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RESUMO

CORREA, Alberto Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro
de 2012. Filogeografia molecular, diversidade genética e toxicidade a
fosfina em populagées de caruncho-do-milho (Sitophilus zeamais).
Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Coorientadores: Luiz Orlando de
Oliveira, Christina Cleo Vinson e Eliseu José Guedes Pereira.

Os carunchos sao responsaveis pelas principais perdas ocorridas nos
cereais e seus subprodutos durante o armazenamento. Sitophilus zeamais,
o caruncho-do-milho, € a principal praga do milho armazenado no mundo e
apesar de intensos estudos sobre sua biologia e controle, a sua atual
distribuicdo geografia ainda é pouco esclarecida e quando se trata dos
fatores histéricos e contemporaneos que moldaram a atual distribuicao
desta espécie-praga no Brasil e no mundo, as informagdes s&o ainda mais
escassas. Sitophilus zeamais e S. oryzae (caruncho-do-arroz) sdo espécies
irmas e apresentam grande similaridade morfolégica e ecoldgica, o que
proporciona sérios erros de identificacdo. Desta forma, no presente estudo
desenvolvemos com sucesso primers espécie-especificos para inferir a
distribuicdo geografica real do caruncho-do-milho no Brasil. Apds a
confirmacgao da ampla distribuicdo e ocorréncia do S. zeamais em todo o
territorio brasileiro, o que reafirma o status de principal caruncho-praga de
cereais armazenados no pais, nos realizamos estudos moleculares sobre a
estrutura genética populacional com uma abordagem filogeografica, para
determinar a importancia dos fatores histéricos e causas ecoldgicas
contemporaneas que moldaram a arquitetura genética das populagdes de
caruncho-do-milho presentes no Brasil. Para isso, utilizamos dados de
sequenciamento de fragmentos de dois genes mitocondriais, COl e COIl de
diversos individuos de S. zeamais divididos em 55 locais de coleta
espalhados pelo mundo. Também construimos e utilizamos dados de
marcadores microssatélites no intuito de inferir sobre a diversidade genética
e estrutura populacional recente desta espécie e apoiar os dados de
sequenciamento. Nossos resultados apontaram que as populagdes de

caruncho-do-milho apresentam um cenario de expansao espacial. Contudo,
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nao foi possivel tracar hipéteses a respeito da dispersdo histérica do
caruncho-do-milho no Brasil e mundo, possivelmente pelas populagdes
desta espécie serem oriundas de multiplos e constantes eventos de
migragdo populacional. Os dados de microssatélites apontaram moderada
divergéncia populacional entre os locais de coleta e baixa divergéncia entre
os locais de coleta dentro do mesmo grupo, o que confirma a presencga de
fluxo genético entre as areas de plantios e estocagem de graos. Este fluxo
genético € maior em areas mais proximas geograficamente, no entanto o
fluxo genético pode ocorrer entre regides distantes até mesmo entre
diferentes continentes, possivelmente pelo transporte de graos infestados
por fases imaturas do inseto. As caracteristicas aqui relatadas das
populagdes de caruncho-do-milho sdo bastante preocupantes para os
programas de manejo integrado desta espécie praga e devem ser
seriamente consideradas em programas de manejo da resisténcia a
inseticidas, pois a variabilidade dentro das populagdes € alta e o fluxo
génico entre regides produtoras € constante o que pode levar a migragéao de
alelos de resisténcia. Fosfina € um fumigante amplamente aplicado em
armazeéns brasileiros e o seu mecanismo de toxicidade e resisténcia ainda é
pouco esclarecido. No entanto o principal sitio de acdo da fosfina é a
mitocondria, desta forma aproveitando a confirmada utilidade dos genes
mitocéndrias com marcadores populacionais, tentamos correlacionar
susceptibilidade a fosfina nas populacdes brasileiras de caruncho-do-milho
com haplétipos mitocondriais. Nossos resultados ndo apontam nenhuma
estrutura genética dos genes mitocondriais em individuos de S. zeamais que
poderia ser relacionada a susceptibilidade a fosfina. No entanto, populacdes
com maior sobrevivéncia frente a aplicacdo da fosfina apresentam menor
taxa respiratoria e aparentemente maior densidade de mitocéndrias em

células musculares.
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ABSTRACT

CORREA, Alberto Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2012. Molecular phylogeography, genetic diversity and
phosphine toxicity in maize weevil populations (Sitophilus zeamais).
Adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-advisers: Luiz Orlando de
Oliveira, Christina Cleo Vinson and Eliseu José Guedes Pereira.

