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CARACTERIZAGAO E COMPARACAO DE Cotesia flavipes (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) EM SITUAGAO DE CRIACAO MASSAL UTILIZANDO
MICROSSATELITES E MORFOLOGIA

RESUMO - O parasitoide larval Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidae) € um importante agente de controle biolégico da broca-do-colmo,
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), na cultura da cana-de-
acucar. Este parasitoide é criado em biofabricas para liberacdo no campo; porém
indicadores de parasitismo e capacidade de v0o sugerem que este parasitoide nao
esta apresentando os mesmos niveis de controle que foram observados logo apos a
sua introducédo. Insetos criados em laboratérios ou de campo sao introduzidos na
criacdo, porém sem estudos basicos ou critério. Insetos de oito biofabricas de 6
estados brasileiros (S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Goias, Maranhao e Alagoas)
foram caracterizados e comparados com a utilizacdo de microssatélites. Analise de
quatro loci utilizando pelo menos 22 fémeas de cada localidade foi realizada. A tibia
posterior direita de cada fémea utilizada na extracdo de DNA também foi medida. Os
resultados mostraram que o tamanho da tibia dos insetos do Parana foi
significativamente maior do que o das demais regibes e, dessa forma, dando
indicacdo de mais vigorosos. Com a analise molecular verificou-se que os quatro loci
foram polimorficos. As frequéncias alélicas de trés loci estavam de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg para todas as populacdes de todas as regides. Foi
observada a presenca de cinco alelos exclusivos em apenas dois loci. Os maiores
valores de Ho e He foram encontrados para os individuos da biofébrica no estado de
Sédo Paulo (Ho= 0,6055 e He=0,4342). A porcentagem de variacdo entre e dentro
das populacbes foi 24,65% e 75,34%, respectivamente. A estimativa de
compartilhamento de gendtipos entre os individuos de C. flavipes mostrou K = 2
como numero de grupos genéticos mais provavel que tenha originado a variacéo
atual e alto compartilhamento de genétipos entre eles. Levando em consideragao
todos os loci analisados, a diferenciacdo genética foi moderada (Fs = 0,1656;
IC=95%). Ainda € proposta uma mistura de materiais bioldgicos levando em
consideracao as distancias genéticas e o grau de estruturacdo apresentado.

Palavras-chave: controle biolégico, criacdo massal, diversidade genética,
polimorfismo



CHARACTERIZATION AND COMPARISON OF Cotesia flavipes
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) IN SITUATION THE MASS REARED USING
MICROSATELLITE AND MORPHOLOGY

ABSTRACT - The larval parasitoid Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidae) is an important biological control agent of the sugarcane borer, Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), in the cultivation of sugar cane.
This parasitoid is mass reared for field release; however, parasitism indicators and
flying capacity suggest that this parasitoid is no longer able to keep similar control
levels to those observed after its introduction. Insects are exchanged between labs or
introduced from field, but without basic studies or criteria. Insects from six Brazilian
States (Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Goias, Maranhdo e Alagoas) have been
characterized and compared with the utilization of microsatellite. Analysis of four loci
using at least 22 females of each location was performed. The right hind tibia of each
female utilized in the extraction of the DNA was also measured. The results indicated
that the insects from Parana state were significantly larger than the other insects and,
therefore, more vigorous. The molecular analysis allowed verifying that 4 out of the 5
loci were polymorphic. The allele frequencies of three loci were in agreement with the
Hardy-Weinberg Equilibrium for all insects of all regions. It was also observed that
five alleles were exclusively presented in only two loci. The greater values of Ho and
He were found in the one biofactory in Sdo Paulo state (Ho= 0.6055 and He=0.4342).
The variation among and within populations was 24.65% and 75.34%, respectively.
The estimate shared genotypes between the C. flavipes individuals showed that K=2
was as the most probable number of genetic groups that has caused the current
variation and high shared of genotypes between them. Considering all the analyzed
loci, the genetic differentiation was at moderate level (Fst = 0.1656; CI=95%). We
suggest possible mixture of biological materials based on genetic distances and
degree of structuring displayed.

Keywords: biological control, mass rearing, genetic diversity, polymorphism.



1.INTRODUCAO

A cana de acucar estd amplamente distribuida pelo pais sendo que os
estados de Sao Paulo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Alagoas,
Pernambuco e Mato Grosso sao responsaveis por quase 95% da producao nacional.
O Brasil devera produzir 663,11 milhdes de toneladas de cana-de-aglUcar na safra
2015/16 em cerca de 9,06 milhdes de hectares (73.214 kg/ha), tendo um aumento
de 4,5% em relacéo a safra passada (70.495 kg/ha). O Estado de S&o Paulo possui
51,3% (4.648,2 mil hectares) da area cultivada, sendo o maior produtor de acucar e
etanol (CONAB, 2015).

Devido as &reas extensas e localizadas em diversas regides, a cana-de-
acucar se apresenta com um grande potencial para desenvolvimento de pragas,
como cigarrinha-da-raiz, Mahanarva fimbriolata (Stdl, 1854) (Hemiptera:
Cercopidae); broca-peluda, Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera:
Noctuidae); cupins, sendo Heterotermes tenuis (Hagen, 1858) (Isoptera:
Rhinotermitidae) um dos mais comuns; lagarta elasmo, Elasmopalpus lignosellus
(Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae); broca gigante, Telchin licus (Drury, 1773)
(Lepidoptera: Castniidae); formigas cortadeiras, Atta spp. e Acromyrmex spp.
(Hymenoptera: Formicidae); além de nematoides tais como Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood, 1949 e M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949 (Nematoda:
Heteroderidae). Além desses, um inseto de grande importancia nesta cultura é
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) devido aos
prejuizos que suas larvas (broca-da-cana ou broca do colmo) causam aos colmos da
cana-de-acucar, afetando direta e indiretamente a produtividade agricola e industrial.
Considera-se que para cada 1% de indice de intensidade de infestacdo (~
internddios atacados), ocorre uma reducdo de 0,42% de acucar, 0,21% de alcool e
1,14% na produgdo de matéria prima (SALVATORE et al., 2010). Nao obstante, o
ataque afeta a qualidade do acucar produzido, aumentando ainda mais 0s prejuizos
causados (ROSSATO, 2012). Esses prejuizos causados a cultura canavieira tem
impulsionado o desenvolvimento de diferentes estratégias para o controle desta

praga.



No Brasil, o controle biologico realizado pelo parasitoide larval Cotesia
flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) € um método amplamente
utilizado no controle da broca-da-cana (BOTELHO & MACEDO, 2002; PINTO, 2006).
Estes parasitoides séo originarios da regido asiatica e foram introduzidos em varias
partes do mundo. No Brasil foi introduzida primeiramente no Estado de S&o Paulo,
em 1971, pela ESALQ/USP e Copersucar, porém sem apresentar eficiéncia. Ja em
1978 novas linhagens de C. flavipes originarias da india e do Paquistdo foram
trazidas para o Brasil apresentando sucesso no controle na broca-da-cana (NAVA et
al., 2009).

