiliensis foi identificada no
Brasil se alimentando da seiva de videiras.

Inicialmente, a espécie foi identificada como Margarodes brasiliensis por Wille (1922)
e posteriormente transferida para o género Eurhizococcus por Silvestri (1936). Em 1987 foi
descrita uma nova espécie de pérola-da-terra denominada Margarodes soriae, coletados em
Veranépolis, Rio Grande do Sul, mas pouco depois, Foldi (1987) constatou que a suposta
espécie nova era pré-pupa dos machos de E. brasiliensis, sendo este entdo, considerado o
primeiro registro do macho da espécie (BOTTON et al., 2008).

E. brasiliensis tem distribuicdo Neotropical, encontrando-se em varias regifes do Brasil.
No Estado do Rio Grande do Sul, tais cochonilhas j& foram encontradas em praticamente
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todas as regides viticolas (com excecdo da Serra do Sudeste e Campanha Gaucha). Existem
também registros para os Estados de Santa Catarina, na regido do Vale do Rio do Peixe
(MATOS; SCHUCK, 1988; MILANEZ, 2001); Parana, nos municipios de Rio Negro
(FIGUEIRA JUNIOR, 1970) e Curitiba (GALLOTTI, 1976; MORALES, 2001). Foi também
constatada no Estado de Sdo Paulo, nos municipios de Santa Rita do Passa Quatro e Guarei
(NOVO, 1978) em cana-de-acticar e em videiras no municipio de Louveira (LOURENGCAO et
al., 1989). Mais recentemente, também foi diagnosticada na Regido do Vale do Séo Francisco,
nos Estados de Pernambuco e Bahia (HAJI; ALENCAR, 2000; HAJI et al., 2002; HAJI et al.,
2004).

A denominagdo pérola-da-terra deriva da aparéncia amarelo brilhante, semelhante a
pérolas verdadeiras. Este termo é referido para um grupo de cochonilhas de dez géneros e
aproximadamente 105 espécies. Estas cochonilhas causam sérios danos as plantas, pois se
alimentam de sua seiva reduzindo seu vigor e podendo leva-las a morte (FOLDI, 2005).

E. brasiliensis possui habito subterraneo e ataca as raizes de videiras, penetrando seus
estiletes no sistema radicular da planta, sendo prejudicial no primeiro, segundo e terceiro
instares larvais, ja que os adultos sdo desprovidos de aparelho bucal e ndo ocasionam danos as
plantas (SORIA; GALLOTTI, 1986). Sua reproducdo ocorre principalmente através de
partenogénese telitoca, apresentando no Rio Grande do Sul, um ciclo por ano, apesar de
ocorrer sobreposicdo de geracdes no campo (DAL BO et al., 2007); no Estado do Rio Grande
do Sul, a flutuacdo populacional da pérola-da-terra ocorre da seguinte forma: a fase de ninfa
ocorre entre 0s meses de novembro e marco, de cisto de marco a outubro e de cisto com ovos,
outubro a janeiro. Ja no Estado de S&o Paulo, a predominancia da fase de ninfa movel ocorre
entre 0os meses de outubro a marco, de cisto de julho a agosto e de cisto com ovos, de outubro
a dezembro, sendo que as fémeas predominam de agosto a novembro (SCHMIDT et al.,
2013).

A reproducédo assexuada ocorre da seguinte maneira: a fase de cisto (que apresenta cor
branco-acinzentada) quando repleto de ovos, torna-se fragil e quebradico e rompe-se para
liberd-los. A partir dos ovos, as ninfas de primeiro instar eclodem e deslocam-se ativamente
até encontrar uma raiz para se fixar e iniciar sua alimentacdo (GALLOTTI, 1976; FOLDI,
1990; HICKEL, 1998; BOTTON et al., 2000; SORIA; DAL CONTE, 2000).

A partir do segundo instar, quando as ninfas estdo fixadas nas raizes, elas perdem os
apéndices (pernas e antenas) e encerram-se no interior de sua cuticula, que torna-se uma
capsula protetora e assume o formato esférico. Apds essa fase, a ninfa de terceiro instar atinge

seu maximo crescimento, de formato globoso e com coloracdo amarela, sendo por isso
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denominada pérola-da-terra. Assim, o completo desenvolvimento da ninfa geralmente
culmina na partenogénese telitoca, sendo que as fémeas permanecem no interior dos cistos até
a realizacdo da postura e, depois, morrem. Pode ocorrer também o rompimento do cisto para a
saida de uma fémea mdvel, geralmente de corpo piloso, desprovida de aparelho bucal,
apresentando o primeiro par de pernas do tipo fossorial (adaptado para escavar) e de
coloragdo amarela (HICKEL, 1998; SORIA; DAL CONTE, 2000; BOTTON et al., 2009).

Nesta fase, a fémea pode subir até a superficie do solo para um possivel acasalamento
com o0 macho, o que caracterizaria a reproducdo sexuada da espécie, retornando em seguida
para o interior do solo, para realizar a postura dos ovos. A reproducdo sexuada € pouco
comum na espécie, porém os insetos podem apresentar uma fase de pré-pupa, pupa e originar
machos alados que vivem poucos dias com a funcdo de copular com a fémea mdvel
(HICKEL, 1998; SORIA; DAL CONTE, 2000). Neste caso, existem poucas informacdes
sobre o que ocorre com as fémeas ap0ds a fecundacdo, bem como o que leva ao aparecimento
do macho na espécie (FOLDI, 1990).

Uma das caracteristicas da pérola-da-terra que agrava o problema as plantas é a auséncia
de diapausa nas fases de desenvolvimento do inseto, ou seja, mesmo nos meses mais frios
com as plantas de videira em repouso vegetativo, as ninfas continuam se nutrindo das raizes,
tornando a planta mais suscetivel a infeccdo por fungos de solo (HICKEL; SCHUCK, 1996;
HICKEL, 1998).

Os danos decorrentes do ataque da cochonilha relacionam-se com o definhamento do
parreiral de maneira progressiva devido a succao da seiva, 0 que leva a redu¢do da producéo e
a morte das plantas (TEIXEIRA et al., 2002; BOTTON et al., 2005). Em parreirais adultos, as
folhas ficam amareladas entre as nervuras; as bordas das folhas encarquilham para dentro,
ocorrendo em alguns casos, queimaduras. Assim, plantas com estes sintomas, geralmente tém
baixo vigor, entrends curtos, entram em declinio e morrem. Um estudo recente mostrou que
esses sintomas da planta de videira que sempre foram atribuidos a pérola-da-terra, podem
também ser sintomas de doencas na planta ocasionados por virus ou fungos (ZART, 2012).

Em funcdo dos danos ocasionados pela pérola-da-terra nos parreirais, torna-se
indispensavel o seu controle, que é bastante complexo, devido ao formato globoso do corpo
das ninfas e do revestimento por uma carapaca espessa, que confere alta resisténcia as
adversidades climaticas, ao habito subterraneo do inseto e, principalmente, a falta de
informagdes sobre a bioecologia da espécie. Diante disso, os métodos convencionais de
controle da praga sdo, praticamente, indcuos (HICKEL et al., 2001; HICKEL, 2008).
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Varios métodos de controle ja foram utilizados para a pérola-da-terra como: a resisténcia
de plantas, buscando-se porta-enxertos mais resistentes a praga; o controle biolégico com
fungos e nematdides entomopatogénicos, 0s quais apresentaram resultados apenas para 0
controle da fémea movel (HICKEL; SCHMITT, 1997; SCHMIDT et al., 2009); a utilizacdo
da mosca Prolepsis lucifer Wiedemann, 1828 (Diptera: Asylidade) que é o principal predador
da cochonilha, sendo que a larva de primeiro instar penetra nos cistos, alimentando-se da
fémea e dos ovos, porém esta acdo ndo atinge o controle em nivel econémico (SORIA;
MELLO, 1998). Uma alternativa de controle que pode auxiliar na reducdo da populacdo da
cochonilha abaixo do nivel de dano econémico é a utilizacdo de cobertura vegetal nos
vinhedos com plantas ndo hospedeiras da pérola-da-terra (FADINI et al., 2001; BOTTON et
al., 2010).

Existe também o controle quimico realizado atraves de inseticidas sistémicos, porém
possui custo financeiro elevado e, assim, é feito na maior parte das vezes, de forma localizada,
concentrando a aplicacdo apenas nos focos de plantas com sintomas. Uma vez que a praga
encontra-se distribuida por toda a area, as por¢des do parreiral que ndo recebem o inseticida
permanecem infestadas. Outro fato complicador € a reducdo da eficiéncia dos inseticidas
conforme aumenta a idade da planta, pela dificuldade em se atingir toda a zona de raizes no
solo (HICKEL; SCHUCK, 1996). Deste modo, alternativas menos onerosas que impeg¢am o
avanco da cochonilha no cultivo e que possam ser aplicadas por toda a area dos vinhedos,
ainda séo necessérias (HICKEL et al., 2008).

Diante do dano ocasionado aos plantios, a dispersdo da pérola-da-terra pode tornar a
situacdo ainda mais agravante. Esta dispersdo pode ser realizada por formigas, uma vez que
estes insetos se associam com a cochonilha e transportam as ninfas de primeiro instar para
novos pontos do hospedeiro ou para outras plantas.

Em funcdo de seu hébito subterraneo e seu ciclo de vida longo, a biologia da pérola-da-
terra apresenta muita dificuldade em ser estudada. Conforme ja citado e descrito na
bibliografia, hd apenas uma espécie de pérola-da-terra registrada em videiras no Brasil, E.
brasiliensis, porém nenhum estudo (taxondmico ou molecular) foi realizado, com o intuito de
amostrar as pérolas-da-terra que ocorrem em videiras nas diversas regibes do Pais.
Observacdes pessoais a campo permitiram constatar que em algumas regides, o controle
quimico é satisfatorio enquanto em outras € ineficiente; em algumas localidades, o prejuizo no
parreiral atribuido a cochonilha é grande, enquanto que em outras areas, existe 0 convivio
normal com o inseto. Além dessas caracteristicas distintas relacionadas ao controle, foram

observadas também caracteristicas comportamentais diferentes em regides diversas. No semi-
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arido brasileiro (em Petrolina) € comum as fémeas ambulatérias caminharem sob o solo,
enquanto que em outras regides (como no Rio Grande do Sul) este fato ndo é comum. Essas
caracteristicas podem estar relacionadas a diferencas abioticas, como clima, condi¢des de solo
entre outras, mas também podem indicar espécies, ou grupos de espécies, distintos. Em
virtude dessas constatacGes € que se justifica o objetivo (iii) do presente estudo, a fim de
verificar se existem grupos distintos da pérola-da-terra em algumas regides do Brasil, a partir

da ferramenta de biologia molecular.

2.3. Formigas e Associacdo com a Pérola-da-Terra

As formigas pertencem a uma Unica familia Formicidae (Insecta: Hymenoptera), que
compreende 21 subfamilias (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; BOLTON, 2003); sdo
consideradas um grupo de artrépodes abundantes, diversos e ecologicamente importantes na
maioria dos ecossistemas terrestres (FOLGARAIT, 1998). As formigas possuem 0s mais
variados habitos alimentares podendo ser generalistas, predadoras, cultivadoras de fungos;
apresentam tambem interagdes com plantas, variando desde mutualismo até herbivoria, além
de poderem ser atraidas pelos nectarios extraflorais (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Existe também a relacdo mutualistica entre formigas e hemipteros conhecida como
trofobiose, na qual as formigas se associam principalmente a cochonilhas, em busca do
honeydew, um liquido rico em acucar derivado da seiva da planta e parcialmente digerido
(DELABIE, 2001), que serve para algumas espécies de formigas como fonte de energia.

Em relacdo a pérola-da-terra, as formigas transportam suas ninfas recém-eclodidas no
interior do parreiral, protegendo a cochonilha do ataque de inimigos naturais e, ao cavarem
galerias, facilitam a sobrevivéncia do inseto nas raizes das plantas (BOTTON et al., 2005).
Quando as formigas estdo ausentes, os cistos podem ficar incrustados formando pelotas, 0 que
resulta no desenvolvimento de fungos no liquido acucarado liberado pelas cochonilhas
(HICKEL; SCHUCK, 1996). Dessa maneira, as formigas podem promover o aumento da
populacdo de cochonilhas através da diminuicdo da mortalidade, conferida pelo sistema de
protecdo dos predadores naturais, como também contribuir na reducdo dos hemipteros
parasitados por fungos, pela constante ‘limpeza’ do excremento agucarado (HAJI et al., 2004;
DIEHL-FLEIG; DIEHL, 2007). Sendo assim, certas espécies de formigas, apesar de ndo
ocasionarem dano direto as plantas, podem ser consideradas como pragas agricolas por
aumentar a infestacdo e, consequentemente, os prejuizos decorrentes da presenca do inseto

sugador (E.R.HICKEL, comunicagéo pessoal).