Weevils are responsible for major losses occurring in cereals and their
subproducts during storage. Sitophilus zeamais, the maize weevil, is the
main pest of stored maize in the world and despite intensive studies on its
biology and control, its current geographic distribution remains unclear.
When it comes to the historical and contemporary factors that shaped the
current distribution of this pest in Brazil and in the world, the information are
still scarce. Sitophilus zeamais and S. oryzae (the rice weevil) are sister
species and exhibit great morphological and ecological similarity, which
leads to serious mistakes of identification. Thus, the present study
successfully developed species-specific primers to infer the geographical
distribution of the maize weevil in Brazil. After confirming the widespread
distribution and occurrence of S. zeamais throughout the Brazilian territory,
which reaffirms its status of major pest of stored grains in the country, we
performed molecular studies on the population genetic structure with a
phylogeographic approach to determine the importance of historical factors
and ecological causes that have shaped the present and contemporary
genetic architecture of the maize weevil populations of Brazil. For this, we
used data sequencing fragments of two mitochondrial genes, COIl and COll,
of several individuals of S. zeamais divided into 55 collection sites around
the world. We also made and used data from microsatellite markers in order
to infer the genetic diversity and population structure of this species and
support the sequencing data. Our results showed that the populations of the
maize weevil are in spatial expansion. However, it was not possible to draw
assumptions about the historical dispersion of the maize weevil in Brazil and
the world, probably because the populations of this species are derived from

multiple events and constant migration. The microsatellite data showed
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moderate population divergence among the sampling sites, and low
divergence between the sampling sites within the same group, which
confirms the presence of gene flow between plantations and storage grain
sites. The findings reported here regarding the maize weevil populations are
a concern the this species integrated management and should be seriously
considered in management programs of insecticide resistance due to the
high variability within populations and the constant gene flow between
regions, which can lead to the spread of resistance alleles. Phosphine is a
fumigant widely used in Brazilians storage units and its mechanism of toxicity
and resistance remains poorly understood. However the main phosphine site
of action site is the mitochondria. Therefore, taking advantage of the
usefulness of the mitochondrial genes COIl e COIll as population markers, we
assessed the potential correlation between phosphine toxicity of Brazilian
populations of maize weevil and their mitochondrial haplotypes. Our results
do not indicate any genetic structure of mitochondrial genes in S. zeamais
individuals that could be related to phosphine susceptibility. However
populations with increased phosphine survival show apparently lower

respiration rate and higher density of mitochondria in muscle cells.



REVISAO DE LITERATURA

Uma ampla variedade de insetos pode ser encontrada em produtos
estocados pelo homem, estes sdo denominados insetos-praga de produtos
armazenados. Perdas durante a fase de pds-colheita sdo reconhecidamente
elevadas e irrecuperaveis por se tratar do produto final. Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855, Sitophilus oryzae (L., 1763) e Sitophilus granarius (L.,
1758) sado insetos-praga de produtos armazenados conhecidos como
carunchos (caruncho-do-milho, caruncho-do-arroz e caruncho-do-trigo,
respectivamente). Carunchos sao popularmente definidos como insetos
xil6fagos capazes de perfurar madeira e sementes reduzindo-os a pé.
Durante o armazenamento estes besouros encontram condi¢cdes ideais de
sobrevivéncia e reproducdo devido a grande disponibilidade de alimento,
abrigo e temperaturas favoraveis, provocando assim sérias perdas
quantitativas e qualitativas como redugdo da massa de graos,
contaminacgao, depreciagao e inviabilizagdo para consumo humano e animal
(Guedes 1991; Rees, 1996; Santos & Montovani, 1997; Danho et al., 2002).