Mendonca (1996) afirmou que a introducdo do parasitoide C. flavipes
dinamizou o controle biolégico da broca no Brasil. A facil adaptacdo deste
parasitoide e o desenvolvimento de uma facil tecnologia para sua producdo em larga
escala possibilitaram a montagem de laboratérios tanto em unidades industriais
como em associacdes de plantadores de cana. Apds o estabelecimento desse
parasitoide para a realizacdo do controle biolégico da broca, os laboratérios de
criacdo e a liberacdo no campo tornaram-se praticas bastante difundidas e usadas
nas usinas de cana-de-agucar do Brasil (PARRA, 2000). As biofabricas, em geral,
nao realizam introducdo de organismos selvagens e algumas vezes fazem a troca
de material com outros laboratorios também de criagbes massais, para reduzir o
risco de contaminacdo com entomopatdégenos vindos do campo. Visto a relevancia
deste parasitoide para o controle da broca-da-cana (desde sua eficiéncia quanto sua
facilidade de criacdo) e 0s prejuizos causados por essa praga, o estudo molecular
auxilia no conhecimento da variabilidade genética destes parasitoides e pode
direcionar o melhoramento desta variabilidade incrementando a atividade deste

inseto no campo.

Porém, as pressbes de selecdo encontradas em laborat6rio, como pouco
espaco, acasalamentos ndo casuais, auséncia de variacGes climaticas bruscas,
facilidade de oviposicdo, sdo mais significativas, em muitos casos, do que as
encontradas no meio ambiente. Ao longo das geracdes produzidas em laboratorios
de criagcdo massal deste parasitoide as mudancas morfologicas e genéticas pela

deriva genética podem causar o efeito fundador, ou seja, o estabelecimento de uma



populacdo por um pequeno numero de individuos, na qual o conjunto génico dos
individuos atuais é o resultado dos poucos genes fundadores (FUTUYMA, 2009).

Quando h& excesso de homozigose na populacédo, a heterozigose observada
na populacdo € menor que o valor esperado. Esse déficit de heterozigotos em
populacdes diploides pode ser causado por diversos fatores. Uma das causas de
déficit é a endogamia sendo que também outros fatores podem ser observados
como o efeito fundador e o efeito gargalo. Este gargalo, também denominado de
afunilamento ou “bottlenecks” sao flutuagdes no tamanho populacional de
populacbes que tiveram seu tamanho efetivo reduzido e sera ainda mais reduzido
caso os descendentes possam se acasalar com seus pais. Sob essas condicdes as
frequéncias alélicas dos fundadores ou sobreviventes nem sempre correspondem a
populacdo original (FUTUYMA, 2009). Como consequéncia pode-se ter menor
viabilidade deste organismo no campo.

Diversas mudancas podem ocorrer em populacdes de laboratério, como
serem mantidas em ambientes com fatores abidticos estaveis e bibticos constantes.
N&o havendo selecdo, ndo ha competicdo interespecifica. Dessa forma, o gendétipo
médio acaba sendo favorecido pelas condi¢Bes de laboratério, sendo algumas vezes
aqueles mais pobres, resultando num possivel decréscimo na variabilidade genética
(VAN LENTEREN, 2003). Outro fator a ser considerado € a nao introducdo de
individuos selvagens na criacdo massal podendo determinar combinacdes
cromossOmicas letais que podem diminuir a eficiéncia deste parasitoide no campo.

Sabendo que técnicas moleculares sdo extremamente eficazes para estudos
comparativos, a utilizacdo de microssatélites € uma ferramenta confiavel para
estudos genéticos de populacdes. Os microssatélite ou SSR (Simple Sequence
Repeats) sdo sequéncias de uma a seis bases de comprimento repetidas em
tandem e sdo raros em regides codificadoras. Também se destaca que as
interrupcbes nas sequéncias repetitivas parecem conferir estabilidade aos
microssatélites, porque reduzem a quantidade de erro por deslizamento da DNA
polimerase durante a replicacdo. Além disso, séo distribuidos aleatoriamente pelo
genoma, possuem expressdo codominante, sdo multialélicos e apresentam alto grau
de polimorfismo genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Portanto os

microssatélites sdo os mais indicados para o estudo em comparac¢des de amostras,



devido as suas caracteristicas de multialelismo e codominancia, além um elevado
contetdo de informacado genética por loco. A codominancia deste marcador faz com
que as diferentes contribuicbes parentais nas progénies sejam detectadas
(PADILHA et al., 2003).

Trabalhos j& mostraram a importancia de se conhecer as variagdes genéticas
ao longo das geracfes em diversas espécies e outros tantos trabalhos mostraram
que caracteristicas biolégicas sdo importantes na deteccdo da qualidade de
parasitoides. Assim, este trabalho teve por objetivos:

1. Estimar a variabilidade genética por meio do marcador nuclear de
microssatélites em amostras de bio-fabricas brasileiras;

2. Comparar as amostras de forma a obter a distancia genética entre elas;

3. Obter o comprimento da tibia como forma de inferéncia ao vigor do inseto;

4. Relacionar a variabilidade genética com o comprimento da tibia;

5. Propor troca de material biolégico entre as amostras de biofabricas mediante

valores de distancia e morfologia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O parasitoide C. flavipes, a broca da cana-de-agucar D. saccharalis e o

controle bioldgico

O parasitoide C. flavipes é um inseto de 2 a 3 mm de comprimento, com
coloracdo escura (preta), gregario, endoparasitico, coinobionte e seu ciclo de vida se
completa aproximadamente em 20 dias (PINTO et al., 2006). Este inseto de origem
do Sudeste Asiatico foi trazido para o Brasil em 1971 pela ESALQ/USP e
Copersucar para implementacdo de um programa de controle biol6gico, porém sem
grandes sucessos. Em 1974, o Programa Nacional de Controle Integrado da Broca
da Cana-de-acucar foi implantado pelo Planalsucar e passou a se destacar como um
dos maiores programas de controle biolégico do mundo. Mas foi em 1978, que
novas linhagens de C. flavipes, oriundas da india e do Paquistdo, mais adaptadas as
regides mais frias e Umidas, foram introduzidas em S&o Paulo, obtendo-se, dessa
vez, indices de parasitismo elevados (BOTELHO & MACEDO, 2002) e sucesso no
controle na broca-da-cana (NAVA et. al., 2009). Conforme relatado por Mendonca et
al. (1977), a criacdo massal de C. flavipes no Brasil foi iniciada a partir de 200
pupérios trazidos de Trinidad Tobago que por sua vez foram trazidos da india.
Insetos produzidos no Brasil, em criagbes massais, foram também utilizados para
colonizacdo em Cuba entre os anos de 1999 e 2000 (BARROSO et al., 2003).
Conforme apontado por Mendonca (1996), a introducdo do parasitoide C. flavipes
dinamizou o controle biolégico da broca no Brasil. Esses parasitoides realizam
reproducdo por partenogénese arrenotoca, isto €, os machos sédo produzidos de
ovos nao fertilizados e as fémeas a partir de ovos fertilizados. Ainda, nessa espécie
de parasitoide as fémeas possuem antenas menores que 0s machos, sendo que sua
procura por hospedeiros seja realizada com a ajuda também de seu ovipositor para
encontra-los dentro do colmo (BOTELHO & MACEDO, 2002). As fémeas do
parasitoide tém preferéncia por lagarta de D. saccharalis a partir do 3°. instar. Apds
localizar o hospedeiro, 0 parasitoide introduz o ovipositor e deposita de 60 a 65 ovos

(MACEDO, 2000). Esses ovos séo depositados no hemocele do hospedeiro e ap6s



trés a quatro dias ocorre a ecloséo das larvas. O desenvolvimento das larvas se
completa em doze dias, ap0s passarem por trés instares (PARRA, 2000), quando
perfuram o tegumento da lagarta, matando-a (MACEDO & ARAUJO, 2000).
Finalizando o ciclo, as larvas empupam proximas a lagarta de D. saccharalis. Os
casulos pupais possuem coloracéo branca (PINTO et al., 2006). Os adultos tém em
média de trés a quatro milimetros e se alimentados vivem aproximadamente 34
horas a uma temperatura média de 25°C (SANTOS, 2009). Este ciclo é mantido em
laboratorios de criacdo massal (bio-fabricas) sob condicbes controladas de

temperatura e adotando-se dieta artificial para alimentagéo do hospedeiro.