20

Em virtude dessa relacdo, alguns taxons de formigas, principalmente Linepithema e
Pheidole podem estar associados, de maneira mutualistica, as infestacGes por pérola-da-terra
(HICKEL; SCHUCK, 1996; SACCHETT, 2009). No Brasil, tal associacdo foi relatada pela
primeira vez por Gallotti (1976) com L. humile Mayr e Nylanderia fulva (Mayr, 1862)
transportando ninfas de primeiro instar da pérola-da-terra. Posteriormente, Soria e Gallotti
(1986), Hickel (1994) e Soria et al. (1997) tambem relataram que L. humile era predominante
em areas com a cochonilha na regido Sul do Brasil. Além de L. humile, Soria et al. (1997)
relataram as seguintes espécies de formigas associadas a pérola-da-terra: Dorymyrmex sp.,
Brachymyrmex sp., Camponotus blandus (Smith), C. crassus (Mayr), C. melanoticus
(Emery), C. renggeri (Emery), C. rufipes (Fabricius), Camponotus sp., Nylanderia fulva,
Crematogaster sp., Pheidole aberrans (Mayr, 1868), P. megacephala (Fabricius), P.
triconstricta (Forel), Solenopsis saevissima (Smith F., 1855); Wasmannia autopunctata
(Roger), Prionopelta sp., Pseudomyrmex sp. Taxons estes que pertencem a Myrmicinae,
Dolichoderinae, Formicinae e Pseudomyrmecinae; sendo que as duas primeiras subfamilias
séo amplamente observadas em associagdo com hemipteros (DELABIE, 2001).

Em relagdo as espécies de Linepithema ha uma tendéncia em se diagnosticar todos 0s
especimes como L. humile, devido a grande similaridade entre as operarias (SORIA et al.,
1997; SILVA,; LOECK, 1999; SACHETT, 2006; WILD, 2007). De acordo com Suarez et al.
(2001) existem populacdes de Linepithema que ndo sdo L. humile e que sdo mencionadas
como tal em varios estudos. No Sul do Pais foram catalogadas trés espécies: L. humile, L.
micans (Forel) e L. gallardoi (Brethes, 1914); entretanto, Wild (2007) reconhece 19 espécies
pertencentes ao género, incluindo 10 novas. Dessa forma, ao contrario do que se pensava, L.
micans e ndo L. humile é que dispersa ninfas recém-eclodidas da cochonilha no Estado do Rio
Grande do Sul (MARTINS; BUENO, 2009; SACHETT et al., 2009; NONDILLO et al.,
2010a, 2010b), sendo que dois haplotipos estdo fortemente associados a pérola-da-terra
(MARTINS et al., 2012). No que diz respeito a regido Sudeste, ainda ndo se tem um
diagnostico para os cultivares de uva.

J& nos vinhedos da Califérnia e da Africa do Sul, a formiga-argentina, Linepithema
humile, tem sido considerada uma das principais pragas (ADDISON; SAMMAYS, 2000;
DAANE, 2000; DAANE et al.,, 2007; MGOCHEKI; ADDISON, 2010). Entretanto,
normalmente ndo esta associada a familia Margarodidae e sim a familia Pseudococcidae, cuja
infestacdo diminuiu quando as formigas foram excluidas das plantas através de barreiras
fisicas (BENTLEY, 2001).
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Em relagdo as formigas cortadeiras, ndo se tem conhecimentos sobre quais espécies
podem ser encontradas nos parreirais do Estado de Sao Paulo, ainda que existam reclamacgdes
por parte dos agricultores (F.GOES, comunicacio pessoal). No Sul do Brasil, sabe-se que elas
atacam alguns cultivares, especialmente de Niagara Rosada. O ataque dessas formigas pode
ocorrer em qualquer fase do ciclo da planta, mas os maiores danos ocorrem na fase de
crescimento, paralisando-o temporariamente (BOTTON et al., 2003).

Além do fator bioldgico que influencia na dispersdo das ninfas da pérola-da-terra nos
parreirais, ha também a dispersdo em longas distancias a partir de materiais agricolas ja
contaminados, mudas ja infestadas e também pelo homem através do solo retido em sapatos
(MARICONI; ZANITH, 1973).

Uma vez que a infestacdo por E. brasiliensis pode estar associada a presenca de varias
espécies de formigas (SORIA et al., 1997) é importante que se tenha o conhecimento das
espécies associadas a pérola-da-terra nos plantios, o que serd fundamental para o
desenvolvimento de programas de manejo de pragas ou de alternativas que possam ser
implementadas pelos produtores para evitar a dispersdo da cochonilha nas areas infestadas,
principalmente em uma regido onde a expansdo do cultivo tem sido crescente, como no
Estado de S&o Paulo, justificando os objetivos (i) e (ii) do trabalho.

Assim, a tese foi dividida em dois Capitulos, sendo que o Capitulo 1 abrange o0s
resultados referentes aos objetivos (i) e (ii), detalhando acerca das espécies de formigas nos
parreirais do Estado de S&o Paulo com a presenca ou auséncia da pérola-da-terra e, 0s
resultados referentes ao objetivo (iii) estd apresentado no Capitulo 2 que diz respeito aos
aspectos em relacdo a caracterizagdo molecular de Eurhizococcus brasiliensis em diferentes

regides do Brasil.
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FORMIGAS (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) EM PARREIRAIS
INFESTADOS E NAO INFESTADOS PELA PEROLA-DA-TERRA
(Eurhizococcus brasiliensis) NO ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO

A associacdo entre formigas e cochonilhas pode ocasionar prejuizos a agricultura, incluindo
parreirais. Na regido Sul do Brasil, a formiga Linepithema micans promove a dispersdo de
Eurhizococcus brasiliensis (pérola-da-terra), uma cochonilha de raiz que pode ocasionar
perdas econémicas. Neste estudo, avaliaram-se as comunidades de formigas em parreirais
infestados e ndo infestados pela pérola-da-terra nos principais municipios produtores de uva
da variedade Nidgara Rosada da regido Sudeste do Brasil, tendo como hipoteses: (i) a
composicgao da comunidade de formigas difere entre os parreirais com e sem E. brasiliensis,
(ii) cultivares infestados apresentam uma ou mais espécies com alta frequéncia de ocorréncia,
(iii) as espécies de formigas tem preferéncia por isca agucarada. As formigas foram coletadas
usando armadilhas subterraneas, em dez parreirais infestados e dez ndo infestados pela
cochonilha. N&o houve associacdo significativa entre a pérola-da-terra e a riqueza e
composicao de especies de formigas. Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) foi a
espécie mais frequente e abundante, porém sua presenca ndo deve estar relacionada com a
presenca da cochonilha e sim a sua capacidade invasora. Pheidole aberrans, Pheidole
subarmata e Brachymyrmex incisus foram frequentes, principalmente na estacdo chuvosa,
qguando as ninfas da pérola-da-terra prevalecem no Estado de S&o Paulo. Também néo foi
observada preferéncia em relacdo as iscas. Espécies de ambientes mais conservados ou
especialistas foram registradas na vitivinicultura, mesmo com o uso de técnicas de manejo
convencional.

Palavras-chave: Comunidade de formigas. Cochonilha. Viticultura. Armadilha subterranea.
Solenopsisinvicta.
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ANTS (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) IN VINEYARDS THAT ARE
INFESTED OR UNINFESTED WITH GROUND-PEARLS (Eurhizococcus
brasiliensis) IN SAO PAULO STATE

ABSTRACT

The association between ants and mealybugs can result in damage to agriculture, including
vineyards. In southern Brazil, the ant Linepithema micans contributes to the dispersal of
Eurhizococcus brasiliensis (ground-pearl), a root mealybug that can leads to economic losses.
In the present study, the ant communities in vineyards that were infested or uninfested with
ground-pearls were evaluated in the primary municipalities that produce the Nidgara Rosada
variety of grapes in southeastern Brazil, having as hypotheses: (i) the composition of the ant
community differ between vineyards with and without E. brasiliensis, (ii) infested vineyards
exhibit one or more species with high frequency of occurrence, (iii) the ant species have a
preference for sugary bait. The ants were collected using subterranean traps in ten vineyards
infested with this mealybug and ten uninfested vineyards. There was no significant
association between ground-pearls and the composition or richness of the ant species.
Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) was the most common observed, but this
presence should not be related to the presence of mealybug but their invasive capacity.
Pheidole aberrans, Pheidole subarmata and Brachymyrmex incisus were common, especially
in the rainy season when ground-pearl nymphs were prevalent in the state of S&o Paulo. There
was also no preference regarding baits. Species from preserved or specialized environments
were recorded in the vineyards, even with the use of conventional management techniques.

Keywords: Ant communities. Mealybug. Vineyards. Subterranean trap. Solenopsis invicta.
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1 INTRODUCAO

A viticultura no Brasil abrange as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste
(PROTAS; CAMARGO, 2011). O Estado do Rio Grande do Sul possui a maior area cultivada
do Pais, com 49,191 mil hectares (IBGE, 2011), seguido pelo Estado de Sao Paulo, com 9,750
mil hectares. O Estado de S8o Paulo é o maior produtor nacional de uva de mesa (TECCHIO
et al., 2007), principalmente da variedade Niagara Rosada (VERDI et al., 2005; PROTAS;
CAMARGO, 2011).

Uma das principais pragas da viticultura na regido Sul do Brasil é a cochonilha de raiz,
Eurhizococcus brasiliensis (Margarodidae) conhecida como pérola-da-terra (HICKEL, 2008).
No Estado de S&o Paulo, este inseto foi registrado pela primeira vez na videira na década de
80 (LOURENCAO et al., 1989). A pérola-da-terra tem habito subterraneo; é prejudicial a
cultura na fase de ninfa, pois os adultos sdo desprovidos de aparelho bucal (HICKEL;
SCHUCK, 1996). A disseminacdo do inseto ocorre a partir da ninfa primaria que se locomove
lentamente no solo, ou durante a manipulagéo do cultivo (HAJI et al., 2004).

Cultivares com cochonilhas contribuem para o estabelecimento de ninhos de formigas
(CHONG et al., 2011), que mantém uma relacdo trofobidtica com esses hemipteros devido a
liberagdo de “honeydew” (DELABIE, 2001; DELABIE; FERNANDEZ, 2003). Muitos
trabalhos relatam a diversidade (DELABIE et al., 2007; PHILPOTT et al., 2008; MENTONE
et al., 2009; SOUZA et al., 2010; TEODORO et al., 2011) e importancia de formigas nos
agroecossistemas (PECK et al., 1998; PHILPOTT; ARMBRECHT, 2006; PHILPOTT et al.,
2008; LARSEN; PHILPOTT, 2010; OLIVEIRA et al. 2012). Ao construirem galerias
(FOLGARAIT, 1998; SANDERS; VAN VEEN, 2011), as formigas alteram as propriedades
estruturais e quimicas do solo, aumentando a porosidade, a drenagem, a aeragao, o volume e a
incorporagdo da matéria organica (HOLE, 1981; LAVELLE et al., 1997; RISCH;
JURGENSEN, 2008; SANDERS; VAN VEEN, 2011).

Por outro lado, as galerias também contribuem para a sobrevivéncia da pérola-da-terra
nos cultivos de uva e posterior dispersdo pelas proprias formigas (BOTTON et al., 2005).
Linepithema micans dispersa ninfas recém-eclodidas da cochonilha no Estado do Rio Grande
do Sul (MARTINS; BUENO, 2009; SACHETT et al.,, 2009; NONDILLO et al., 2010a,
2010b), sendo que dois haplétipos estdo fortemente associados a pérola-da-terra (MARTINS
etal., 2012a).

Em contraposicao aos fatores bioldgicos que podem interferir na dispersdo da pérola-da-

terra nos parreirais, é sabido que o uso de material agricola como também a utilizacdo de
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mudas enraizadas ja contaminados com a cochonilha, podem ser o principal meio de
dispersdo desse inseto entre os parreirais (MARICONI; ZAMITH, 1973; BOTTON et al.,
2008).

Este estudo investigou as comunidades de formigas, avaliando a riqueza e o0 nimero de
espécimes em parreirais infestados ou ndo por E. brasiliensis, em diferentes estagdes do ano.
As seguintes hipdteses foram testadas: 1. a composi¢do das comunidades de formigas difere
entre os parreirais com e sem cochonilha; 2. cultivares infestados pelo inseto apresentam uma
ou mais espécies com alta frequéncia de ocorréncia e 3. as espécies de formigas mais
frequentes tém preferéncia por isca agucarada.

A premissa do presente estudo foi que cultivares de uva com cochonilha apresentassem
um maior numero de espécies de formigas, pois esses insetos possuem interacoes ecoldgicas
mutualisticas (DELABIE et al., 2003). Assim, esperava-se que a riqueza de formigas fosse
maior em cultivares com cochonilhas, pois muitas espécies criam hemipteros para se
alimentarem do “honeydew” (DELABIE et al., 2003) e, como consequéncia, podem promover

a disperséo da pérola-da-terra no cultivo (BOTTON et al., 2008).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Areas de coleta

As coletas foram realizadas em cinco municipios produtores de uva de mesa (Nidgara
Rosada), na regido Sudeste do Brasil (Estado de S&o Paulo) nos anos de 2010 e 2011. Estes
municipios se localizam geograficamente proximos: Indaiatuba (23°05°12”’S; 47°13°06”W),
Louveira (23°05'11"S; 46°57'02"W), Jarinu (23°07°22”S; 46°45°01”W), Sao Roque
(23°31'45"S; 47°08'07"'W) e Sdo Miguel Arcanjo (23°52'42"S; 47°59'50"W) (Figura 1). Estdo
localizados no Bioma Mata Atlantica; a temperatura média da regido durante o periodo de
coleta foi de 21°C e a pluviosidade média de 128 mm (CIIAGRO, 2013). Durante a fase
experimental, a rotina do cultivo foi mantida, ou seja, no geral com aplicacdo de inseticidas
duas vezes ao ano, remocdo de ervas daninhas com a utilizacdo de herbicidas e aplica¢do de
fertilizantes uma vez ao ano.