Acredita-se que os principais carunchos de produtos armazenados
tém como origem ancestral insetos que atacavam o cerne e as sementes de
arvores de grande porte (Delobel & Grenier, 1993). Desta forma, sua
associacdo com o0s cereais, e consequente status de praga, esta
diretamente relacionada com o inicio do cultivo de cereais pelo homem, visto
que, através das atividades antropicas, relacionadas ao desenvolvimento da
agricultura, houve aumento do tamanho das sementes dos cereais
cultivados (ver Plarre, 2010). Especificamente, o género Sitophilus
(Coleoptera: Curculionidae) possui origem no continente Asiatico e contém
14 espécies descritas (Delobel & Grenier, 1993; Obata et al., 2011), mas
apenas S. zeamais, S. oryzae e S. granarius sao pragas de produtos
armazenados. Sitophilus lineares €& fortemente relacionada ao seu
hospedeiro, o tamarindo (Tamarindus indica, Caesalpiniaceae), e ja foi
relatada no norte e nordeste brasileiro associado a plantios comerciais de
tamarindo (Arthur & Arthur, 2006). Ja as demais espécies como S. glandium,



S. rugicollis, S. rugosus, S. sculpturatus e S. vateriae sao descritas atacando
sementes de diversas arvores em florestas temperadas e subtropicais da
regido oriental do continente asiatico, mas possuem a biologia muito pouco
conhecida e explorada (Kaushal et al., 1993; Nardon et al., 2002; Plarre,
2010).

Biologia

Os carunchos do género Sitophilus sao considerados pragas
primarias por atacarem o grao intacto e possuem grande poder destrutivo
quando infestam cereais (milho, trigo, arroz, sorgo) e seus produtos
processados secos como macarrao e biscoitos (Hagstrum et al., 1996). Os
individuos adultos iniciam a infestacdo no campo (Adda et al., 2002; Brown
& Lee, 2002) e apresentam grande autonomia de voo, com excegédo do S.
granarius que ndo é capaz de voar (Hagstrum et al., 1996). A dispersao
ocorre a grandes distancias principalmente pelo transporte de gréaos
contaminados, e a pequenas distancias por insetos adultos que se
locomovem entre regides produtoras (Rees, 1996).

As fémeas, com suas mandibulas, abrem orificios no gréo para
alimentagao e postura dos ovos. Estes sdo colocados individualmente nos
orificios que posteriormente s&o lacrados com uma substancia clara e
pegajosa produzida pelo proprio 6rgao ovipositor da fémea (Evans, 1981).
Durante os 4-6 meses de vida adulta, a fémea coloca cerca de 150 ovos. As
formas jovens se desenvolvem durante todo o seu ciclo (ovo-pupa) no
interior do gréo utilizando-o como alimento e abrigo, caso exista mais de
uma larva por grao, o canibalismo é extremamente frequente (Evans, 1981;
Danho et al., 2002; Guedes et al., 2010). O ciclo de vida das espécies-praga
do género Sitophilus varia de 30-40 dias, com sete geragcdes médias por
ano. Os individuos machos adultos possuem feroménio de agregacgao, o que
torna os insetos de habito gregario, com forte sobreposicdo de geracdes e
com alta taxa de endogamia. O desenvolvimento da fase jovem no interior
do grao, aliado a alimentacdo constante do adulto durante todo o ciclo,

podem levar perdas de até 50% do total do peso gréo estocados. O ataque



€ notadamente mais acentuado em regides com temperatura mais elevadas,
visto que as condi¢des 6timas de desenvolvimento sdo em torno de 28 °C e
70% de umidade relativa do ar (Rees, 1996).