Em condicbes de campo as lagartas de D. saccharalis alimentam-se dos
tecidos foliares nos primeiros instares e no terceiro instar adentra o colmo da cana
promovendo injuria direta como a perda de peso e morte das gemas, tombamento
da planta pelo vento, secamento dos ponteiros em plantas novas (conhecido como
coracdo morto), enraizamento aéreo e brotacdo lateral (PINTO et al., 2006). Os
orificios deixados pela broca na abertura das galerias favorecem a entrada de
microrganismos como Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum, que causam
o sintoma da podriddo vermelha do colmo (HAYASHIDA et al., 2012), inversao de
sacarose e diminuicdo da pureza do caldo, prejudicando o rendimento agricola e
industrial da cultura (GARCIA; BOTELHO; MACEDO, 2009; VISWANATHAN, 2001).
Maiores ataques de broca resultam em aumento nos teores de fibra e de aclUcares
redutores além de reducao na pureza (DINARDO-MIRANDA et al., 2012).

Baseando-se em alcance médio, Dinardo-Miranda et al. (2011) estimaram o
levantamento populacional da broca-do-colmo que deveria ser realizado em seis
pontos para representar adequadamente a éarea. Estudos realizados com D.
saccharalis mostraram que fatores climaticos como a temperatura, umidade relativa,
velocidade do vento e precipitacdo nao interferem na captura de machos que foram
liberados no campo e dos machos do campo. Porém a direcdo do vento mostrou ter
um papel fundamental na dispersdo de D. saccharalis, uma vez que a maioria dos
insetos voa a favor do vento (CAIXETA, 2010).

Observacdes de campo tém sido corroboradas por trabalhos recentes e
indicam que a capacidade de voo destes parasitoides diminuiu em cerca de 50% em
relacdo ao observado nas liberagdes iniciais na década de 1970 (VOLPE, 2009).



Além disso, Pomari et al. (2008) relataram que apesar destes parasitoides se
dispersarem até 40 m de distancia, a capacidade de parasitismo se limita a 18 m.
Com isso, para uma liberacdo eficiente no controle da broca-do-colmo se faz
necessaria a utilizacdo de 6.000 insetos, em quatro ou oito pontos/ha (MASSON et
al., 2012).

Estudos posteriores mostraram que o parasitismo de C. flavipes variou de
13,2% a 42,8% e que larvas parasitadas se distribuem ao acaso sendo que em
algumas areas a distribuicéo foi agregada, com alcance de 15 a 25 m. Levando em
conta que 0 sucesso do parasitismo esta diretamente ligado a dispersdo do
parasitoide, foi sugerido que os pontos de liberagdo estejam distantes entre si 30 m
e gue o raio de dispersao poderia ser de 15 m (DINARDO-MIRANDA et al., 2014).
Assim, verifica-se que tem havido reducdo na capacidade de voo, a qual pode estar
relacionada ao fato do parasitoide estar sendo mantido em criacdo massal h& varias
décadas.

2.2. Caracterizacdo genética e uso de microssatélites

A diversidade genética na forma de alelos mdultiplos para varios locos existe
na maioria das populacbes naturais; porém, varios fenébmenos podem mascarar a
segregacao de gendtipos. Em populacbes que realizam reproducédo sexuada nao é
esperado que dois individuos possuam o mesmo genoétipo para todos os locos.
Assim, torna-se importante descrever como o0s alelos estdo organizados em
gendtipos para determinar se os alelos sdo distribuidos aleatoriamente (HARTL &
CLARK, 1997).

De acordo com o principio de Hardy-Weinberg, nas populacdes infinitamente
grandes e panmiticas, ao longo do tempo, as frequéncias génicas nado se alteram e
as proporcdes genotipicas atingem um equilibrio mantendo uma relacado constante
entre si. O desvio desse equilibrio pode ser demonstrado pelo calculo de
heterozigotos esperados para uma populagéo.

Mayr (1970) esclareceu que a heterozigose pode ser interpretada como uma

medida da diversidade genética. Quando ha excesso de homozigose na populacéo,



a heterozigose observada na populacdo é menor que o valor esperado. Esse déficit
de heterozigotos em populacdes diploides pode ser causado por diversos fatores.
Uma das causas de déficit € a endogamia na qual um individuo é homozigoto para
determinado loco por haver herdado duas coépias idénticas de um alelo por
ancestralidade devido ao cruzamento entre aparentados (MAYR, 1970). Outra causa
€ a deriva genética que ocorre quando populacdes sdo isoladas em pequenos
grupos e pode levar a fixacdo ou eliminacdo de alelos por variacdo aleatoria das
suas frequéncias ao longo das geracdes, independentemente do valor adaptativo
dos alelos (FUTUYMA, 2009).

Outros fatores causadores de baixa heterozigose sdo o efeito fundador e o
efeito gargalo (que sdo casos especiais de deriva genética). No caso do efeito
gargalo as frequéncias alélicas dos fundadores ou sobreviventes nem sempre
correspondem a populagéo original. Assim, a populacdo se expande a partir de um
namero limitado de individuos e pode mostrar uma composi¢do genética diferente
daquela exibida pela populagéo original. Ainda pode ser destacado o efeito Walund
em que o isolamento de populacées em grandes grupos, entre os quais o fluxo
génico é restrito, produz aumento do nimero de homozigotos, efeito resultante dos
cruzamentos parcialmente aleatérios (FUTUYMA, 2009).

Muitos marcadores moleculares estdo sendo usados em estudos
entomoldgicos, tanto os marcadores de DNA como os de proteinas tém
revolucionado as ciéncias biolégicas e tém reforcado muitos campos de estudo. Os
marcadores de DNA, por exemplo, costumam ser mais baratos, muitas vezes com
técnicas mais rapidas para isolar e desenvolver, mesmo a partir de insetos bem
pequenos (pulgdes, tripes, vespas parasitas, etc.) e é facil de usar. Exibem padrdes
de bandas simples ou multilocus, com natureza mendeliana de facil interpretacéo, e
com andlises estatisticas bem estabelecidas. Também sdo adequados para
utilizacdo com pequenas quantidades de material de insetos e pode ser usado com
as amostras armazenadas a seco ou mesmo antigos. Eles tém uma gama crescente
de aplicacdes, muitas envolvendo discriminagdes intra e interespecificos (LOXDALE,
1998).

Muitos avancos na genética molecular, na década de 1990, aumentaram o

impacto da genética populacional na biologia como o advento dos loci de



microssatélites hipervariaveis (SUNNUCKS, 2000). Os microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeats) sdo sequéncias de uma a seis bases de comprimento
repetidas em tandem raras em regides codificadoras. Também se destaca que as
interrupcbes nas sequéncias repetitivas parecem conferir estabilidade aos
microssatélites, porque reduzem a quantidade de erro por deslizamento da DNA
polimerase durante a replicagdo. Além disso, sdo distribuidos aleatoriamente pelo
genoma, possuem expressdo codominante, sdo multialélicos e apresentam alto grau
de polimorfismo genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Por possuirem tais
caracteristicas e relativa facilidade de execucéo técnica, os microssatélites tém sido
considerados os marcadores ideais para o0s estudos genéticos de populactes
(LEHMANN et al., 1996). Portanto, os microssatélites sdo importantes ferramentas
no estudo genético, devido as suas caracteristicas de multialelismo e codominancia,
além um elevado contetudo de informacao genética por loco. A codominancia deste
marcador faz com que as diferentes contribuicbes parentais nas progénies sejam
detectadas (PADILHA, 2003).