Foram escolhidos quatro parreirais em cada municipio, totalizando 20 sitios de coleta,
sendo 10 infestados e 10 nédo infestados pela pérola-da-terra (Figura 1). Os sitios de coleta,
dentro de um mesmo municipio, ndo distavam mais do que 5 km. A escolha dos parreirais foi
feita com a ajuda dos Engenheiros Agrénomos e/ou Agricola da Casa de Agricultura de
Louveira e Jarinu, do Sindicato Rural de Indaiatuba, do Instituto Agronémico de Campinas e
da Vinicola Goées de Sdo Roque. A selecdo dos parreirais infestados foi baseada em anélise
minuciosa das raizes das videiras de cada parreiral. Nesta andlise foi verificada a presenca de
ninfas, cistos ou fémeas da pérola-da-terra; o parreiral foi considerado infestado quando
qualquer fase da cochonilha foi registrada. As Figuras 2 A e B ilustram a presenca da pérola-
da-terra em umas das propriedades amostradas.
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Figura 1 — Localizacdo dos municipios de coleta no Estado de S&o Paulo e a indicacdo da
quantidade de parreirais infestados (I) ou ndo (NI). As letras a, b, ¢, d, e indicam a distancia
em km dos municipios amostrados (a: 37,5; b: 33,0; ¢: 110,0; d: 117,0; e: 143,0).

Fonte: IBGE (2011), modificado

Figura 2 — Distintas fases da pérola-da-terra em Louveira (Sdo Paulo). Em (A) pode-se
observar um espécime de formiga, proximo a um cisto amarelo da cochonilha; em (B) as
ninfas de primeiro instar fixas na raiz de videira, além de cisto branco e cisto branco com

ovos. Fotos: C.B.Munhae, 2010.
Formiga

Cisto branco com ovos

Cisto branco

Cisto amarelo

2.2 Coleta e identificagdo das formigas

(A)

Ninfade 1°instar ~ (B)

Em cada parreiral foram perfurados 12 buracos de 20 cm de profundidade, com um

escavador manual. Os buracos eram equidistantes (a cada 10 m) (Figura 3A) e foram feitos
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proximos as raizes de uma videira (Figura 3C). A colocacdo das armadilhas a 20 cm de
profundidade foi baseada em Hickel et al. (2008), que verificaram que a pérola-da-terra
encontra-se em maior concentracdo na faixa de zero a 20 cm de profundidade.

As formigas foram coletadas nas estacGes seca e chuvosa, sempre no periodo da manha,
usando uma armadilha confeccionada com um frasco pléastico (altura = 4,5 cm; diametro = 3,0
cm), perfurado com furos de 3,0 mm de diametro (MORINI et al., 2004; FIGUEIREDO et al.,
2013) (Figuras 3B e 3C).

Em cada buraco no solo foram colocadas duas armadilhas, uma contendo sardinha
amassada juntamente com o 6leo da conserva (1 cm®) e a outra com mel silvestre (1 cm®)
(Figura 3C). Foram usados diferentes tipos de iscas atrativas com o intuito de capturar o
maior numero de espécies de formigas que forrageiam abaixo da superficie do solo. Apds seis
horas de permanéncia no campo, as armadilhas foram retiradas e o material foi separado por
ponto de coleta e por isca. Este procedimento foi seguido em todas as expedicdes de coleta. O
tempo de permanéncia das armadilhas foi determinado em seis horas, pois em visitas prévias
observou-se que nesse tempo 0 maior numero de espécies podia ser capturado. Em um tempo

maior, as especies mais agressivas dominavam e carregavam as iscas.

Figura 3 — Representacdo da distribuicdo das armadilhas subterraneas nos parreirais (A); pote
utilizado como armadilha (B); posicionamento da armadilha no campo (C). Legenda: (O) area
central do cultivo; (O) videira sem armadilha; (@) videira com armadilha.
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Como as formigas cortadeiras ndo visitam as iscas subterraneas, elas foram amostradas
a partir de coleta manual de acordo com os ninhos encontrados nos parreirais no momento das
coletas. A coleta manual possibilitou o diagnostico de quais espécies de Attini estavam
presentes nos cultivares. Esses taxons ndo foram incluidos nas analises estatisticas, uma vez
que o objetivo em relacdo a esse grupo de formigas era apenas de diagnosticar as espécies
presentes nos cultivares.

O material foi separado em subfamilias, géneros e nomeado de acordo com a proposta
de Bolton (2013). Em seguida, o material foi separado em morfoespécies por meio da
comparacdo com 0s espécimes da colecdo de Formicidae do Alto Tieté (Universidade de
Mogi das Cruzes). Os cddigos para as morfoespécies seguem a referida colecdo. As espécies
foram identificadas por comparacdo com exemplares depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo (MZSP) e com bibliografia pertinente. Os vouchers foram
depositados na Universidade de Mogi das Cruzes (SP).

Especificamente para os espécimes de Solenopsis e Linepithema um procedimento
complementar foi adotado, pois as espécies desses géneros sao de dificil identificacdo. Para
tal, foi utilizado o DNA mitocondrial, mais especificamente da COI (Citocromo Oxidase 1)
(HEBERT et al., 2003a, 2003b; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

A extragdo do DNA se deu a partir do Kit “Wizard Genomic” (Promega®) e para a
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) dos espécimes de Solenopsis, utilizaram-se 0s
primers C1-J-2195 (COI-RLR) (5’- TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT - 3°), DDS-COII-
4 (5> - TAAGATGGTTAATGAAGAGTAG - 3”) (ROSS et al., 1997; AHRENS et al., 2005)
e/ou JerryGarcia-CI (5 — GGGAATTAGAATTTTGAAGAG - 3°) (SHOEMAKER et al.,
2006) para amplificar fragmentos de cerca de 920 pares de bases do DNA mitocondrial (que
inclui parte do gene da citocromo oxidase I, RNA transportador de leucina e parte da
citocromo oxidase I1).

O programa da termocicladora consistiu em 94°C (1 min), seguido por 35 ciclos de
94°C (30 seg), 48°C (60 seg), 68°C (120 seg), e uma extensao final de 72°C (5 min) para
reaces com os primers C1-J-2195 e DDS-COII-4; j& para reagdes com os primers C1-J-2195
e JerryGarcia-Cl, o programa da termocicladora consistiu em 95°C (1 min), seguido por 40
ciclos de 94°C (60 seg), 43°C (60 seg), 68°C (120 seg), e uma extensao final de 72°C (2 min).
As reacOes de polimerizagdo em cadeia foram realizadas sempre com o primeiro par de
primers (C1-J-2195 e DDS-COII-4); caso ndo houvesse produto amplificado, a PCR era
repetida com a utilizacdo do segundo par de primer (C1-J-2195 e JerryGarcia-Cl ). O produto

amplificado foi visualizado em gel de agarose 1%, e apds isso, foi realizada a purificacdo em
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coluna com o kit illustra™ (GE Healthcare®). As reacdes de sequenciamento sempre
apresentaram um volume final de 10 pl e foram feitas com a quimica “BigDye Terminator”
(Applied Biosystem Inc®) seguindo o protocolo padrdo fornecido pelo fabricante. Utilizou-se
um sequenciador automatico modelo ABI 3130 (Applied Biosystem TM®). As sequéncias
obtidas foram alinhadas a partir do software BioEdit 7.0 e comparadas com o banco de dados
do “GenBank”.

Ja para os espécimes de Linepithema, utilizaram-se os primers LEP-F1 (5°-
ATTCAACCAATCATAAAGATAT-3’) e LEP-R1 (5°-
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAA-3’) para amplificagio de um fragmento de
aproximadamente 648 pares de bases do gene mitocondrial (COI). O programa da
termocicladora consistiu em 95°C (7 min), seguido por 35 ciclos de 94°C (90 seg), 43°C (120
seg), 70°C (180 seg), e uma extensdo final de 65°C (7 min). Adicionalmente, tais espécimes
foram confirmados pelo Dr. Alex Wild. A visualizagdo do produto purificado, a purificagéo e
as reagdes de sequenciamento foram feitas conforme descrito acima para os espécimes de

Solenopsis.

2.3 Analise dos dados

Com excecdo das formigas cortadeiras, as demais espécies atraidas as iscas foram
incluidas nas analises, utilizando tanto os dados de riqueza como de abundancia das espécies.
Todas as analises foram precedidas pelo teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos
dados. O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%. Os dados ndo sendo
normais foram descritos pela mediana e amplitude de variacdo, além da aplicacdo do teste de
Mann-Whitney e Kruskall-Wallis (AYRES et al., 2007).

2.3.1. Riqueza de espécies

A partir dos dados de riqueza (niumero de espécies), calculou-se a frequéncia relativa
considerando a presenca ou auséncia das espécies de formigas, dividindo a frequéncia
absoluta de cada espécie pelo valor total de observacdes nos parreirais infestados e nao
infestados pela pérola-da-terra, de acordo com as estacdes e com o tipo de isca. Foi realizada
também a analise de associacdo para as cinco espécies mais frequentes amostradas nos
parreirais, utilizando a correlagdo de Spearman. O teste de Mann-Whitney foi usado para

verificar se a riqueza observada nos parreirais infestados ou ndo € influenciada pela estacdo
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do ano e pelo tipo de isca. Kruskal-Wallis foi aplicado para analisar a riqueza de espécies dos

parreirais entre os diferentes municipios.

2.3.2. Abundancia de espécies

A abundancia diz respeito ao nimero de individuos de uma determinada espécie que
varia no espaco e no tempo (SILVEIRA NETO et al., 1976) e é determinada pela soma total
dos individuos de cada espécie.

O teste de Mann-Whitney foi usado para verificar se a abundancia de formigas nos
parreirais infestados ou ndo € influenciada pela estacdo do ano e pelo tipo de isca.
Adicionalmente, foi realizada a andlise faunistica para determinar classes de abundancia,
constancia, frequéncia e dominancia das espécies.

Para estabelecer classes de abundancia, calculou-se o intervalo de confianca (IC), a 1%
e 5% de probabilidade, a partir do nimero total de individuos de cada espécie e seu respectivo
desvio padréo, definindo as seguintes classes:

e Rara (r) — quando o nimero de individuos foi menor que o limite inferior do IC a
1% de probabilidade;

e Dispersa (di) — quando o numero de individuos ficou situado entre os limites do
IC a 1% e a 5% de probabilidade;

e Comum (c) — quando o namero de individuos ficou situado dentro do IC a 5%
de probabilidade;

e Abundante (a) — quando o nimero de individuos foi superior ao IC a 1% e a 5%
de probabilidade;

e Muito abundante (ma) — quando o numero de individuos foi maior que o limite

superior do IC a 1% de probabilidade.

A constancia é um parametro que se refere a distribuicdo de cada espécie ao longo das
coletas realizadas, ou seja, a porcentagem de vezes que a espécie esteve presente em relacédo a
todas as coletas realizadas; tendo sido calculada pela formula (1):

Px100
_ (1)
C="%

Onde:

C = constancia;
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P = ndmero de coletas contendo cada espécie;

N = ndmero total de coletas realizadas.

De acordo com Bodenheimer (1955), o valor de cada espécie permitiu classifica-la
como:
e Constante (w) — quando a espécie esteve presente em mais de 50% das coletas;
e Acessoria (y) — quando a espécie esteve presente no intervalo de 25% a 50% das
coletas;

e Acidental (z) — quando a espécie esteve presente em menos de 25% das coletas.

Calculou-se também a frequéncia, que neste caso representou o nimero de individuos

de uma espécie em relacdo ao total de individuos coletados na area, a partir da férmula (2):

I
F = =X 100 (2)

Sendo:
F = frequéncia;
| = nimero de espécimes da espécie no local amostrado;

T = namero total de espécimes coletados na area.

De acordo com os dados obtidos, estabeleceu-se uma classe de frequéncia para cada
espécie, que foi baseada no intervalo de confianca (IC) a 5% de probabilidade (FAZOLIN,
1991):

e Pouco frequente (pf) — quando a porcentagem de individuos amostrados foi
menor que o limite inferior do IC a 5% de probabilidade;

e Frequente (f) — quando a porcentagem de individuos amostrados ficou dentro do
IC a 5% de probabilidade;

e Muito frequente (mf) - quando a porcentagem de individuos amostrados foi

maior que o limite superior do IC a 5% de probabilidade.

Segundo Silveira Neto et al. (1976), dominante é o organismo que recebe o impacto do
meio e transforma-o, podendo levar ao aparecimento ou desaparecimento de outras espécies.

Dessa forma, determinou-se a dominéncia de acordo com o método de Sakagami e Laroca
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(FAZOLIN, 1991), que considera como espécies dominantes aquelas em que a frequéncia
exceder o limite de dominancia, dado pela formula (3):

LD = =x 100 (3)

Sendo:
LD = limite de dominancia;

S = nlmero total de espécies.

2.3.3. Andlises de diversidade e similaridade

De acordo com Magurran (1983), a diversidade compde-se do nimero de espécies e da
abundancia dos individuos, podendo ser representada através de indices de diversidade.
Optou-se por calcular os indices de diversidade de Shannon (H’), de equitabilidade (E) e o
indice de Simpson (D), uma vez que tais indices se baseiam tanto no nimero como na
abundancia das espécies. Para isso, utilizou-se o software BioDap (THOMAS, 2000).

O indice de similaridade de Sorensen foi aplicado para verificar a similaridade entre as
espécies nos parreirais infestados e ndo infestados, nas estacGes seca e chuvosa e entre 0s
diferentes tipos de iscas. Adicionalmente a este indice, as relacdes de similaridade entre os
parreirais com presenca ou auséncia da praga e entre os parreirais dos diferentes municipios
foram verificadas a partir de uma andlise de ordenacdo pelo método de escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMDS - nonmetric multidimensional scaling). A medida de
dissimilaridade utilizada foi a distancia de Bray-Curtis (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998). O
ANOSIM (CLARKE, 1993) foi empregado para verificar diferencas de composicdo da
mirmecofauna entre os parreirais infestados ou ndo e entre 0s municipios.