As espécies do género Sitophilus sao modelos de estudos que
envolvem alteracbes metabdlicas provocadas pela relagdo simbidtica
hospedeiro-bactéria (Heddi et al., 1993; 1998; 1999; 2001). Simbiontes
intracelulares, ou endossimbiontes, sdo umas das mais sofisticadas
interagdes mutualisticas entre células eucariotas e organismos intracelulares
(Heddi et al., 1999). Estas interagcbes merecem bastante atengcdo em insetos
que possuem dieta restrita como os carunchos de produtos armazenados,
pois os endossimbiontes s&o responsaveis por produzir aminoacidos
essenciais para o metabolismo basal dos insetos (Heddi et al., 1999; 2001).
Alguns estudos demonstraram que bactérias endossimbiontes fornecem a
seus hospedeiros acido pantoténico, biotina e riboflavina, além de trés
vitaminas essenciais envolvidas no ciclo de Krebs e na cadeia
transportadora de elétrons (Wicker, 1983). Simbiontes também estédo
envolvidos em caracteristicas da histéria de vida dos carunchos como
fertilidade, tempo de desenvolvimento e até mesmo na capacidade de voo
(Heddi et al., 2001). Nas trés espécies pragas do género Sitophilus (S.
zeamais, S. oryzae e S. granarius) sao descritos dois tipos de simbiontes
intracelulares. O principal deles é o SOPE (Endossimbionte Primario de
Sitophilus oryzae — identificado inicialmente em S. oryzae), que é uma y-
proteobacteria. Este endossimbionte esta presente em todas as linhagens
de carunchos-praga de grdos armazenados estudados até o momento,
participando diretamente do metabolismo do hospedeiro e € localizado em
todos os tecidos do inseto em células especificas conhecidas como
bacteriocitos (Heddi et al., 2001). Ja a Wolbachia (a-Proteobacteria) € um
simbionte facultativo, apesar de influenciar diretamente a reprodugao do
organismo. Esta bactéria também é disseminada em todos os tecidos do
organismo, no entanto se concentra em células germinativas onde pode
causar incompatibilidade nucleocitoplasmatica (Heddi et al., 1999). A

coexisténcia independente destas duas bactérias intracelulares mostra



diferentes niveis de integracdo com a biologia do hospedeiro e ilustra a

complexidade genética do sistema Sitophilus-simbiontes.

Taxonomia e Filogenia

Os carunchos do género Sitophilus sao coleopteros da familia
Curculionidae e da subfamilia Dryophthotidae, esta compreendendo cerca
de 140 géneros. Estes insetos apresentam caracteristicas morfoldgicas
marcantes como rostro alongado onde estdo inseridas as pecgas bucais,
tamanho do corpo com 2,5 a 4 mm de comprimento e coloragdo castanho-
escura. O protorax esta densamente coberto de depressdes circulares ou
ligeiramente ovaladas. As trés espécies pragas do género Sitophilus sao
bastante similares morfologicamente, no entanto S. granarius é facilmente
distinguido de S. zeamais e de S. oryzae pela auséncia de manchas
amareladas nos élitros e pela incapacidade de voo devido a fusao dos
élitros (Rees, 1996). Ja S. zeamais e S. oryzae apresentam caracteristicas
morfolégicas muito similares, e sdo frequentemente identificadas de maneira
errada. Nao existe chave para identificagdo correta de S. zeamais e S.
oryzae pela morfologia externa. Até o presente momento a identificacéo
mais utilizada para as duas espécies sdao minimas diferengas morfoldgicas
na genitalia masculina e feminina (Floyd & Newsom, 1959; Kuschel, 1961;
Halstead, 1963).

As analises filogenéticas que buscam esclarecer as relagdes entre as
espécies de Sitophilus ainda nao foram muito bem elaboradas ou explicadas
(Plarre, 2010). Apesar disso, estudos filogenéticos com espécies da
subfamilia Dryophthotidae enquadram as espécies Sitophilus como um ramo
monofilético dentro deste grupo (O’Mera, 2001). Também existe um alto
nivel de semelhanga genética entre as linhagens do simbionte SOPE entre
as espécies, 0 que sugere um unico evento evolutivo de simbiose, o que
significaria que S. granarius, S. oryzae, S. rugicollis, S. zeamais e,
possivelmente, S. vateriae poderiam ser originalmente uma unica espécie
infectada ancestralmente por uma estirpe de SOPE (Heddi et al., 2001;
Lefévre et al., 2004; Conord et al., 2008; Plarre, 2010). Apesar de S.



granarius, S. oryzae e S. zeamais possuirem morfologia muito similar, S.
oryzae e S. zeamais sao morfologicamente quase indistinguiveis e ja foram
consideradas ragcas da mesma espécie, possuem capacidade de acasalar e
produzir prole, no entanto a prole é um hibrido infértil, por isso essas duas
espécies sdo consideradas irmas (Birch, 1944; Floyd & Newsom 1959). No
entanto, um trabalho realizado por O’Meara (2001) com 26 espécies da
subfamilia Dryophthorinae utilizando trés genes, citocromo c¢ oxidase
subunidade |, fator de elongacgéao e 28S apresentou resultado contraditorio
descrevendo como espécies irmas S. granarius e S. zeamais. Entretanto,
através de parametros morfologicos, ecolégicos e mais recentemente
moleculares, existe um consenso que o S. zeamais e S. oryzae sdo mais

préximos em relagao a S. granarius.