2.3. A genética de populacdes

O termo populagcdo pode ser caracterizado por um grupo de individuos que
estejam organizados de tal forma que qualquer um deles tem a probabilidade de se
cruzarem e produzir descendentes, levando em consideragdo que tenham que ser
sexualmente maduros e de sexo oposto. A populacdo é uma unidade panmitica
(com cruzamento ao acaso). E nela que os genes se encontram em numerosas
combinacgdes, experimentando novos genes e novas combinacdes desses genes.
Porém todos os individuos dentro de uma populacdo local tem um patrimdnio
genético unico. O fluxo génico e a recombinagdo sdo 0s principais agentes de
variacdo em uma populacao, além da mutacdo. A quantidade especifica e um tipo
muito definido de variacdo genética podem provocar a adaptacédo e a adaptabilidade
de uma populagcéo (MAYR, 1970).

A grande maioria das espécies esta dividida em populacdes locais, discretas
ou ndo, grandes ou pequenas. Entre essas populagcdes pode ocorrer pouco ou muito

fluxo génico (intercruzamento entre individuos da populagéo local com imigrantes de



10

outras populagdes) e, além disso, podem ser panmiticas ou endogamicas (tendéncia
a cruzamentos entre parentes). Populacdes sdo consideradas endogamicas quando
a probabilidade da progénie de herdar duas coOpias génicas, que sao idénticas por
descendéncia, for maior do que esperado se o cruzamento fosse aleatério. O
endocruzamento em grandes populacdes ndo altera as frequéncias alélicas e sim
aumenta as de homozigotos e diminui a propor¢cao de heterozigotos. A frequéncia
dos heterozigotos, nos quais ocorre recombinacéo, € reduzida sob endocruzamento.
O fendmeno de depressdo endogamica pode levar a uma reducdo drastica da
viabilidade e fecundidade em popula¢gdes endogamicas de laboratério (FUTUYMA,
2009).

Cabe ressaltar que a deriva genética aleatéria € uma flutuacdo na frequéncia
de alelos, que pode levar a fixacdo ou perda do alelo. Ela ocorre em populacdes
finitas, mas € mais rdpida quanto menor for a populagéo, possuindo consequéncias
evolutivas como a perda da variacdo genética dentro das populacdes e divergéncia
genética entre elas, inteiramente ao acaso (FUTUYMA, 2009).

Trabalhos moleculares utilizando espécies introduzidas com importancia no
controle biolégico vendo sendo realizados. Individuos de Aphidius ervi Haliday
(Hymenoptera: Braconidae), um parasitoide introduzido na América do Norte e da
Europa Ocidental em 1959, para o controle de afideos de ervilha, foram estudados
por Hufbauer et al. (2004). Para examinar a estrutura da populacdo e avaliar se
ocorreu “gargalo” apos a introducdo na América do Norte, foram utilizados cinco loci
de microssatélites em 62 individuos de duas popula¢fes nativas e 230 individuos de
seis populacbes introduzidas. Estes pesquisadores perceberam que as amostras
introduzidas tiveram namero menor de alelos raros do que amostras nativas, porém
a heterozigosidade n&o diferiu, sugerindo que houve um afunilamento (gargalo)
suave. A diferenciacdo genética destas amostras foi significativa mostrando que
essas alteracdes genéticas poderiam estar relacionadas com o efeito fundador.

Estudos moleculares utilizando microssatélites também foram realizados com
a vespa, Diaeretiella rapae (M'Intosh) (Hymenoptera: Aphidiidae), parasitoide de
afideos. Sugere-se que a vespa foi introduzida na Australia Ocidental ha cerca de
100 anos. Analises com marcadores microssatélites foram utilizadas para detectar a

deriva genética em populagbes de insetos originais e colonizadoras. Foram
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utilizados quatro loci para as analises. A partir deste estudo, inferiu-se que o nimero
de fundadores de D. rapae, originalmente introduzido na Australia Ocidental, foi
pequeno além de demostrar que a diversidade genética foi reduzida em comparacao
com amostras populacionais do Velho Mundo. As medidas de distancia genética
também indicaram que a populacdo da Austrdlia Ocidental se diferenciou
significativamente das outras populacdes estudadas. Concluiu-se entdo que um
evento fundador, provavelmente, deveria ter ocorrido durante a histéria demografica
desta populacdo em particular (BAKER et al., 2003).

A caracterizagdo molecular utilizando microssatélites tem sido abordada em
diversos trabalhos. Amostras de uma praga de diptero de trigo, Mayetiola destructor
(Say) (Diptera: Cecidomyiidae), de Israel e Siria, foram usadas para analisar suas
identidades, descrever as populacdes. Com isso sugeriu-se a implantacdo de genes
de resisténcia em cultivares de trigo para o controle desta praga (JOHNSON, 2012).
Foram utilizados cinco loci de microssatélites revelando a existéncia de populacdes
mistas em Israel que sado distintamente separadas da Unica populacdo na Siria.
Além desse, outro trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a
estrutura genética e obter informacBes para a conservacdo de pacu Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887), provenientes de populacdes selvagens dos rios
da Bacia do Alto Paraguai resultando em informacdes sobre a estrutura populacional
desta espécie, permitindo uma possivel caracterizacdo de seu banco genético.
Esses estudos mostraram populacbes com pequena estruturacdo e que esta
presente um intenso fluxo génico devido sua alta capacidade migratéria e as
caracteristicas climaticas e geograficas da regido do Pantanal Matogrossense
(SUGANUMA, 2008).

O complexo C. flavipes possui membros que parasitam com sucesso
numerosas espécies de pragas do caule, no entanto certas populacdes geogréficas
demonstram variagdo na gama de hospedeiros que parasitam. A morfologia do
complexo é altamente conservada e existe uma consideravel confusdo ao redor da
identidade associada ao hospedeiro. Utilizando-se genes mitocondriais e nucleares
foram realizados estudos no complexo C. flavipes por Muirhead et al. (2012). As
analises filogenéticas forneceram um forte apoio para o monofiletismo do complexo

e a presenca de pelo menos quatro espécies, C. chilonis (da China e Japéao), C.
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cesamiae (da Africa), C. flavipes (originario da regido do Indo-Asiatico, mas
introduzido na Africa e no Novo mundo), e C. nonagriae (da Austrélia e Papua Nova
Guiné). A diversidade haplotipica de populacdes geograficas diz respeito a histéricas
barreiras biogeogréficas e introducdes de controle bioldgico, e reflete relatos prévios
de variagcdo ecoldgica nestas espécies. Estudos dessa forma permitem examinar a
evolucéo parasitoide-hospedeiro e, dadas as limitacdes de identificagdo com base
morfologica para os membros deste complexo, a identificacdo molecular € sempre

recomendada antes de qualquer introdugéo de controle bioldgico.