Todas estas analises foram realizadas com auxilio do software R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2011) e do software BIOESTAT 5.0 software (AYRES et al., 2007), com o

nivel de significancia a 5%.
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3 RESULTADOS

O meétodo de coleta utilizado (armadilha subterrdnea com iscas) registrou um total de
86.748 formigas, distribuidas em 6 subfamilias, 13 géneros e 22 espécies, sendo duas delas
pertencentes ao grupo de formigas cortadeiras. Myrmicinae representou 53% das espécies
coletadas. Pheidole foi o0 género mais rico, com 31% das espécies. A maioria das espécies
registradas pertence a taxons generalistas, exceto por Labidus coecus que é criptobidtico
(Tabela 1). Solenopsis invicta foi a espécie mais frequente e abundante nos parreirais (Tabela
1), infestados ou nédo (Figuras 4A e 4B), independentemente da estacdo do ano (Figuras 5A e
5B) e do tipo de isca (Figuras 6A e 6B). Essa espécie apresentou associa¢do negativa com S.
saevissma e Pheidole aberrans e associagdo positiva com Brachymyrmex incisus e Pheidole

subarmata (Figura 7).

Figura 4 — Espécies mais frequentes (A) e abundantes (B) nos parreirais infestados e ndo
infestados do Estado de Sao Paulo.
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Figura 5 — Espécies mais frequentes (A) e abundantes (B) nos parreirais do Estado de Séo
Paulo de acordo com as estacOes seca e chuvosa.
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Figura 6 — Espécies mais frequentes (A) e abundantes (B) nos parreirais do Estado de S&do
Paulo de acordo com as iscas de mel e sardinha.
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Figura 7 — Estrutura da comunidade de formigas nos parreirais do Estado de S&o Paulo, a
partir da correlagdo de Spearman.
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A presenca da pérola-da-terra ndo influenciou a riqueza de formigas, em ambos 0s tipos
de parreirais; a sazonalidade também n&o interferiu na riqueza de formicideos e ndo foi
observada preferéncia em relacdo as iscas (Tabela 2). Mediana e amplitude da varia¢do foram
descritas (Tabela 3). Também ndo houve diferenca na riqueza de espécies entre os diferentes
municipios (Kruskal-Wallis = 6,96; p = 0,13); as espécies registradas em cada municipio
estdo na Tabela 4.

Os parreirais infestados pela pérola-da-terra ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo aos indices de diversidade (p > 0,05) quando comparados aos parreirais nao
infestados (Tabela 1).

Em relacdo a andlise faunistica, as espécies S. invicta e S. saevissima foram muito
abundantes, constantes, muito frequentes e dominantes tanto nos parreirais infestados como
nos parreirais ndo infestados pela pérola-da-terra (Tabela 5).

As comunidades de formigas se apresentaram muito similares entre as estacdes seca e
chuvosa, independentemente da presenca da pérola-da-terra (Sorensen = 0,80) e entre as iscas
de mel e sardinha (Sorensen = 0,88). Os parreirais infestados ou nédo infestados também foram
similares (Sorensen = 0,82). A analise de composi¢do corroborou esses dados em relagdo a
presenca da pérola-da-terra nos parreirais (Figura 8), sendo que também néo houve diferenca

na composi¢do da comunidade de formigas nos diferentes municipios amostrados (Figura 9).
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Figura 8 — Escalonamento Multidimensional Ndo Métrico (NMDS) para as propriedades com
ou sem pérola-da-terra nos cinco municipios amostrados. Stress = 21,16. Anosim = R = 0,06;

p=0,14.

Figura 9 — Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS) para as propriedades dos

cinco municipios amostrados (Ind — Indaiatuba; Louv — Louveira; SR — Sdo Roque; SMA —
S&o Miguel Arcanjo; Jar — Jarinu). Stress = 17,97. Anosim =R =0,07; p =0,11.
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No que diz respeito as formigas-cortadeiras foram identificadas Atta sexdens
rubropilosa Forel, 1908, nos ninhos encontrados nos parreirais em Indaiatuba e Sdo Roque e

Acromyrmex crassispinus (Forel, 1909) em um ninho de Jarinu.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este estudo é pioneiro no Brasil a diagnosticar as espécies de formigas em parreirais
com e sem a infestacdo por Eurhizococcus brasiliensis nas distintas estacdes do ano e 0s
resultados obtidos ndo suportaram a hipdtese de que a presenca da cochonilha poderia
interferir nas comunidades de formigas, tdo pouco na predomindncia de espécies.
Diferentemente do Estado do Rio Grande do Sul, onde Linepithema micans é dominante e
transporta ninfas da pérola-da-terra nos parreirais infestados (NONDILLO et al., 2010a), no
Sudeste do Estado de Séo Paulo a prevaléncia foi de Solenopsis invicta, independentemente
da presenca da cochonilha.

Apesar dessa dominéncia, varias espécies registradas como S. saevissima, Ectatomma
edentatum, Brachymyrmex incisus e Nylanderia fulva também ja foram encontradas em
trabalhos realizados em outros cultivos como eucalipto (SOARES et al., 1998), cana-de-
acucar (ROSSI; FOWLER, 2004; SOUZA et al., 2010) e café (DIAS et al., 2008), 0 que
sugere um padrdo de ocorréncia de espécies de formigas em monoculturas. A homogeneidade
e 0 baixo numero de espécies encontradas quando comparados a ambientes naturais (como
nos trabalhos de Pacheco e Vasconcelos, 2012 e Silvestre et al., 2012) esta relacionada ao fato
de que os sistemas agricolas sdo estaveis (CHONG et al., 2011), onde a oferta de recursos é
uniforme e a composicao floristica baixa, o que ndo oferece muitos nichos as espécies.

Foi observado também similaridade na composicdo da comunidade e na riqueza de
espécies entre os diferentes municipios amostrados, ou seja, a proximidade entre as regides
estudadas provavelmente conferem a elas condi¢cdes abidticas similares, o que pode ter
determinado composicdo similar das espécies de formigas nos parreirais independentemente
da localidade. Somado a isso, ja foi observado que na regido tropical a riqueza de espécies de
formigas diminui em ambientes homogéneos como as monoculturas (MATOS et al., 1994;
FONSECA; DIEHL, 2004). Armbrecht et al. (2005) e Philpott et al. (2008), por exemplo,
observaram perda da biodiversidade com a intensificacdo da agricultura em plantac6es de café
na regido Neotropical.

Apesar da relacdo mutualistica existente entre formigas e cochonilhas (DELABIE;
FERNANDEZ, 2003), que poderia servir como um atrativo para as espécies de formigas, a
presenca da pérola-da-terra nos parreirais nao contribuiu para uma maior riqueza desses
insetos (Tabela 1).

Em contrapartida, estudos em parreirais de outras regides do Brasil ou até mesmo em

outros paises revelaram uma riqueza maior de espécies. Na regido Sul do Pais, Sacchet et al.
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(2009) identificaram 41 espécies de formigas utilizando armadilhas do tipo ‘pitfall’ e
subterranea em 2 parreirais. Rosado et al. (2012) coletaram 72 espécies em 3 parreirais,
também com armadilhas ‘pitfall’. Nondillo (2013) registrou 28 espécies, utilizando a mesma
metodologia do presente estudo, embora tenha amostrado 55 parreirais. J& na Africa do Sul,
Addison e Samways (2000), utilizando armadilha do tipo ‘pitfall’ e isca de sardinha
encontraram 42 espécies em 22 parreirais ¢ Chong et al. (2011), a partir de armadilhas ‘pitfall®
diagnosticaram 148 espécies de formigas em 50 parreirais da Australia. Essa diferenca na
riqueza de espécies pode estar relacionada com o numero de parreirais amostrados, que foi
maior em praticamente todos os trabalhos citados comparados ao presente estudo, como
também ao tipo de armadilha utilizada. Segundo Bestelmeyer et al. (2000), o uso de armadilha
do tipo ‘pitfall’ ¢ mais eficaz em virtude do tempo de permanéncia no campo que permite a
coleta de um maior nimero de espécies.

Todavia, deve ser considerado também que a maior parte dos parreirais amostrados sdo
mantidos sem a utilizacgdo de uma cobertura vegetal, fato este que deixa o solo
permanentemente exposto. Considerando que a utilizacdo de inseticidas também pode
contribuir com a reducéo da riqueza de espécies (RAMOS et al., 2003), especificamente neste
trabalho, foi detectado o uso intenso de inseticidas pelos agricultores da regido de estudo
(observagdo pessoal), o que pode ter influenciado na riqueza de espécies.

Pheidole e Solenopsis foram dominantes nos cultivares de uva estudados, da mesma
forma que sdo em plantagbes de cacau, eucalipto, cana-de-aclcar, café (DELABIE;
FOWLER, 1995; SOARES et al.,, 1998; ROSSI; FOWLER, 2004; DIAS et al., 2008),
inclusive em cultivo onde o manejo é conservacionista (MENTONE et al., 2009). Espécies
desses géneros estdo entre as mais amplamente distribuidas e frequentes na regido Neotropical
(JAFFE, 1993; WILSON, 2003) e ocorrem em diversos tipos de ambientes, onde atuam como
predadoras generalistas (BRANDAO et al., 2009).

Dentre as espécies de Solenopsis, S. invicta ocasiona grandes prejuizos a agricultura
(BANKS et al.,, 1990), também pelo fato de se associar a cochonilhas (VINSON;
SCARBOROUGH, 1991). Entretanto, a espécie também ja foi registrada predando a principal
praga da cana-de-acUcar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (REAGAN, 1986; ROSSI;
FOWLER, 2004; BEUZELIN et al., 2009).

S invicta pertence ao complexo S. saevissima, um grupo primariamente Neotropical,
cujos membros sdo conhecidos por “fire ants” (ou formigas de fogo), que inclui S saevissima
entre outras. S. invicta é nativa da América do Sul e possui grande capacidade de disperséo e

de dominar diferentes tipos de habitats, ocasionando reducdo da biodiversidade (BUENO;
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CAMPOS-FARINHA, 1999; COOK, 2003) e homogeneizacdo da fauna local
(CALCATERRA, 2008), especialmente em ambientes alterados pela atividade humana. Areas
infestadas por S invicta apresentam reducao de espécies de formigas e de outros artrépodes
(NICHOLS; SITES, 1989; PORTER; SAVIGNANO, 1990; MORRIS; STEIGMAN, 1993;
CALLCOTT et al., 2000; ALLEN et al., 2001). Isso é favorecido pela sua agressividade na
defesa da coldnia e dominancia da fonte de alimento, podendo também passar longos periodos
em escassez de alimento, além de competir com outras espécies de formigas em razdo de um
forte sistema de recrutamento em massa (FOWLER et al., 1991; DELABIE; FOWLER,
1995; TSCHINKEL, 1998; SOLLEY et al., 2002). Ademais, essa espécie pode ter maior
facilidade de colonizacdo em ambientes abertos como as monoculturas, em virtude da
incidéncia direta da radiacdo solar no solo, o que permite o crescimento mais rapido da
colénia (ALMEIDA et al., 2007). Essas caracteristicas conferem a S. invicta o “status” de
uma das principais formigas invasoras conhecidas no mundo (VINSON; GREENBERG,
1986; GLOBAL INVASIVE SPECIES DATABASE, 2010; GUSMAO et al., 2010), estando
listada entre as 100 piores espécies invasivas do mundo, sendo provavelmente a formiga
invasora melhor conhecida, ja que é uma praga que a0 mesmo tempo afeta os interesses
humanos e é também uma ameaca significativa para varias comunidades nativas (HOLWAY
etal., 2002; LOWE et al., 2004).

O “honeydew”, produzido por hemipteros de maneira geral, pode ser importante na
dieta de S invicta (HELMS; VINSON, 2002). Na regido Sudeste dos Estados Unidos, o
“honeydew” produzido por uma cochonilha aérea invasora (Antonina graminis Maskell —
cochonilha do capim) fornece de 16 a 48% da energia nutricional utilizada pelas coldnias de
S invicta, permitindo o crescimento da col6nia e o aumento da popula¢do (CHADA; WOOQOD,
1960; HELMS; VINSON, 2002; HELMS; VINSON, 2008). Entretanto, de acordo com 0s
nossos resultados, ndo € isso que deve ocorrer com S. invicta em relagdo a pérola-da-terra nos
parreirais do Estado de Sao Paulo.

De acordo com a distribuicdo proposta por Pitts (2002), ndo ha registro de ocorréncia de
S invicta na regido de estudo. Entretanto, Martins et al. (2012b) verificaram que sua
distribuicdo esta se expandindo na regido Sudeste do Brasil; o que é corroborado pela alta
frequéncia dessa Solenopsidini nos parreirais. Dessa forma, devido a ampliacdo da area de
distribuicdo, abrangendo inclusive os principais municipios produtores de uva do Estado de
Sao Paulo, a presenga dessa espécie ndo deve estar relacionada a presenca de E. brasiliensise
sim a sua capacidade invasora, mesmo que apresente associacdo com cochonilhas em outras
regides (VINSON; SCARBOROUGH, 1991). Esse fato € reforcado no presente estudo pela
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frequéncia semelhante de S. invicta nas iscas de mel e de sardinha, ou seja, suas populacdes
ndo tém aumentado devido a oferta de alimento acucarado fornecido pelas cochonilhas na
regido dos parreirais.