Distribuicao e hospedeiro

O género Sitophilus tem origem asiatica e a maioria das espécies
ainda estao restritas ao continente de origem com excec¢ao do S. lineatris,
que € associado ao tamarindo, e das trés espécies-praga de cereais
armazenados, S. zeamais, S. oryzae e S. granarius (Plarre, 2010). Os
carunchos-praga tem ampla distribuicdo sendo encontrados em todas as
regides produtoras de cereais do mundo. Sitophilus granarius é a espécie-
praga com menor distribuicdo entre as trés espécies de carunchos-praga,
sendo restrito apenas ao mediterraneo, Europa central e regides de clima
temperado na Asia, America e Austrdlia. JA S. zeamais e S. oryzae sdo
encontrados em todas as regides produtoras de cereais do mundo, no
entanto parece existir um maior fitness do S. zeamais em climas quentes e
umidos e de S. oryzae em climas mais moderados (Longstaff, 1981).

Os carunchos sido capazes de atacar todas as espécies de cereais
cultivadas n&o sendo restritos a nenhum hospedeiro, apesar da
denominagdo comum dos carunchos induzirem a este tipo de erro. No
entanto, existem relatos na literatura de que o caruncho-do-milho (S.
zeamais) é mais adaptado a graos de milho e o caruncho-do-arroz (S.

oryzae) a graos de trigo e arroz (Longstaff, 1981). No entanto, até o



presente momento nenhum estudo foi realizado com intuito de predizer a
distribuicdo e a dispersao histérica dessas espécies-pragas em uma escala
global. O caso mais peculiar é do S. zeamais que apresenta como principal
hospedeiro o milho, devido a este ser o unico cereal que ndo possui sua
origem no continente asiatico e sim americano, mais especificamente
mesoamericano (Dickau et al., 2007; Piperno et al., 2009). Desta forma,
esforgcos ainda sdo necessarios para entender a historia evolutiva e as
implicagbes dos eventos naturais e de agbes humanas na dispersao destas

espécies de gorgulhos (Buckland, 1981).

Controle

A utilizagcdo de inseticidas € o principal método empregado para o
controle de insetos-praga de produtos armazenados, devido a sua
simplicidade de implantacao, alta eficiéncia e baixo custo (Guedes, 1991;
Braga et al.,, 2001; White & Leesch, 1996). Existem duas categorias de
inseticidas para o controle quimico de pragas de produtos armazenados: 0s
inseticidas fumigantes e os inseticidas protetores. Fosfina (PH3) € o principal
composto inseticida utilizado como fumigante para o controle de pragas de
produtos armazenados a partir da década de 1980, principalmente com a
proibicdo do brometo de metila (Benhalima et al., 2004). A fosfina apresenta
caracteristicas vantajosas como amplo espectro de acéao, rapida difusao,
baixo custo e minima acdo residual apds sua liberagcdo na atmosfera
(Chaudhry, 2000; Wang et al., 2006). A fosfina tem poder curativo, pois
devido a suas propriedades fisico-quimicas possui a capacidade de penetrar
nos graos e atingir todas as fases do ciclo de vida dos insetos. Em
contraste, os inseticidas protetores tém como objetivo impedir a infestagao
inicial dos graos, visto que possuem a capacidade de controlar os insetos
adultos, mas mostram efeito residual provendo controle por periodo
prolongado de tempo (da ordem de meses)

Historicamente, no Brasil, o principal composto utilizado como
inseticida protetor de graos armazenados foi a dicloro-difenil tricloroetano

(DDT). Contudo, com a proibicao da utilizagcdo deste composto para fins



agricolas em meados da década de 80, novos compostos passaram a
serem utilizados, com destaque para os inseticidas pertencentes aos grupos
dos organofosforados e piretréides (Guedes, 1990; Braga et al., 1991;
Guedes et al,, 1995) e mais recentemente misturas advindas destes
compostos (Corréa et al., 2011).