Trés fatores sdo citados como importantes para a evolucdo da adaptacao
local de parasitos aos seus hospedeiros: variedade de hospedeiros do parasita, taxa
de sobrevivéncia relativa do hospedeiro e parasito, e taxas de migracao e estrutura
de metapopulacdo de hospedeiro e parasito. Assim, embora 0s parasitos sejam
comumente adaptados localmente aos seus hospedeiros, ndo se pode afirmar que
um potencial agente de controle biol6gico sera adaptado para toda a gama de praga
nativa (HUFBAUER & RODERICK, 2005). Tanto o parasito como o hospedeiro
podem ser localmente adaptados um para o outro e, portanto, ser mais favoravel a
certas interacdes do que a outras. Havendo uma adaptacéo local do inimigo natural
para um genotipo de praga invasiva é correto afirmar que este inimigo natural usara
gendtipos adaptados levando a ter maiores taxas de crescimento de sua populacdo
ou ser mais prejudicial para os seus hospedeiros locais. Embora admitindo que
agentes de controle biolégico sdo adaptados localmente, ainda assim é claro que
gendtipos de pragas invasoras variam em sua suscetibilidade a seus inimigos
naturais. Estudos realizados em diversos trabalhos por Hufbauer & Roderick (2004)
sugerem que os agentes de controle biolégico, de fato, passam por gargalos no
tamanho da populacdo quando ocorre uma introducdo da espécie, havendo uma
reducdo da variacdo nos loci neutros e que populagcdes com variacdo neutra
reduzida também reduziram de fitness. Isto sugere que a diversidade genética pode
ser um indicador valido de fithess, e que a baixa diversidade genética é

provavelmente associada a endogamia e depressao por endogamia.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.Material biolégico

As analises foram realizadas em pelo menos 24 fémeas de C. flavipes
provenientes das seguintes biofabricas: laboratorios de criacdo massal da Usina S&o
Martinho, Pradopolis, SP (USM); Biocana, Pontal, SP (BA); Biocontrol, Sertdozinho,
SP (CT); Agroserra, Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA (MA); Fitoagro, Maceio,
AL (FIT); Usina Serra dos Amorés, MG (MG); Bioecocana, Santa Helena de Goias;
GO (GO) e Usina Bandeirante, PR (PR) (Figura 1). Logo apds a emergéncia dos
adultos, pelo menos 100 fémeas foram coletadas e imersas vivas em alcool absoluto
para garantir a integridade do DNA e permitir futuras analises. Devido a necessidade
de nova extracdo do DNA, as amostras das localidades dos estados de Alagoas e

Parané totalizaram 43 individuos analisados.

3.2 Anélise morfolégica

Os individuos foram primeiramente analisados morfologicamente. Para tanto,
0s parasitoides tiveram a tibia posterior direita retirada, em placa de Petri com alcool
absoluto sob microscopio estereoscopico. Cada perna, apés esse procedimento, foi
armazenada em tubo graduado com tampa de 2,0 mL contendo alcool absoluto. A
visualizacdo das pernas foi feita por meio de microscépio estereoscépico (Camera
Leica DFC295®) e a mensuracdo do comprimento da tibia foi realizada utilizando o
software Leica Application Suite 3.8® sendo as pernas colocadas em placa de Petri
contendo alcool absoluto. Entdo foram devolvidas a seus tubos e permaneceram

armazenadas em freezer (-14°C).



Palmas
o

llha do TOCANTINS
Bananal

Gurtipi

GOIAS ¥\
Brasilia
@

Goiania
o

Uberlandia
o

Sao José do Franca

Rio Preto £
°_ ritlo Preto
S

SAO_PAULO
Londrina ;
o

s
Maringa

Pres. Prudente
)

Fonte: Google maps(https://www.google.com/maps/d/edit?hl=pt-BR&hl=pt-

Luis Edvardo
Magalhaes

Camgmas

Séo Paulo
e}

Belo Horizonte
00

Vitéria
Betim et

RIODE
JANEIRO

Rio de Janeiro
o

9 s :
P Joao P
goNone PARAIBA 5
PIAUI Redt
o
PERNAMBUCO
Petroling ,
S &
ALAGOAS PMaceié
SERGIPE
o
Aracaju
Feira de
_ Barreiras Santana
3 BAHIA 5
Salvador
o
Morro de
Sao Paulo
Vitoria da
Conquista lIhéus
¥
Montes Claros
o
MINAS GERAIS '
ESPIRITO
SANTO

"> (CT) Sertaozinho

@ (4 Pontal

(USM) Pradopolis

MA) Sao Raimundo das Ma...

FIT) Maceio

GO) Santa Helena de Goias

¢
&
&
' (MG) Usina Serra dos Amorés
&
(

O

v

PR) Bandeirantes

BR&authuser=0&authuser=0&mid=

zePEI4IHG49¢.kN045f131Jc0)

Figura 1. Localizacao das biofabricas fornecedoras das amostras estudadas.

3.3 Anélise molecular
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Os individuos foram submetidos a técnica de extracdo total de DNA e
amplificagdo por PCR (MULLINS & FALOONA, 1987). Para este trabalho foram

utilizados os mesmos cinco loci polimérficos analisados para Cotesia glomerata

(Linnaeus) (Hymenoptera: Braconidae), conforme proposto por ZHOU et al. (2005)

(Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas dos cinco loci polimorficos de microssatélites em Cotesia

glomerata adotados para C. flavipes.

n°. de Temperatura de

Loci Sequéncia do primer (5'-3") alelos pareamento (°C)
Cotl F: CCTCACAGCATTATGATGAA 15 52

R: GAGGGATTGCCGTTTGT
Cot2 F: CGACAACCCCAACTTTAGA 6 56

R: AAGCGCTCTAATCATACCAC
Cot3 F: TCCAGGCCAAACAGCTATGC 4 61

R: AGTTTCTCCTCAGCCCCGAA
Cot4 F: CCCGCTGATCGGTATCT 2 54

R: CAACAATCATCTCTTTGGCA
Cotb5 F: AAGCGCCAGATGCGAGT 4 60

R: CACCAACCGCGATGAAA

F, forward primer; R, reverse primer

3.3.1 Obtenc¢&o do DNA total

O DNA foi extraido individualmente utilizando o Wizard® Genomic DNA
Purification kit [Promega] com pequenas alteracdes no protocolo indicado pelo
fabricante. Essas alteracdes se referem ao tempo em que o material ficou incubado
em banho maria a 55°C (16h).

Assim que esse processo tivesse terminado adicionou-se 50 pyL de agua

MiliQ e entdo o DNA foi armazenado em freezer (-14°C).

3.3.2 Amplificacdo da regido génica de interesse por PCR e géis

As amplificagcdes por PCR foram realizadas com 25 pL de volume final de
reacao utilizando kit da Promega®. As condi¢cbes de amplificagdo foram iniciadas
com uma desnaturacao a 94°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de 95°C durante
30 s, a temperatura especifica de primer para anelamento por 30 s (Tabela 1), 72°C

durante 30 s; e finalizando com 72°C durante 20 min para extensdo final. Os
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produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% para
checagem de amplificagéo e gel de poliacrilamida 6% onde foram observados os

fragmentos de DNA microssatélite.

3.4 Parametros Moleculares e Analises Estatisticas

Matrizes foram construidas a partir da analise dos alelos por fingerprint nos
géis de poliacrilamida. A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), riqueza
alélica e indice de fixacdo (FIS) foram analisadas com o programa ARLEQUIN
3.5.2.2 (EXCOFFIER et al., 2005). Foi também realizada uma analise de variancia
molecular (AMOVA) (MICHALAKIS & EXCOFFIER, 1996) com esse mesmo
programa computacional para verificar o grau de diferenciacdo genética a partir dos
valores de Rst (SLATKIN, 1995). A distancia genética, frequéncia dos alelos,
heterozigosidade e relacdo da frequéncia esperada e observada foram analisadas
com o programa TFPGA (Tools for population genetic analyses 1.3) (MILLER, 1997).
A estrutura genética das populacdes foi avaliada com a ajuda do programa Structure
2.3. (PRITCHARD et al., 2000).