Diante de sua alta capacidade de invasédo, S. invicta apresentou associacdo negativa com
outras espécies nos parreirais, especialmente com S. saevissima. Em cultivos de sorgo, feijao
e milho (MENTONE et al., 2009) e cana de acucar (OLIVEIRA et al., 2012), localizados na
regido leste do Estado de S&o Paulo, apenas S. saevissima foi registrada. Como ja descrito,
essas espécies pertencem ao mesmo grupo (complexo S saevissima) possuindo
comportamento semelhante. Segundo Martins et al. (2012b), a expansdo de S invicta no
Sudeste brasileiro esta resultando na invaséo da area de distribuicdo de S saevissima; fato que
também pode estar ocorrendo na regido onde este trabalho foi conduzido.

Outras espécies de formigas como Pheidole aberrans, Pheidole subarmata e
Brachymyrmex incisus também foram frequentes nos parreirais infestados, principalmente na
estacdo chuvosa. Como nessa estacdo hd predominéncia de ninfas da pérola-da-terra no
Estado de Sdo Paulo (SCHMIDT et al., 2013) e espécies desses géneros de formigas se
associam a E. brasiliensis (SORIA et al., 1997), é importante entender as associa¢des
bioldgicas entre esses taxons, visando o controle de dispersdo de E. brasiliensis no Estado de
Séao Paulo.

O comportamento de busca ao “honeydew” liberado pela pérola-da-terra pode ser um
fator de disperséo de E. brasiliensis pelas formigas na regido Sul do Brasil (NONDILLO et
al., 2010a), mas deve ser melhor estudado para os parreirais da regido Sudeste. Neste
contexto, deve ser avaliada também a influéncia de fatores relacionados ao proprio manejo do
cultivo, como por exemplo, 0 uso de mudas ja contaminadas pela cochonilha. Aliado a essas
informagdes, nos cultivos de uva estudados houve o registro de L. neotropicum, que até o
momento, € encontrada em ambientes conservados da Mata Atlantica brasileira
(FERNANDES et al., 2012; MORINI et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2013), o que pode
indicar que essa espécie apresenta capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais.

De acordo com os resultados apresentados neste Capitulo, pode-se concluir que a
presenca da pérola-da-terra ndo é um fator que influencia a composi¢do das comunidades de
formigas e a prevaléncia de determinadas espécies nos parreirais do Estado de Sdo Paulo,
diferente do que foi observado por Nondillo et al. (2010a, 2010b) em parreirais no Rio Grande
do Sul. Apesar disso, trabalhos que envolvam a interacdo da cochonilha com os tdxons de

maior frequéncia neste estudo: P. aberrans, P. subarmata, B. incisus e também S invicta,
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poderdo elucidar se estes taxons podem atuar na dispersdo de ninfas da pérola-da-terra no

Estado de Sdo Paulo.
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USO DE MARCADORES RAPD E 285 PARA CARACTERIZACAO
MOLECULAR DE PEROLA-DA-TERRA (HEMIPTERA:
MARGARODIDAE)

RESUMO

Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae), a pérola-da-terra, € uma cochonilha
de raiz que pode ocasionar prejuizos econdmicos em videiras e estd presente na viticultura de
varios Estados do Brasil, sendo dificil seu controle. Uma vez que ndo ha especialistas que
identifiquem morfologicamente esse grupo de cochonilha, o presente estudo teve como
objetivo caracterizar a pérola-da-terra, a partir de ferramentas da biologia molecular, tendo
como hipdtese a existéncia de mais de um tadxon da cochonilha no pais. Os espécimes de
pérola-da-terra foram coletados nas cidades de Flores da Cunha e Pinto Bandeira (Rio Grande
do Sul), Videira e Pinheiro Preto (Santa Catarina), Sdo Roque, S&o Miguel Arcanjo, Louveira
e Indaiatuba (S&o Paulo) e Petrolina (Pernambuco). Para andlise, foram utilizados primers
para amplificacdo do gene 28S e também primers de RAPD. A partir do gene 28S, formaram-
se dois clados e com o RAPD, trés grupos. Houve associacdo positiva entre a distancia
geneética e geogréafica. A partir dos resultados, pode-se inferir a possibilidade da existéncia de
pelo menos dois grupos da pérola-da-terra nas diferentes regides amostradas e o0
estabelecimento de duas hipoteses para explicar a separacdo dos grupos de cochonilhas, que
sdo (i) acdo do efeito fundador e (ii) interdependéncia de espécies regionais. Todavia, a
filogenia da pérola-da-terra so seré esclarecida a partir da realizagdo de estudos moleculares
complementares, com a utilizacdo de outros genes e também com estudos de taxonomia e
biologia basica do grupo.

Palavras-chave: Eurhizococcus brasiliensis. Viticultura. Identificagdo molecular.
Especiacéo.
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USE OF RAPD AND 28S MOLECULAR MARKERS TO MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF GROUND-PEARL (HEMIPTERA:
MARGARODIDAE)

ABSTRACT

Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae), the ground pearl, is a root mealybug
that causes economic losses in vineyards, and occurs in viticulture of Brazil states, and its
hard to control. There are no specialists to identify this group of mealybug morphologically,
thus the present study aimed to characterize the ground pearl, from molecular biology,
considering that the existence of more than one taxon of mealybug in Brazil. The samples
were collected in the cities of Flores da Cunha Flores da Cunha and Pinto Bandeira (Rio
Grande do Sul), Videira and Pinheiro Preto (Santa Catarina), Sdo Roque, Sdo Miguel Arcanjo,
Louveira and Indaiatuba (S&o Paulo) and Petrolina (Pernambuco). For analysis, were used
primers for amplification of the 28S gene and also RAPD primers. From the 28S gene, formed
two clades, and the RAPD three groups. There was a positive association between genetic and
geographic distance. Due these results, we can infer the possibility of at least two groups of
ground pearl in different regions sampled and establishing two hypotheses to explain the
segregation of the group of mealybugs, which are (i) the action of founder effect and (ii) the
interdependence of regional species. However, the phylogeny of ground pearl will only be
cleared from the complementary molecular studies with the use of other genes and with
studies of basic biology and taxonomy of the group.

Keywords: Eurhizococcus brasiliensis. Vineyards. Molecular identification. Speciation.
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1 INTRODUCAO

Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae) € uma cochonilha de raiz,
conhecida como pérola-da-terra e ataca uma grande variedade de plantas, podendo ocasionar
prejuizos econdmicos em videiras, cultura em que foi registrada pela primeira vez em 1921 no
Estado do Rio Grande do Sul. O género Eurhizococcus é nativo da América do Sul e
apresenta trés espécies descritas: Eurhizococcus brasiliensis (Wille, 1922); Eurhizococcus
brevicornis (Silvestri, 1901); Eurhizococcus colombianus (Jakubski, 1965) (FOLDI, 2005).
Até o momento, das espécies descritas para esse género, apenas E. brasiliensis foi registrada
atacando videiras no Brasil.

E. brasiliensis estd presente na viticultura de varios Estados do Brasil: Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, S&o0 Paulo, Pernambuco e Bahia (FIGUEIRA JUNIOR, 1970;
GALLOTTI, 1976; MATOS; SCHUCK, 1988; LOURENCAO et al., 1989; NOVO, 1978;
HAJI; ALENCAR, 2000; MILANEZ, 2001; MORALES, 2001; HAJI et al., 2002; HAJI et al.,
2004). Possui habito subterraneo e apresenta ciclo anual. A cochonilha ataca as raizes de
videiras, inserindo seu estilete no sistema radicular da planta, causando maiores danos no
primeiro, segundo e terceiro instares larvais, ja que os adultos sdo desprovidos de aparelho
bucal (SORIA; GALLOTTI, 1986). Sua reprodugdo ocorre principalmente através de
partenogénese telitoca ou, em raros casos, pode ocorrer a reproducdo sexuada (HICKEL,
1998; SORIA; DAL CONTE, 2000).

O controle da cochonilha é indispensavel, porém bastante complexo, principalmente
pela falta de informacdes sobre a bioecologia da espécie (HICKEL et al., 2001; HICKEL,
2008), devido a dificuldade de ser estudada, por apresentar habito subterraneo e ciclo de vida
longo. Apesar de o Brasil apresentar uma Unica espécie descrita para a videira, ndo ha registro
de estudos taxonémico ou molecular que abranja 0s espécimes ocorrentes nas varias regides
viticolas do Pais.

De maneira geral, a semelhanca morfologica entre os diversos grupos de cochonilhas é
um grande problema para seu manejo enquanto praga (MALAUSA et al., 2011), o que torna
dificil também o estudo da biologia e sistematica desse grupo. A identificagdo correta das
espécies esta diretamente relacionada com o sucesso do controle, que, no caso da pérola-da-
terra, pode ser efetivo em algumas regides e ndo em outras. Uma vez que nao existe no Brasil,
especialistas que identifiquem morfologicamente esse grupo de cochonilha, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar a pérola-da-terra, a partir de ferramentas da biologia

molecular, tendo como hipdtese a existéncia de mais de um taxon da cochonilha no Pais. Com
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esse objetivo, inicialmente buscou-se a obtencdo de algum gene que permitisse identificar os
diversos espécimes das varias localidades estudadas e, posteriormente verificar a diversidade

molecular dos espécimes presentes nas regides amostradas do Brasil.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta de pérola-da-terra

Os espécimes de pérola-da-terra foram coletados manualmente nas cidades de Flores da
Cunha e Pinto Bandeira (Rio Grande do Sul), Videira e Pinheiro Preto (Santa Catarina), S&o
Roque, Sdo Miguel Arcanjo, Louveira e Indaiatuba (Sdo Paulo) e Petrolina (Pernambuco)
(Figura 1, Tabela 1) nos anos de 2011 e 2012. Nos Estados do Rio Grande do Sul e
Pernambuco, os parreirais foram escolhidos com a ajuda da Embrapa Uva e Vinho e Embrapa
Semi-arido, respectivamente. Em Santa Catarina, através da Epagri e em Séo Paulo, com a
ajuda da Casa de Agricultura de Louveira e de Jarinu, do Sindicato Rural de Indaiatuba, do
Instituto Agronémico de Campinas e da Vinicola Gées de Sdo Roque. Foram coletadas todas
as formas de vida da cochonilha que eram imediatamente colocadas em alcool 90% e

mantidas sob congelamento (-20°C).

Figura 1 — Localidades amostradas em cada Estado do Brasil: Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sdo Paulo e Pernambuco. A proximidade das localidades em Santa Catarina deixam
visivel apenas um ponto no mapa (sendo dois pontos amostrados).

O Caatinga
@ Mata Atlantica
@ Pontos Amostrados

~ &
0 240 480 720 960 km 4
Fonte: mapCria, speciesMapper (2013).
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Tabela 1 — Coordenadas geograficas dos municipios amostrados no presente estudo.

Municipio Estado Latitude Longitude
Flores da Cunha Rio Grande do Sul 28°53°54° 51°12°27”
Pinto Bandeira Rio Grande do Sul 29°03°24”’ 51°28°38”
Videira Santa Catarina 27°03°67° 51°06°10”
Pinheiro Preto Santa Catarina 27°04°28”° 51°11°39”
Indaiatuba Séo Paulo 23°05°12°° 47°13°06>’
Louveira Séo Paulo 23°05°11°° 46°57°02”

Séo Roque Séo Paulo 23°31°45”° 47°08°07’

Séo Miguel Arcanjo Séo Paulo 23°52742”° 47°59°50”°
Petrolina Pernambuco 09°23°06°° 40°41°87

2.2 Extracdo de DNA

Apos a realizacdo da extracdo de DNA dos diferentes estagios de vida da cochonilha foi
padronizada a utilizacdo de um Unico individuo, ja na forma de cisto, utilizando uma pequena
porcao de sua cuticula. O contetdo interno do cisto afetava significativamente o rendimento
da extracdo, devido a enorme quantidade de lipideos. Também foram testados diversos

protocolos de extragéo a fim de selecionar o que apresentasse melhor rendimento:

2.2.1. Sem utilizacdo de Kit comercial:

As amostras dos cistos de pérola-da-terra foram homogeneizadas em solucdo para lise
celular tamponada, composta de: 100 mM Tris, pH 9,1, 100 mM NaCl, 200 mM sacarose, 50
mM de EDTA, 0,5% SDS. O homogeneizado foi incubado a 55 °C, por 3 horas. Apo0s isso, as
amostras foram tratadas com RNAse (4 mg/ml), incubadas novamente a 37°C (30 min); os
residuos de proteinas foram subsequentemente precipitados com NaCl 5M. A precipitacdo do
DNA foi realizada com alcool isopropilico 100%, seguida de lavagem em alcool etilico a
70%. A ressuspensdo do DNA foi feita em tampéo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8).
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2.2.2. Com utilizagdo de Kit comercial:

- prepGEM™ (Zygem®): o material bioldgico foi colocado em um mix “Prepgem” e
incubado a 75°C (2 horas) e a 95°C (5 min). Apds isso, a solugdo foi transferida para um novo
eppendorf, descartando-se o precipitado.

- Wizard Genomic (Promega®): as amostras foram acrescentados 600 uL de solucéo
de lise e, em gelo, homogeneizado por 10 segundos; apos isso incubava-se o material por 25
minutos a 65°C. ApOs esse tempo, adicionava-se 17,5 uL de proteinase K e novamente
incubava-se a 55°C (3 horas). Na sequéncia, em temperatura ambiente, adicionava-se 200 uL
de solucdo de precipitacdo de proteinas e agitava-se no ‘vortex’ por 20 segundos. Procedia-se
a centrifugacdo por 6 minutos, removia-se o0 sobrenadante contendo o DNA e transferia-se
para outro microtubo que continha 600 pL de isopropanol. Misturava-se a solugdo por
inversdo e centrifugava-se por 1 minuto, descartando o sobrenadante. Adicionava-se 600 uL
de etanol 70%, invertendo o tubo vérias vezes, centrifugando, pela ultima vez por 1 minuto.
Ap0s isso, o etanol foi descartado e, apds o tubo bem seco, o DNA foi reidratado em agua
miliQ (de 12 a 30 uL) e mantido sob refrigeracao.

A verificacdo da extracdo foi realizada em gel de agarose 1%, corado com gel red e
fotografado sob luz UV.

2.3 Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia

2.3.1 Utilizacdo de primers para amplificacdo de genes COI, 28S, ITS

Foram testados primers universais para amplificacdo do fragmento da citocromo
oxidase (COIl), assim como foram desenhados alguns especificos para a pérola-da-terra, a
partir de dados do mesmo gene e de organismos da mesma familia da cochonilha, obtidos no
“GenBank”. Também foram testados primers universais para amplificagdo de fragmentos ITS
e do gene 28S (Tabela 2).

As reacOes eram feitas em tubos apropriados com volume final de 20 — 25 uL atraves
de:

- kit Ready-to-go (Amersham Pharmacia Biotech®): contendo 0s reagentes necessarios
(Taq polimerase, tampéao, MgClz2, dNTP’s, etc) e 2 uL de DNA template, 1,5 uL de cada
primer (0,2-0,4 uM).
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- kit Qiagen®: mix com 12,5 uL de buffer Qiagen®, 0,05 uL de cada primer (100 uM) e
2 uL de DNA template.

- mix feito a partir da Taq Promega®: contendo 2,5 — 5 uL de tampéo; 1,0 a 2,5 uL de
MgCly; 1,0 uL de dNTP; 0,15 — 0,25 uL de taq polimerase (5U/uL); 1,0 — 1,5 uL (ImM) de
cada primer e 1 uL de DNA template.

Os programas utilizados no termociclador também foram distintos, variando de acordo
com cada primer. Cada vez que a PCR néo apresentava amplificacdo para os primers testados,
0s parametros eram modificados, especialmente em relacdo ao tempo de denaturagéo e a
temperatura de anelamento (Tabela 3), com DNA puro e/ou diluido (1:10; 1:50; 1:100). Se
mesmo assim a PCR ndo apresentasse produto de amplificacéo, utilizava-se o recurso da PCR
nested (ou PCR aninhada), sendo o DNA “template” a dilui¢do do produto da primeira PCR
na proporc¢éo de 1:9.

A confirmacéo da amplificacdo sempre foi testada em gel de agarose 1% corado com
Gel Red.
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2.4 Reacdes de purificacao e sequenciamento de DNA

As amostras que apresentavam resultados positivos de amplificacédo foram purificadas a
partir do kit “illutra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band” (GE Healthcare®), seguindo o
protocolo do fabricante.

Ap6s quantificacdo do DNA as reacdes de sequenciamento foram feitas com a quimica
BigDye Terminator (v.3.1) (Applied Biosystem Inc) seguindo o protocolo padrdo fornecido
pelo fabricante. Utilizou-se um sequenciador automatico modelo ABI 3130 (Applied
Biosystem TM). As sequéncias obtidas foram alinhadas a partir do software BioEdit 7.0 e

comparadas com o banco de dados do “GenBank”.

2.5 Analise dos dados

As sequéncias obtidas foram analisadas separadamente com o uso do programa BioEdit,
alinhadas por meio do aplicativo Clustal (HIGGINS et al., 1992) e editadas manualmente.
Foram excluidas algumas bases do final do fragmento para que todas ficassem do mesmo
tamanho antes da realizacéo das analises.

Apdbs o alinhamento, os dados foram submetidos a andlise do sinal filogenético no
programa DAMBE (XIA; XIE, 2001). A reconstrucdo da filogenia a partir de Méaxima
Parcimonia foi realizada com o uso do programa PAUP, versdo 4.0 (SWOFFORD, 2003). Os
dados foram tratados com mesmo peso tanto para gaps quanto para substituicdo. Para gerar 0s
indices de “bootstrap” foram utilizadas 1000 réplicas.

As sequéncias obtidas também foram submetidas ao software NETWORKA4.5 (fluxus-
engineering.com) usando o método de median-joining (BANDELT et al., 1999) para
estabelecer a rede de haplotipos.

2.6 Utilizagéo de primers para RAPD

O polimorfismo de marcadores RAPD € revelado pela amplificacdo de loci
cromossémicos utilizando-se primers compostos de sequéncias curtas de oligonucleotideos.
Na PCR, estes primers se hibridizam com sequéncias gendmicas que lhes séo
complementares. Como a sequéncia de cada iniciador € determinada de modo aleatorio, este

pode encontrar varias regides complementares a sua sequéncia e, por isso, revelar varios loci.
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Os fragmentos amplificados sdo separados em um gel de poliacrilaminada ou agarose
(LOPES et al, 2002).

Foram testados 40 primers (Prodimol®), sendo selecionados 18 para analise. As reacfes
de PCR foram realizadas para um volume final de 12,5 uL, utilizando 1 uL de DNA
‘template’ com uma concentragdo de 12,5 ng, 1 uL de primer (ImM) (Tabela 3), 0,25 uL de
Taqg polimerase (5U/uL), 1,0 uL de MgCl; (25mM), 2,5 uL Tampéo 5X (Promega®) e agua.
Um controle negativo foi incluido nas reac6es, utilizando todos os reagentes, com auséncia do
DNA “template”.

As amplificacbes foram realizadas em um termociclador modelo 96 Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems®) como segue: denaturacdo inicial a 95°C (4 min) seguidos por
45 ciclos de denaturacdo a 92°C (15 seg), anelamento (variavel de acordo com a Tm de cada
primer — Tabela 4, por 15 segundos) e extenséo a 72°C (70 seg) e com extenséo final de 72°C
(6 min) (SMITH et al., 1994 modificado). O produto amplificado foi verificado por
eletroforese a 1,2%, corado com gel red e submetido a 120 V, 50 mA, durante 70 minutos e,

posteriormente, fotografado sob luz UV.

Tabela 4 — Cddigo, sequéncia e temperatura de anelamento de cada um dos primers testados.
Em negrito, destacam-se os primers que apresentaram amplificacdo para todas as localidades
estudadas e foram utilizados para analises.

Cddigo do primer Seq5' -3 Ta
OPM 01 GTTGGTGGCT 37.5
OPM 02 ACAACGCCTC 37.5
OPM 03 GGGGGATGAG 41.6
OPM 04 GGCGGTTGTC 41.6
OPM 05 GGGAACGTGT 37.5
OPM 06 CTGGGCAACT 37.5
OPM 07 CCGTGACTCA 37.5
OPM 08 TCTGTTCCCC 37.5
OPM 09 GTCTTGCGGA 37.5
OPM 10 TCTGGCGCAC 41.6
OPM 11 GTCCACTGTG 37.5

OPM 12 GGGACGTTGG 41.6




Caodigo do primer Seq5 -3 Ta
OPM 13 GGTGGTCAAG 37.5
OPM 14 AGGGTCGTTC 37.5
OPM 15 GACCTACCAC 37.5
OPM 16 GTAACCAGCC 37.5
OPM 17 TCAGTCCGGG 41.6
OPM 18 CACCATCCGT 37.5
OPM 19 CCTTCAGGCA 37.5
OPM 20 AGGTCTTGGG 37.5
OPV 01 TGACGCATGG 37.5
OPV 02 AGTCACTCCC 37.5
OPV 03 CTCCCTGCAA 37.5
OPV 04 CCCCTCACGA 41.6
OPV 05 TCCGAGAGGG 41.6
OPV 06 ACGCCCAGGT 41.6
OPV 07 GAAGCCAGCC 41.6
OPV 08 GGACGGCGTT 41.6
OPV 09 TGTACCCGTC 37.5
OPV 10 GGACCTGCTG 41.6
OPV 11 CTCGACAGAG 37.5
OPV 12 ACCCCCCACT 41.6
OPV 13 ACCCCCTGAA 37.5
OPV 14 AGATCCCGCC 41.6
OPV 15 CAGTGCCGGT 41.6
OPV 16 ACACCCCACA 37.5
OPV 17 ACCGGCTTGT 37.5
OPV 18 TGGTGGCGTT 37.5
OPV 19 GGGTGTGCAG 41.6
OPV 20 CAGCATGGTC 37.5

82



83

2.7 Andlise dos dados

Para andlise dos fragmentos de DNA amplificados pela técnica de RAPD, foram

utilizados ladders de tamanhos distintos: 50 pb, 200 pb e 1 kb (Promega®) e 1 kb

(Fermentas®). Dessa maneira, o tamanho das bandas visualizadas no gel pode ser diferenciado

(Figura 5). A presenca da banda em cada uma das posic¢des no gel foi classificada como 1 e a
auséncia como 0 para construir uma matriz binaria. Estes dados foram submetidos a anélise de
UPGMA, utilizando distancia Euclidiana, a partir do software NTSYS (APPLIED
BIOSTATISTICS, 1998).

Foi realizada também uma andlise de correlacdo (Pearson) entre as distancias genética e
geografica, sendo que a distancia geografica foi considerada sempre o caminho mais curto

entre as localidades.
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3 RESULTADOS

Os trés métodos apresentados foram eficientes na extracdo, porém, em fungdo da
praticidade, a utilizacdo dos kits comerciais prepGEM™ e Wizard Genomic foram
padronizados para as extracdes. Houve muita dificuldade na extracdo de DNA de E.
brasiliensis em funcdo da grande quantidade de lipideos que a cochonilha apresenta quando
na forma de cisto, dessa maneira foi verificado que com a utilizagdo de uma pequena parte do
tegumento do cisto da cochonilha obtiveram-se os melhores rendimentos. E importante
ressaltar que, no caso da pérola-da-terra, o sucesso no rendimento da extracdo estd mais
relacionado com o proprio material bioldgico utilizado do que com outros fatores da extragao.

Os testes iniciais com primers para regido COIl j& descritos na bibliografia (HEBERT et
al., 2004; YOKOGAWA; YAHARA, 2009; MALAUSA, et al. 2011) (Tabela 1) néo
apresentaram sucesso na amplificacdo da regido de interesse e, dessa maneira, buscou-se no
“GenBank” as unicas quatro sequéncias disponiveis de espécies da mesma Familia de
Eurhizococcus brasiliensis (Margarodidae) depositadas por Yokogawa e Yahara (2009), sob
0s registros: AB439510, AB439511, ABA439512, AB439513. O alinhamento destas
sequéncias apresentou poucas regides conservadas e, a partir de uma destas regides,
desenharam-se vérios primers (F1, F2, F3, R2, R3, R4, PF, PR) com modifica¢fes em alguns

nucleotideos, que estdo descritos na Tabela 2 e, os resultados destes testes na Tabela 5.
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Apenas os primers 28S amplificaram amostras correspondentes a todas as localidades
estudadas (Tabela 4). Os demais primers amplificaram as regides de interesse para algumas
amostras, mas ndo para outras. A comparacao das sequéncias obtidas com aquelas depositadas
no “GenBank”, resultou em algumas préximas a cochonilhas ou insetos e outras bem distantes
do grupo, o que mostra a inespecificidade da maioria dos primers utilizados. Outro fator que
merece ser destacado é que o banco génico compara a sequéncia inserida no blast com as
sequéncias ja depositadas e, como ndo existem muitas sequéncias de organismos
taxonomicamente proximos da pérola-da-terra depositadas, a comparacao entre a similaridade
das sequéncias resulta, na maioria das vezes, em grupos distintos da cochonilha.

Deste modo, ndo foram utilizadas porcdes do gene da citocromo oxidase (COI) para
fazer analises filogenéticas, como usualmente é feito, como por exemplo, nos trabalhos de
Shoemaker et al. (2003); Shoemaker et al. (2006) e Ross et al. (2009).

As sequéncias com porcdes do gene 28S embora curtas, porém de boa qualidade foram
utilizadas para construir uma arvore filogenética e, ambas as analises (de Maxima Parcimdnia
— MP e de inferéncia bayesiana — IB) foram praticamente congruentes. Optou-se pela arvore
de MP uma vez que houve uma melhor separacdo dos terminais, alem de que praticamente
todos os valores de “bootstrap” apresentaram valor maximo (Figura 2). Para 0 enraizamento
da arvore na analise filogenética foi utilizado como grupo externo Marchalina hellenica
(Gennadius), representante da familia Margarodidae, disponivel no banco génico. Na analise
filogenética de MP foi encontrada apenas uma arvore parcimoniosa.

A partir dos altos valores de “bootstrap” gerados pela anélise, obteve-se a divisdo em
dois clados principais:

Clado 1: Monofilético, encontram-se agrupados nesse grupo representantes da regiao
Sudeste e Nordeste, das localidades de Indaiatuba, Sd&o Miguel Arcanjo, Sdo Roque e
Petrolina.