Para o teste biologico de comprimento da tibia, os dados foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de separacdo de média (Teste de Tukey,
P<0,05) utilizando-se o software SAS (SAS Institute, Cary, NC).
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4. RESULTADOS

4.1 Comprimento da tibia

Foram utilizadas 22 fémeas de cada biofabrica estudada para a realizacdo da
medicdo da tibia posterior. Os resultados obtidos indicaram diferencas significativas

(F7.184 =15,96; P<0,0001) entre as populacdes avaliadas (Figura 2).

O menor comprimento encontrado para a tibia foi de 0,225 mm para o0s
individuos provenientes da biofabrica USM e o maior foi de 0,448 mm para 0s
individuos da biofabrica PR. Dentre os valores minimos do comprimento da tibia
para todas as amostras o maior encontrado foi na BA (0,376 mm) e nos
comprimentos maximos para todas as amostras o menor encontrado foi em GO
(0,393 mm). A média para os menores comprimentos de todos individuos analisados
foi de 0,3345 mm e para os maiores comprimentos foi de 0,4221 mm. A média geral

do comprimento da tibia foi de 0,3852 mm.
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Figura 2. Comprimento médio da tibia de C. flavipes para as diversas biofabricas do
Brasil. FIT = Fitoagro, Maceio, AL; MG = Usina Serra dos Aimorés, MG; MA
= Agroserra, Sdo Raimundo das Mangabeiras, MA; PR = Usina
Bandeirante, PR; GO = Bioecocana, Santa Helena de Goias, GO; USM =
Usina Sao Martinho, Praddpolis, SP; CT = Biocontrol, Sertdozinho, SP; BA
= Biocana, Pontal, SP. (Diferenca Minima Significativa = 0,0208).

4.2 Andlise molecular

Este trabalho foi realizado com quatro loci, pois um deles Cot 4 (ZHOU et al.,
2005) néo foi passivel de amplificacdo apesar deter sido testado também com
técnica de purificacdo do DNA e a adicao de diferentes volumes de DMSO para
realizacdo de PCR. Os quatro loci foram polimérficos. No locus Cotl observou-se a
presenca de trés alelos, nos loci Cot2 e Cot3 apenas dois alelos e o locus Cot5
apresentou 12 alelos. Para o locus Cot3, seis das oito amostras das biofabricas
estudadas foram monomorficas e para o Cot2, quatro foram monomoérficas (Figura

3).

As frequéncias alélicas de trés loci (Cot2, Cot3, e Cot5) estavam de acordo

com o Equilibrio de Hardy-Weinberg para todas as popula¢cdes enquanto que para o
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Figura 3. Gel de poliacrilamida com 24 pocos. No poco 1 o peso 50pb e no 24 o
controle. A. Alelos 1 e 2 encontrados na localidade Usina Sao Martinho
Pradépolis, SP (USM) marcados com o primer Cot 1. Pocos 14, 20 e 22
com auséncia de alelos; B. Alelo 1 encontrado na localidade Usina Serra
dos Aimorés, MG (MG) marcados com o primer Cot 2. Po¢o 11 com
auséncia de alelos.

outro loci (25%) (Cotl) nenhuma das populacdes apresentou-se em equilibrio. Foi

encontrada uma meédia de 4,75 alelos por locus variando de 2 a 12. A menor
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frequéncia alélica foi observada para o locus Cot5 para os alelos denominados 7 e 9

da populacéo da Usina dos Aimorés, MG (Tabela 2).

Foi observada a presenca de cinco alelos exclusivos em apenas dois loci
(Cotl e Cot5). Em Cotl o alelo 2 foi exclusivo para amostras da biofabrica MA
enquanto que para o Cot5 cada umas das quatro biofabricas (FIT, MG, MA e USM)
apresentaram um alelo exclusivo (4, 11, 8 e 10 respectivamente). A
heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,1667 em USM a 0,6055 em BA e a
heterozigosidade esperada (He) variou de 0,1890 em MA a 0,4342 em BA. Os

maiores valores foram encontrados na localidade BA (Ho= 0,6055 e He=0,4342).
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Tabela 2. Frequéncia alélica de quatro loci de DNA microssatélite para amostras de
biofabricas no Brasil. Heterozigosidade médias esperada (He) e observadas
(Ho) para as biofabricas (em negrito valores em desequilibrio de HW). n=
numero de individuos amplificados.

Loci FIT MG MA PR GO USM CT BA

Cotl n=14 n=22 n=21 n=21 n=21 n=21 n=22 n=22
1 0,1786 10,1136 - 0,1429 10,1190 0,0952 0,1818 0,0909

é 2 - - 0,0476 - - - - -
< 3 0,8214 10,8864 0,9524 0,8571 10,8810 0,9048 0,8182 0,9091
Cot2 nN=21 n=21 n=41 n=43 n=22 n=8 n=22 n=21
a 1 0,5000 - - - 0,4091 - 0,1136 0,3333
Z 2 0,5000 1 1 1 0,5909 1 0,8636 0,6667
Cot 3 n=12 n=22 n=8 n=22 n=4 n=7 n=22 n=21
L 1 1 1 1 0,5000 1 1 1 0,6905
é 2 - - - 0,5000 - - - 0,3095
Cot 5 nN=22 n=22 n=39 n=32 n=22 n=21 n=22 n=22
1 0,1364 10,4091 0,2821 0,2969 0,1818 0,2381 0,1136 0,1818
2 0,1591 - 0,6410 0,1563 0,0909 - 0,0682 0,0682
3 0,0682 - - - - - 0,0227 0,0682

4 0,1364 - - - - - - -

5 - - - - 0,2270 - 0,0455 -

o 6 - - 0,2560 - 0,1591 - - -
z 7 - 0,0227 0,1026 0,0469 0,0455 - - 0,1591

8 - - 0,2560 - - - - -

9 - 0,0227 - - - - 0,2500 -

10 - - - - - 0,5238 - -

11 - 0,0455 - - - - - -
12 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,2381 0,5000 0,5227
Ho 0,5893 0,3068 0,2738 0,5714 0,5141 0,1667 0,3977 0,6055
He 0,3788 10,1998 10,1890 0,3520 0,3515 0,2009 0,3084 0,4342

FIT = Fitoagro, Maceid, AL; MG = Usina Serra dos Aimorés, MG; MA = Agroserra, Sdo Raimundo das
Mangabeiras, MA; PR = Usina Bandeirante, PR; GO = Bioecocana, Santa Helena de Goias, GO;
USM = Usina Sao Martinho, Pradépolis, SP; CT = Biocontrol, Sertdozinho, SP; BA = Biocana, Pontal,

SP.
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Para as analises de diferenciacéo populacional realizado através do programa
computacional TFPGA (Tools for population genetic analyses 1.3) (MILLER, 1997)
utilizando a estatistica F de Wright (1978), que mede a reducdo média dos
heterozigotos de um grupo analisado em relagcdo a uma populacéo total, os valores
para Fg, Fi e Fis foram significativamente diferentes de zero para todas as
populacdes analisadas. Quando os loci foram analisados individualmente observou-
se que no locus Cotl a diferenciacdo genética foi baixa (Fs; = 0,0051) estando fora
do intervalo de confianca e portanto ndo significativo; ja para os loci Cot2 e Cot3 foi
alta (Fst = 0,3191 e F¢ = 0,3624, respectivamente), enquanto que para o locus Cot5
foi moderada (Fs; = 0,0819). Levando em consideracao todos os loci analisados, a
diferenciacéo genética foi moderada (Fs; = 0,1656) (Tabela 3).