Clado 2: Monofilético, nesse grupo estdo representantes das regides Sul, com as
localidades de Flores da Cunha, Pinto Bandeira, Videira, Pinheiro Preto e apenas Louveira da

regido Sudeste.
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Figura 2 — Arvore de Maxima Parciménia (MP) reconstruida a partir do gene 28S de
representantes de pérola-da-terra provenientes das regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil.
Valores de “bootstrap” estdo ilustrados acima dos ramos. A arvore foi enraizada com
representante de Marchalina hellenica (gi 158829424).
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IND — Indaiatuba; FC — Flores da Cunha; LOU — Louveira; PB — Pinto Bandeira; PET — Petrolina; PP — Pinheiro
Preto; SMA — S8o Miguel Arcanjo; SR — Sdo Roque; VID — Videira.

Considerando que os dois clados foram muito bem suportados, pode-se inferir a
existéncia de pelo menos, dois “grupos de espécies” da pérola-da-terra no Brasil.

Os espécimes do Estado do Rio Grande do Sul (FC e PB) apresentaram semelhancas
entre si, assim como 0s espécimes do Estado de Santa Catarina (VID e PP). Todavia
espécimes da cidade de Louveira (S&o Paulo) se assemelharam mais com especimes da regido
Sul do Pais (Rio Grande do Sul e Santa Catarina) do que com as demais cidades do Estado de
Séo Paulo (Indaiatuba, S&o0 Miguel Arcanjo e Sdo Roque), que por sua vez, apresentaram
grande similaridade entre si. Especimes de Petrolina (Pernambuco) também ficaram mais
proximos dos espécimes do Estado de Sdo Paulo. Em visitas a campo foram observadas
também diferencas no comportamento dos espécimes de pérola-da-terra da regido Sul e

Sudeste comparadas com espécimes da regido Nordeste.
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As nove sequéncias do gene 28S analisadas resultaram em cinco haplotipos (Figura 3),
sendo o0 H_1 de Petrolina, o0 H_2 correspondente as localidades de Flores da Cunha, Pinto
Bandeira, Louveira e Videira, o0 H_3 de Pinheiro Preto, o0 H_4 de Indaiatuba e Sdo Miguel
Arcanjo e o H_5 correspondente a Sdo Roque. Estes resultados reforgcam os que foram obtidos
na analise de MP. O resultado gerado na analise do sinal filogenético (Figura 4) indicou que o

numero de transi¢des ficou acima do de transversoes, indicando um forte sinal filogenético.

Figura 3 — Rede de hapl6tipos gerada para os hapl6tipos de pérola-da-terra a partir do gene
28S das localidades estudadas: H_1 corresponde a Petrolina; H_2 corresponde a Flores da
Cunha, Pinto Bandeira, Louveira e Videira; H_3 a Pinheiro Preto; H_4 a Indaiatuba e Séo
Miguel Arcanjo e H_5 corresponde a Sdo Roque; mvl, mv2 e mv3 indicam possiveis
ancestrais; as linhas que ligam os hapl6tipos representam nucleotideos divergentes entre eles.



90

Figura 4 — Analise do sinal filogenético, demonstrando a frequéncia das transi¢fes (s) e
transversdes (v) em funcao da divergéncia nucleotidica do gene 28S.

Em funcdo da dificuldade em se amplificar regides gendémicas da pérola-da-terra com
primers especificos, optou-se em utilizar também a técnica de RAPD, a qual amplifica
fragmentos aleatérios e de tamanho reduzido.

Todos os primers da Tabela 3 foram testados e dezoito resultaram em amplificacdes
para todos os espécimes de pérola-da-terra estudados e foram entdo selecionados. Em
conjunto, os primers geraram 132 fragmentos, sendo que cada primer produziu de 4 a 35
bandas. O tamanho dos produtos amplificados variaram de 400 pb a 4 kb, e o controle
negativo ndo apresentou nenhuma amplificagdo. A Figura 5 ilustra um exemplo de fragmentos

amplificados, no caso para os primers OPV 10 e OPV 19.
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Figura 5 — Fragmentos amplificados a partir dos primers OPV 10 e OPV 19. Os ladders estéo
indicados pela seta com seus respectivos tamanhos; o controle negativo (CN) também esta
demonstrado.

1kb 1kb

pb — pares de bases; kb — pares de bases (x1000); CN — controle negativo

O dendrograma gerado a partir da distancia Euclidiana (Figura 6) revelou a existéncia
de trés grupos:

Grupo 1: formado por espécimes da regido Sul — Videira, Pinheiro Preto, Flores da
Cunha, Pinto Bandeira e da regido Sudeste — Louveira.

Grupo 2: formado por espécimes da regido Sudeste — Indaiatuba, Sdo Miguel Arcanjo e
S&o Roque.

Grupo 3: formado por espécimes da regido Nordeste — Petrolina.
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Figura 6 — Dendrograma obtido pelo método UPGMA de distancia Euclidiana para os
municipios representantes de pérola-da-terra provenientes das regides Sul, Sudeste e Nordeste
do Brasil, a partir de primers de RAPD.
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IND — Indaiatuba; FC — Flores da Cunha; LOU — Louveira; PB — Pinto Bandeira; PET — Petrolina; PP — Pinheiro
Preto; SMA — Sdo Miguel Arcanjo; SR — Sdo Roque; VID — Videira.

As amostras de Petrolina foram as que ficaram mais distantes das demais. Os espécimes
do Estado do Rio Grande do Sul (FC e PB) apresentaram semelhancas entre si, como também
0s espécimes do Estado de Santa Catarina (VID e PP). Assim como na analise de MP,
espécimes da cidade de Louveira (Sdo Paulo) se assemelharam mais com Videira (em Santa
Catarina) do que com as demais cidades do Estado de Sado Paulo (Indaiatuba, Sdo Miguel
Arcanjo e Sdo Roque), que por sua vez, apresentaram grande similaridade entre si.

A andlise de distancia genética e geografica demonstrou que quanto maior a distancia de
procedéncia das amostras, maior é o valor de dissimilaridade (Figura 7), confirmada pela
associacdo positiva do coeficiente de Pearson (r = 0,75). Na Tabela 6 estdo demonstradas as

distancias genéticas e geogréaficas entre as localidades amostradas.
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Figura 7 — Distancia genética e distancia geografica (km) dos espécimes de pérola-da-terra,
amostrados nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil.
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Tabela 6 — Distancias genéticas (superior direito) dos espécimes de pérola-da-terra, a partir
da analise de RAPD e distancias geograficas — km (inferior esquerdo) entre as localidades

amostradas.
PET VID PP IND LOU SMA SR FC PB

PET 0 8,83 8,18 7,74 8,00 8,30 8,40 8,30 7,80
VID 2.923,00 0 5,70 7,40 5,40 7,20 7,40 5,80 7,20
PP 2.93500 13,70 0 6,20 5,90 7,20 7,20 6,00 6,40
IND 2.216,00 757,00 769,00 0 6,30 5,00 5,40 7,00 6,90
LOU 2.177,00 778,00 790,00 37,50 0 6,80 7,40 6,40 7,00
SMA 2.367,00 640,00 652,00 146,00 181,00 0 5,10 7,60 7,20
SR 2.247,00 74800 759,00 79,50 100,00 12000 0O 7,60 7,60
FC 3.149,00 377,00 342,00 98500  1.006,00 866,00 97500 0 6,70
PB 3.214,00 344,00 330,00 1.051,00 1.072,00 932,00  1.039,00 62,60 0

IND — Indaiatuba; FC — Flores da Cunha; LOU — Louveira; PB — Pinto Bandeira; PET — Petrolina; PP — Pinheiro

Preto; SMA — Sdo Miguel Arcanjo; SR — S8o Roque; VID — Videira.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este trabalho, pela primeira vez, revela evidéncias de que ha ocorréncia de grupos
distintos de Eurhizococcus brasiliensis no Brasil. Os resultados apresentados permitem inferir
a possivel existéncia de pelo menos dois “grupos de espécies” da pérola-da-terra em videiras
nas diferentes regides do Pais. Isto é caracterizado pelos altos valores de “bootstrap” que
suportaram os clados tanto pela analise do gene 28S, como pela congruéncia com a anélise de
RAPD.

A utilizacdo da técnica de RAPD tem sérias restricdes de uso baseado no fato de que
alguns produtos de RAPD de pesos moleculares similares observados no gel podem néo ser
necessariamente produtos de amplificacdo de segmentos de DNA homdlogos. Esse problema
pode ser minimizado, aumentando-se o tempo de corrida dos géis com uma baixa voltagem
para melhorar a resolucdo dos fragmentos de DNA (SMITH et al., 1994). Apesar disso,
trabalhos como os de Hellsten; Sundberg (2000), McCormack; Keegan (2000); Yan et al.
(2005); Chong et al. (2000); Kovacs et al. (2001); Roman et al. (2003); Nagarajan et al.
(2006), Premanandh et al. (2009), Matta et al. (2013) utilizaram com sucesso marcadores
RAPD para diferenciar espécies, grupos, col6nias de formigas ou até mesmo inferir relacdes
filogenéticas. Penner et al. (1993) afirmam que, embora existam algumas limitacbes no
método, a analise de RAPD pode ser reproduzida entre laboratorios distintos, desde que se
mantenham as mesmas condic¢des de PCR e concentracdes de reagentes.

Outro fato favoravel a utilizacdo do RAPD é guando ndo se tem nenhuma informacao
molecular a respeito do organismo analisado e 0s testes com primers universais que Sao
normalmente utilizados para a separacdo das especies ndao apresentam resultados suficientes,
assim, a técnica pelo menos permite a separa¢do em grupos principais. Acrescenta-se que no
presente estudo isto foi corroborado pela analise de Maxima Parcimdnia do gene 28S na
separacao de grupos da cochonilha.

A dificuldade encontrada no presente trabalho em relacdo ao uso do gene da citocromo
oxidase para diferenciar espécies de cochonilhas esta coerente com os relatos de Malausa et
al. (2011). Neste trabalho, conforme ja demonstrado na Tabela 5, os primers utilizados para
amplificacdo da citocromo oxidase, apresentaram resultado de amplificagdo para poucas
amostras. Mesmo assim, utilizando como exemplo o par F2R2, pode-se observar grandes
diferencas nos nucleotideos das trés localidades amplificadas (Apéndice A), sendo Louveira
(da regido Sudeste) mais similar a Flores da Cunha (da regido Sul) do que a Indaiatuba

(Sudeste), confirmando as demais analises realizadas.
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Malausa et al. (2011) trabalharam com cochonilhas farinhentas (Pseudococcidae),
grupo que detém maiores informacdes moleculares quando comparados com a pérola-da-terra
(Margarodidae) e, mesmo assim, encontraram dificuldades para a amplificacdo do gene COI.
Isto sugere uma dificuldade generalizada para identificar cochonilhas a partir da utilizacéo do
gene COI (metodologia proposta pelo Barcode para insetos).

O agrupamento resultante da analise de UPGMA obtida pelo RAPD foi similar com a
arvore de Maxima Parcimonia, a partir do gene 28S. Os espécimes de Videira, Pinheiro Preto,
Pinto Bandeira, Flores da Cunha e Louveira apresentaram maior proximidade entre si do que
com os espécimes de Indaiatuba, S80 Roque e S&o Miguel Arcanjo. Apenas as amostras
procedentes de Petrolina apresentaram ligacdes diferentes nas duas analises, sendo um grupo
distinto na analise de RAPD e, fazendo parte do Clado 1 da analise de Maxima Parciménia.
Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de que para analise de MP foi utilizado um
fragmento do gene 28S, com 400 pb, limitando assim a obtencdo de maior nimero de
informacdes genéticas e consequentemente melhor separacao dos clados.

Os resultados obtidos permitiram estabelecer duas hipdteses que podem estar
relacionadas com a separacao dos grupos de cochonilhas: hipotese (i) acdo do efeito fundador;
(i) interdependéncia de espécies regionais. E importante destacar que estas hip6teses s3o
preliminares e necessitam da realizacdo de outros estudos para que se possa afirmar como
esse grupo de cochonilha colonizou e se dispersou pelas diversas regides do Brasil.

As possibilidades de explicacdo sobre a separacdo de grupos distintos observados nas
andlises estdo relacionadas com a origem da pérola-da-terra, que acredita ser da regido Sul do
Pais, em virtude do primeiro registro ter ocorrido em Santa Maria (RS) e pelo fato do inseto
ter ampla ocorréncia nessa regido (M. BOTTON, comunicacao pessoal). Se a premissa de que
a pérola-da-terra é nativa da regido Sul do Brasil for verdadeira, pode ter ocorrido o fenémeno
“efeito fundador” (i); porém, como o fato do primeiro registro da cochonilha ter sido na
regido Sul ndo ser o suficiente para afirmar categoricamente que a pérola-da-terra é nativa
daquela regido, é possivel considerar a existéncia de grupos de espécies diferentes e cada um
deles nativo das diferentes regides que foram separadas nas analises (ii).

No caso da pérola-da-terra ser nativa da regido Sul, ela poderia ter sido transportada
para a regido Nordeste a partir de mudas enraizadas ou porta-enxertos infestados. Segundo
informagdes de pesquisadores da Embrapa Semi-arido, todos os porta-enxertos utilizados na
regido do Vale do Sdo Francisco (Nordeste do Pais) foram originarios da Embrapa Uva e
Vinho (Sul do Pais), ha aproximadamente duas décadas, o que pode ter transportado a pérola-

da-terra em suas raizes. Dessa maneira, ndo se pode excluir a possibilidade da acdo do efeito
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fundador (hipdtese i) ter sido o responsavel pela variagdo entre os grupos da pérola-da-terra
presentes na regido Sul, Sudeste e Nordeste do Pais. O mesmo fenémeno pode ter ocorrido na
regido Sudeste. O efeito fundador é caracterizado como o estabelecimento de uma nova
populacdo por meio de poucos individuos que carregam consigo uma pequena fracdo da
variacdo genética total da populacdo parental (RIDLEY, 2003). A partir desses poucos
individuos, com o passar do tempo, a populacdo se expande podendo até colonizar outros
locais. Nesse caso, 0 que pode ter acontecido € que sairam dois grupos de cochonilhas com
variabilidade genética distinta e que fundaram duas novas populacBes, uma em cada regido
(Sudeste e Nordeste). Essas populagdes se fixaram e outros eventos evolutivos também
podem ter moldado-as geneticamente, como por exemplo, a ocorréncia de mutacfes e 0
proprio processo de selecdo natural ou deriva genética (Figura 8). O fato de os espécimes de
Petrolina terem apresentado maior similaridade genética com os espécimes de Sdo Paulo do
gue com o0s do Rio Grande do Sul na analise de Maxima Parcimdnia, pode ser devido as
mutacBes que ocorreram posteriormente a introducdo, o que fez com que os espécimes dessas
regibes se aproximassem. A correlacdo positiva entre a distancia genética e a distancia
geografica tambem é um fator que reforca esses dados. Além disso, ndo se pode descartar que
um aumento na amostragem poderia modificar os resultados, levando a uma melhor separagédo
dos grupos.

Apesar do curto intervalo de tempo da possivel introducdo da pérola-da-terra no
Nordeste, a diferenciacdo encontrada nos grupos é plausivel de ter ocorrido uma vez que ndo
se conhece a taxa evolutiva do gene 28S (ou de quaisquer outros genes) nesse grupo de
cochonilha. Existe pouco conhecimento da biologia basica do organismo, tdo pouco das inter-
relacBes que mantém com o ambiente. Dessa maneira, ndo € possivel inferir como a pressdo
do ambiente pode atuar na espécie. Assim, a acdo do efeito fundador pode ter diferenciado
grupos de pérola-da-terra em regides distintas.
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Figura 8 — Esquema representativo da hipotese (i): acdo do efeito fundador.
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Em contrapartida, no caso da pérola-da-terra ndo ser nativa da regido Sul, a formagéo
de clados a partir das analises realizadas pode indicar a ocorréncia de grupos distintos do
inseto nas diversas regifes do Brasil (hipétese ii). As divergéncias nos grupos podem estar
relacionadas as diferencas nos habitats em que vivem e no comportamento das cochonilhas
que predominam nas regides que os clados ou grupos representam. As localidades amostradas
das regides Sul e Sudeste estdo situadas em area origindria de Mata Atlantica, enquanto que a
regido amostrada em Pernambuco, na Caatinga. Isso representa diferencas ndo sO na
vegetacdo, como também no clima, no solo, entre outras. Aliado a esse fator, observacdes
eventuais realizadas em campo permitiram constatar que o comportamento das cochonilhas na
regido Nordeste é distinto do que ocorre nas regides Sul e Sudeste, sendo que em Petrolina é
comum que as fémeas ambulatorias saiam na superficie do solo nas primeiras horas da manha
como também, ja foi verificada por alguns pesquisadores, a ocorréncia ocasional de machos.
Na regido Sul e Sudeste, a frequéncia de fémeas que saem do solo para a superficie € muito
menor e, raramente, aparecem machos.

Considerando que a cochonilha é nativa do Brasil, esses grupos ja deveriam ocorrer em
plantas nativas ou cultivadas das distintas localidades e, portanto, colonizaram cada regido de
maneira independente. Neste caso, 0s porta-enxertos vindos da regido Sul para a regido
Nordeste ndo deveriam ter a cochonilha em suas raizes. Pelo contrario houve uma introdugao
de uma populacdo de cochonilha da regido Sul no municipio de Louveira (SP) (Figura 9).
Essa hipotese é outra possibilidade de explicar a dissimilaridade genética revelada na analise

de Méxima Parcimonia do gene 28S e na analise de RAPD.
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Figura 9 — Esquema representativo da hipotese (ii): interdependéncia de espécies regionais.
Letras de A a L indicam possiveis plantas que ja hospedavam a pérola-da-terra anteriormente

a introducao da videira.
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Diante desses cenarios, a filogenia da peérola-da-terra s6 sera esclarecida a partir da
realizacdo de estudos moleculares complementares, com a utilizacdo de outros genes e
também com estudos de taxonomia e biologia béasica do grupo. Contudo, a partir da
possibilidade de ocorréncia de grupos distintos da pérola-da-terra no Brasil cabe uma rapida
discusséo a respeito do processo de especiacao.

O processo de especiacdo €, em linhas gerais, um evento de separacdo de uma linhagem
produzindo duas ou mais espécies distintas, sendo que o tempo para que isso ocorra ird
depender do tipo de organismo e de sua estrutura populacional, podendo ser bastante rapida
algumas vezes (FUTUYMA, 2003). Segundo Bush (1992) é comum ocorrer especiacdo
simpatrica entre grupos de pequenos animais como insetos, acaros e nematéides. Bush (1969)
sugeriu esse tipo de especiacdo na mosca de frutas Rhagoletis pomonella (Walsh), que teria se
diferenciado quando exploraram um novo hospedeiro (originalmente estrepeiro e
posteriomente macas e cerejas, apos a introducdo dessas fruteiras). Esse fato demonstra que a
mudanca de hospedeiro pode levar a especiagdo do inseto.

Considerando esse fenbmeno no contexto do presente estudo, pode-se fazer a seguinte
pergunta: a espécie de perola-da-terra presente em outras plantas hospedeiras, ja observadas
em 71 espécies (BOTTON et al., 2008), € a mesma espécie que ocorre na videira? A resposta
sO pode ser obtida a partir de estudos que levem em consideracdo as cochonilhas de outros
hospedeiros. Boni et al. (2003) diagnosticaram diferenca na variabilidade genética da pérola-
da-terra em diferentes hospedeiros presentes em uma mesma area. Este € um primeiro indicio
de que os espécimes podem ser distintos em hospedeiros diferentes, a exemplo do que ocorreu
com R. pomonella. Como a uva (Vitis sp.) ndo é nativa do Brasil, quando de sua introducéo, a
pérola-da-terra ja poderia estar em outros hospedeiros e, assim, quando ela passou a explorar
a uva, pode ter ocorrido uma especiagdo simpatrica.

Todavia, ndo temos dados para explorar essa pergunta, tdo pouco para discutir a
respeito da variabilidade genética da pérola-da-terra em hospedeiros distintos, podendo
evidenciar apenas que existe uma diversidade genética na pérola-da-terra que coloniza
videiras. Nossos resultados revelaram, ao mesmo tempo, a falta de conhecimento e a
complexidade do grupo em questdo. Também pode ser considerado o primeiro trabalho a

discutir hipoteses acerca da origem da pérola-da-terra no Brasil.
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APENDICE A - Sequéncias de nucleotideos de um fragmento amplificado com as
combinacgOes de primers F2R2 para as localidades de Flores da Cunha (FC), Louveira (LOU)
e Indaituba (IND). Em negrito destacam-se as principais regides semelhantes entre FC e LOU
e divergentes de IND.

B e e e T T T

5 15 25 35 45
FC AATTGGTATA AATATTAATT CAAATACTTA TTTTTCATCA ACTACAATAA
LOU AATTGGTATA AATATTAATT CAAATACTTA TTTTTCATCA ACTACAATAA
IND AATTGGAATA AATATTAATT CAAATTTATA TTTCTCTTCA ACAACAATAA
R - ol R el R
55 65 75 85 95
FC TTATC--GCA ATCCCTACAA GAATTAAAAT CTTCAGATGA ATATTATCCT
LOU TTATC--GCA ATCCCTACAA GAATTAAAAT CTTTAGATGA ATATTATC-T
IND TTATTTGGCA GTTCCAACTA GAATTAAAAT CTTTAGATGA ATAATATC-A
R R A R A — T
105 115 125 135 145
FC TTTAATAATA AAAAAATTAA AATAA-CATT AATAACTATA TCGATCAATA
LOU TTTAATAATA AAAAAATTAA AATAA-CATT AATAACTATA -CGATCAATA
IND TTTAATAATA AAAAAATCAA ATTCTTCACT AATAACTATA TAGATCATTA
L T e I T I
155 165 175 185 195
FC G-GATTTATC TCAATATTTA CTATAGGAGG AT-AACTCGG AATAATCTTA
LOU G-GATTTATT TCAATATTTA CTATAGGAGG ATTAACTAGG AATAATTTTA
IND GAGATTTATT ATAATATTTA CATTAGGAGG AATAACTAGG ACTAATTTTA
R R R R R R R
205 215 225 235 245
FC TCAAACTCAT C-AATTAATT CCAATCTACA C-GATACTTA TTACGTAATT
LOU TCAAACTCAT CGAATTAATT CCAATCTACA TAGATACTTA TTACGTAATT
IND TCAAACTCTT C-AATTAATA ATAATCTCCA T-GATACTTA TTATGTAATT
R col el R - R - R
255 265 275 285 295
FC CGCCCATTTT CATTATATTT TATCAATAGG -GGTAATCTT TTC-AATCTT
LOU -GCCCATTTT CATTATATTT TATCAATAGG -GGTAATCTT TTCGAATTTT
IND AGCTCATTTT CACTATATTC TATCTATAGG TAGTAATTTT TTC-TATTTT
R A A R— R R I
305 315 325 335 345
FC TATAAGTATA ATATTTTGAT TTCCT-TTAT TATTCGAATT TATTTATAAA
LOU TATAAGTATA ATATTTTGAT TTCCT-TTAT TATTC-AATT TATTTATAAA
IND TATAAGAATA ATATTTTGAT TCCCTATTAA TATTT-AATT TATTAATAAA
R R A R — T
355 365 375 385 395
FC TATTAAAT-G ATTAAAATTC CTAATTTATT AATTTATTTA TTTACTATTA
LOU TATTAAATAG ATTAAAATTC C-AATTTATT AATTTATTTA TTTAC-ATTA
IND TCAAAAAT-G ATTAAAATTT C-AATTTATA AATATATTTA TTTAT-ATTA
R R R R R R R
405 415 425 435 445
FC ATATAACATT TTTTCCTCAA CATTTTCTT- --GGGAATAA ATAGAATACC
LOU ATATAACATT TTTTCCTCAA CATTTTCTT- --AGGAATAA ATAGAATACC



IND

FC
LOU
IND

FC
LOU
IND

ATATAATTTT

R
455
ACGACGACAT
ACGACGACAT
CCGACGTCAT

R
505
-CATCTTGGG
-CATCTTTGG
TCATCTTTGG

TTTCCCCCAA CCTATTTTTT

A I T
465 475
AATAACTATT CAAACTTCTT
AATAACTATT CAAACTTCTT
AATAATTATT CAAATTTTTT

GAA
GA-

AGGGAAATAA ATAATATGCC

R R T
485 495
TATTTTATGA AATATAATTT
TATTTTATGA AATATAATTT
TATATTATGA AATATAATTT
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que Solenopsis invicta é a espécie
de formiga com maior frequéncia de ocorréncia e abundancia nos parreirais do Estado de Sao
Paulo; contudo, os dados ndo suportaram a hipoOtese de que a presenca de Eurhizococcus
brasiliensis possa interferir na composi¢do da comunidade ou entdo na predominancia de
alguma espécie. Mesmo assim, pelo conhecimento que se tem de que depois de instalada em
certa localidade, a dispersdo da pérola-da-terra pode se dar pelas formigas que se associam a
cochonilha em busca do “honeydew”, seria interessante que fossem realizados estudos que
envolvam a interacdo entre os taxons mais frequentes nos parreirais estudados: Pheidole
aberrans, P. subarmata, Brachymyrmex incisus e S invicta com a cochonilha a fim de
diagnosticar se essas espécies transportam ninfas da pérola-da-terra, para que possa ser
realizado o controle das formigas juntamente com o controle da cochonilha.

De acordo com a distribuicdo das espécies do género Solenopsis (PITTS, 2002), ficou
nitido que S invicta pode estar sobrepondo as areas de ocorréncia de S saevissima, fato que
merece um acompanhamento ao longo dos anos para verificar se havera substituicdo ou ndo
das espécies, ou ainda se ambas poderdo ocorrer nos ambientes em que hoje nao ocorrem.

A possibilidade da existéncia de mais de um grupo de espécies de pérola-da-terra
também ficou evidenciado neste estudo. Dois métodos moleculares distintos corroboraram a
presenca de pelo menos dois “grupos de espécies” da cochonilha no Brasil, enquanto que até
0 momento, apenas uma espécie é registrada.

Diante de todas as dificuldades de caracterizacdo molecular descritas ao longo do
Capitulo 2, outro método que pode ser eficiente para a melhor diferenciacdo entre e dentro
dos grupos € a utilizacdo de técnicas mais modernas de sequenciamento (pirosequenciamento,
por exemplo) que permitem sequenciar todo o DNA do organismo. Assim poder-se-ia
identificar o genoma mitocondrial e desenhar primers especificos para a cochonilha.
Entretanto, diante da grande diversidade genética que esse grupo de inseto deve apresentar, o
pirosequenciamento de um unico exemplar poderia ndo ser suficiente e, haveria necessidade
de sequenciar pelo menos um exemplar de cada regido de ocorréncia. Deve-se levar em
consideracdo também a necessidade da realizacdo de estudos taxondémicos basicos para
sustentar as inferéncias moleculares.

Finalmente, a realizacdo do presente trabalho permitiu acrescentar novas informacdes a

bibliografia especializada.
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