Tabela 3. Estatistica F de Wright para os quatro loci polimérficos de microssatélites

em amostras de biofabricas de Cotesia flavipes do Brasil realizado através
do programa computacional TFPGA (Tools for population genetic analyses

1.3).
Loci I:it Fst Fis

Cot 1 -0,1238 0,0051 -0,1296
Cot 2 -0,0955 0,3191 -0,6089
Cot 3 -0,1071 0,3624 -0,7364
Cot 5 -0,3204 0,0819 -0,4382
Todos os loci -0,2116 0,1656 -0,4521
[.C. 95%

Minimo -0,2966 0,0643 -0,6708
Maximo -0,1013 0,3409 -0,2588

Fir = Coeficiente de endocruzamento nas sub-populacdes; Fis = Coeficiente de endocruzamento total;
F< = Indice de fixagcdo. I.C. = Intervalo de Confianga com nivel de significAncia em 95%.

As distancias e identidades genéticas de Nei (1978) mostram que a amostra
da biofabrica PR (Usina Bandeirantes/PR) e amostra da biofabrica FIT (Fitoagro/AL)

possuem a maior distancia genética (D = 0,2160) entre si enquanto as amostras das
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biofabricas GO (Bioecocana/GO) e FIT (Fitoagro/AL) possuem a menor distancia

genética (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de distancia (D) e identidade (I) genéticas de Nei (1978). D abaixo
e | acima da diagonal geradas com o programa computacional TFPGA
(Tools for population genetic analyses 1.3).

Localidade FIT MG MA PR GO USM CT BA

FIT 0,9057 0,9091 0,8057 0,9982 0,8558 0,9425 0,9509
MG 0,0991 0,9967 0,9195 0,9408 0,9471 0,9785 0,9335
MA 0,0954 0,0033 0,9190 0,9466 0,9465 0,9778 0,9434
PR 0,2160 0,0840 0,0845 0,8420 0,8612 0,8907 0,9464
GO 0,0018 0,0611 0,0549 0,1720 0,8897 0,9621 0,9659
USM 0,1558 0,0544 0,0550 0,1494 0,1169 0,9306 0,8760
CT 0,0592 0,0218 0,0224 0,1157 0,0387 0,0719 0,9402

BA 0,0503 0,0688 0,0583 0,0551 0,0347 0,1324 0,0616

FIT = Fitoagro, Maceid, AL; MG = Usina Serra dos Aimorés, MG; MA = Agroserra, Sdo Raimundo das
Mangabeiras, MA; PR = Usina Bandeirante, PR; GO = Bioecocana, Santa Helena de Goias, GO;
USM = Usina S&o Martinho, Praddpolis, SP; CT = Biocontrol, Sertdozinho, SP; BA = Biocana, Pontal,
SP.

Com o uso do software ARLEQUIN 3.5.2.2 (EXCOFFIER et al., 2005), a
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que a porcentagem de variacao
entre as populacdes para todos os loci foi de 24,65% e dentro das populacdes de
75,34%. O nivel de diferenciacdo médio entre as populacdes (Fst) foi de 0,2465
(p=0,0) indicando uma estruturacdo moderada (acima de 0,25 € considerada alta). A
comparacao entre populacbes mostrou a maior porcentagem de variacao (40,06%)
para o locus 3 e dentro das populagdes a porcentagem de variagdo foi elevada,

variando de 59,93% (locus 3) a 92,03% (locus 4) (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise da variancia molecular (AMOVA) para as amostras de Cotesia
flavipes nas biofabricas estudadas para os diferentes locus génico.

% variacao indice fixac&o
Loci Entre amostras  Dentro amostras Fst valor P
Cotl 24,78151 75,21849 0,24782 0,00000
Cot2 32,41718 67,58282 0,32417 0,00000
Cot3 40,06175 59,93825 0,40062 0,00000
Cotb 7,96026 92,03974 0,07960 0,00000
Total 24,65911 75,34089 0,24659 0,00000

A estrutura das populacdes foi também analisada com o auxilio do aplicativo
Structure 2.3. (PRITCHARD et al., 2000). Para essa matriz foram realizadas analise
para 10.000 geracdes (Length of burnin period) com 10.000 réplicas MCMC (Markov
chain Monte Carlo), utilizando o modelo Admixture e K variando de 1 a 5 com 25
réplicas para cada valor testado. Com a analise selecionou-se K = 2 (indicando que
dois grupos ancestrais seriam necessarios para a constituicdo da variabilidade
genética encontrada atualmente) e fez-se um segundo calculo com a ajuda do
aplicativo Structure Harvester v. 0.6.92 (EARL; vonHOLDT, 2012) mostrando um

gréfico de DeltaK (Figura 4).
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DeltaK = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

0.8F

0.6

Delta K
o
i

0.2t

0.0F

Figura 4. Valor 6timo de K (variando de 1 a 5) em analise com Structure 2.3 para
todas as amostras das biofabricas estudadas de C. flavipes (Structure
Harvester -taylor0O.biology.ucla.edu/structureHarvester/).

Verificado o maior pico em K=2 utilizou-se o programa Cluster Markov

Packager Across K (http://clumpak.tau.ac.il/) para analise somente do grupo de

amostras com este K (25 corridas). O resultado mostrou que todas as amostras das
biofabricas analisadas apresentam as mesmas constituicbes genéticas em termos
de qualidade, sendo observado na Figura 3 que todos os individuos possuem tanto a
cor laranja como a azul. Porém a quantidade de contribuicdo dos grupos iniciais para

cada individuo foi variavel (proporcdes de azul e laranja diferentes) (Figura 5).

FIT MG MA PR GO LSM cT BA

Figura 5. Estrutura genética das oito linhagens estudadas para K = 2.


http://clumpak.tau.ac.il/

26

5. DISCUSSAO

Estudos moleculares com C. flavipes séo escassos, apesar desta espécie ser
de grande importancia para o controle biolégico em diversos paises. Como foi
realizada uma amplificacdo heterdloga neste trabalho um dos loci estudados (Cot4)
nao mostrou amplificacdo, porém para C. glomerata todos os cinco loci testados
amplificaram (ZHOU et al., 2005). Ja para a espécie Cotesia congregata (Say),
Jensen et al. (2002) desenvolveram nove loci de microssatélites e quando testado
para quatro grupos de insetos observaram que apenas um foi monomorfico
enguanto que os outros oito loci foram polimorficos.

O numero de alelos encontrados neste trabalho variou de um a 12 para quatro
loci estudados. No trabalho utilizado como modelo para a amplificacdo heteréloga
deste estudo, Zhou et al. (2005) encontraram que todos os cinco loci analisados
foram polimorficos e o numero de alelos variou de dois a 15. No trabalho realizado
por Kankare et al. (2004) foi realizada amplificacdo heteréloga para cinco espécies
de Cotesia (Cotesia acuminata [Reinhard], C. bignellii [Marshall], C. cynthiae [Nixon],
C. congregata, C. melitaesarum [Wilkinson], C. koebelei [Riley]) utilizando marcadores
microssatélites de C. melitaearum e observou-se que em varios casos a amplificacao
ndo ocorreu. Verificou-se também uma grande variacdo (1 a 15) para apenas cinco
loci estudados (dois foram monomoérficos, um loco com trés alelos, outro com cinco e
o ultimo com 15 alelos), fato também verificado para C. flavipes ao utilizar-se de
primers desenvolvidos para outra espécie. A heterozigosidade observada (Ho) por
esses autores em relacdo a heterozigosidade esperada (He) foi sempre menor para
todos os loci, 0 que ndo se aplicou no presente estudo, visto que aqui ISSO ocorreu
somente em uma das oito biofabricas. Para C. melitaesarum, a maior heterozigose
esperada foi de 0,88 e para C. flavipes deste estudo foi de 0,43, enquanto a maior
heterozigosidade observada foi de 0,60 e para C. melitaearum foi de 0,39.

As localidades determinadas para coleta dos materiais deste trabalho foram
escolhidas baseando-se na busca por diferentes estados brasileiros e na
disponibilidade da empresa em colaborar com o projeto.

A utilizacdo de fémeas foi de crucial importancia visto que machos deste

grupo sdo hapldides, formados a partir de ovos nado fertilizados e as fémeas
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formadas a partir de ovos fertilizados sendo dipldides. Quando ocorre a fertilizacao
de ovos na formacdo de machos, estes se apresentam estéreis ou inviaveis, como
foi demonstrado para Cotesia vestalis (Haliday) (C. plutellae) (BOER et al., 2007).
Porém, estudos mais recentes demonstraram que para Cotesia glomerata
(Linnaeus) a endogamia pode ter um papel de pressao seletiva para a evolucao da
fertilidade masculina diploide visto que testes com acasalamentos, sob condi¢oes
naturais, mostraram que mais da metade de todos os cruzamentos envolvem irmaos
(ELIAS et al., 2010). A utilizacdo de insetos deste trabalho envolve somente
biofabricas de diversos locais do pais que provavelmente estdo em condicbes de
cruzamentos entre aparentados (endocruzamentos) e o0 numero de individuos
analisados foi baseado no trabalho de Zhou et al. (2005) de onde também foi usado
como referéncia para a utilizagao dos primers.

A alta heterozigosidade observada é encontrada em populagbes que
passaram por uma recente diminuicdo do seu tamanho efetivo, isto porque a
reducdo do numero de alelos é mais rapida do que da heterozigosidade esperada
pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg, como consequéncia had uma deficiéncia
transitéria do numero de alelos encontrados na populacéo, até que o equilibrio do
modelo “mutagdo-deriva” seja reestabelecido ao longo das popula¢gdes (CORNUET,;
LUIKART, 1996). A presenca de alelos exclusivos com frequéncias baixas pode
indicar que sejam recentes na populacao ndo havendo ainda tempo suficiente para
sua propagacao por fluxo génico no genoma dos individuos enquanto altas
frequéncias destes alelos podem ser explicadas por uma ancestralidade do alelo que
nao foi perdido ao longo das gerac¢des (deriva genética) (FUTUYMA, 2009).

A estatistica F de Wright demostrou diferenciacdo genética moderada, que
pode ser reforcada pelos valores de distancia e identidade genéticas de Nei
(heterozigosidade esperada para amostras populacionais de pequeno tamanho). Os
valores de distancia entre as biofabricas estudadas podem assegurar que elas
possuem diferencas genéticas entre si, sendo que entre algumas amostras isso seja
maior. Portanto, isso permite sugerir que as biofabricas possam realizar troca de
materiais biolégicos (insetos de C. flavipes) entre si para a manutencdo da
variabilidade genética, visto que as amostras estudadas possuem frequéncias

alélicas diferenciadas. O locus 3 € 0 que mais contribui para essa variabilidade, visto
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que tanto nas analises com os aplicativos TFPGA como com o Arlequin 3.5.2.2
mostraram alto nivel de diferenciacdo. Como as linhagens estdo ficando isoladas
(em seus laboratérios de criagdo massal) a presenca de um locus com essa maior
diferenciacdo amplia os indicios para se fazer um manejo entre essas criacdes.
Observa-se em especial que os maiores valores encontrados de distancia genética
foi na populacdo do Parana em relacdo as demais e a maior média do comprimento
da tibia também foi para essas amostras. No caso dos valores da tibia é possivel
afirmar que a populacédo ancestral (fundadora) tenha uma grande variabilidade para
diferentes comprimentos da tibia e as amostras exibem os fragmentos dessa
variacao, visto a auséncia de selecao pois estes insetos vivem nos laboratorios em
condi¢cBes controladas. Os valores negativos para Fi e Fis significam excesso de
heterozigotos (CORNUET; LUIKART, 1996).

A AMOVA indicou uma estruturacdo moderada das popula¢cées bem como foi
analisado pela estatistica F de Wright. Mas utilizando-se os resultados da distancia
genética (software TFPGA) e diferenciacdo dentro das populacdes (observados com
o auxilio do software Structure 2.3) € possivel propor formas de mistura entre esses
materiais genéticos. As populacées com maior distancia genética e observadas com
maior diferenciagdo em comparacdo ao numero e frequéncia dos alelos (Fst
diferentes, significativos e altamente estruturados) poderiam trocar materiais entre si
e com isso incrementarem suas criacdes massais. Dessa forma pode-se propor uma
mistura entre PR e FIT, PR e USM, PR e CT, FIT e USM, GO e USM, USM e BA.

As andlises com o aplicativo Structure permitiram a observacdo de K = 2,
sendo K o numero possivel de grupos ancestrais necessarios que mostra a
variabilidade atual (PRITCHARD et al.,, 2000). Portanto, a mistura desses dois
grupos permitiu uma combinagao génica vista atualmente e com o compartilhamento
de gendtipos entre essas amostras estudadas e nenhum dos individuos se mostrou
diferente dos demais em relacdo a qualidade génica e sim em relacdo a quantidade.

As diferencas na composicdo genética de C. flavipes mostradas neste
trabalho, para as biofabricas estudadas, podem levar a uma sugestdo de que esses
endocruzamentos, que estdo acontecendo ha pelo menos 38 anos, possam estar
relacionados com uma diminuigéo do fitness do inseto no campo, como por exemplo

a diminuicdo da capacidade de voo. A acdo da deriva genética, com o efeito do
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fundador, leva a uma diminuicdo de variabilidade ao acaso, podendo assim se
perder genes benéficos para a biologia do inseto (FUTUYMA, 2009). Portanto, a
combinacdo de diversos materiais bioldégicos de C. flavipes poderia auxiliar no
aumento desta variabilidade em especial entre as amostras que apresentam alelos
exclusivos. Visto isso, além da mistura de materiais biolégicos ja proposta, uma nova
introdugdo dos insetos selvagens, nessas criagbes massais, poderia trazer um
aumento (retomada) da variabilidade genética e consequentemente agregar uma
melhora do inseto no campo.

Apesar do estudo da biologia molecular de C. flavipes ter se expandido com
este trabalho e ter-se aliado a um fator da morfologia do inseto (comprimento da
tibia), trabalhos futuros seriam de grande importancia para o esclarecimento da
possivel relacdo entre a variabilidade genética e os diversos componentes da
biologia do inseto (como atividade de voo, sobrevivéncia do adulto, caracteristicas
morfométricas, capacidade de parasitismo). Conhecer a influéncia real da
constituicdo genética e 0 que isso acarreta nas caracteristicas biolégicas de criacdes
massais destes parasitoides podera ser uma grande contribuicdo para as diversas

biofabricas.
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6. CONCLUSAO

1. A utilizacdo de microssatélites (Cotl, Cot2, Cot3 e Cot5) permite caracterizar C.

flavipes.

2. Insetos criados em biof4bricas brasileiras apresentam diferenciagdo genética

moderada a alta.

3. Valores de comprimento da tibia e estudos moleculares em C. flavipes
evidenciaram a diversidade genética das amostras.
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