Esforgcos tém sido constantemente empregados na elaboragdo de
meétodos alternativos ao controle quimico devido a problemas de residuos
indesejaveis na massa de graos, intoxicacdo de operadores, contaminagao
do ambiente e problemas de falhas de controle devido a resisténcia a
inseticidas por insetos-praga (Guedes, 1991). Varios métodos alternativos
podem ser citados (ver Faroni et al., 2001; Gudrups et al., 2001; Collins &
Cook, 2006; de Oliveira et al., 2007; Souza et al., 2008; Velten et al., 2008),
no entanto ainda ndo sao empregados em grande escala. A utilizagao da
terra de diatomacea e atmosfera modificada sdo dois métodos com grande
potencial de utilizagdo, mas encontram grandes entraves devido a
necessidade de adaptag¢des estruturais nos armazéns. Ja programas de
melhoramento de plantas e controle biolégico sdo meétodos alternativos ao
controle quimico utilizados de maneira bastante eficiente em varios
programas de manejo integrado de pragas. No entanto, no caso de
carunchos de grdos armazenados estes métodos ainda sdo falhos e
carecem de informacdes sobre a histdria evolutiva dos hospedeiros e dos
inimigos naturais e a integracdo destas com as espécies-praga. Além disso,
informagdes sobre a estrutura genética, distribuicdo espacial e temporal,
bem como a influéncia dos fatores ecoldégicos e antropicos na dinamica
populacional destas pragas, importantes para a sustentabilidade de

programas de manejo, sdo extremamente restritas e pobres.

Resisténcia a inseticidas

A resisténcia a inseticidas se traduz em mecanismos que sao
resultado de alteracbes gendmicas apresentadas por alguns organismos
possibilitando a sua sobrevivéncia frente a doses letais de inseticidas para a

maioria dos individuos de uma populagdo normal da mesma espécie. A



resisténcia a inseticidas se desenvolve mediante a selecdo de individuos
raros na populagdo que conseguem sobreviver a acao destes compostos
nas doses utilizadas. Portanto, o fendmeno da resisténcia é pré-adaptativo e
nao de efeito mutacional (Brattsten et al., 1986). Resisténcia a piretréides e
ao fumigante fosfina foi constatada principalmente em populagdes de S.
zeamais (caruncho-do-milho) em varias regides do Brasil e do mundo
comprometendo seriamente o controle deste inseto-praga e trazendo
grandes prejuizos a armazéns de graos (Perez-Mendonza, 1999; Ribeiro et
al., 2003; Pimentel et al., 2009; Corréa et al., 2011).

Toxicidade a fosfina € dependente da respiragcédo aerdbica, no entanto
0s mecanismos de toxicidade ainda sao pouco entendidos. Existem fortes
evidéncias de que a fosfina interrompe o metabolismo energético da célula.
Desta forma, a mitocbndria € um dos principais sitios de ag¢ao da fosfina.
Estudos in vitro com mitocdndrias isoladas revelaram que a citocromo c
oxidase (complexo V) da cadeia transportadora de elétrons é fortemente
inibida pela fosfina (Chefurka et al., 1976; Nakakita, 1976). Ja os
mecanismos de resisténcia a fosfina sdo ainda menos conhecidos (Valmas,
et al., 2008; Zuryn et al., 2008). Resisténcia a fosfina inicialmente parece
nao estar ligada a alteragbes bioquimico-fisiolégicas na citocromo ¢ oxidase
(Price, 1980). Recentes estudos com coledpteros-praga, incluindo S.
zeamais, demonstraram que a producdo de diéxido de carbono esta
correlacionada negativamente com a sobrevivéncia a fosfina indicando uma
relagdo direta entre o metabolismo destes insetos e a sensibilidade ao
fumigante (Pimentel et al., 2007, 2009). Nakakita (1987) descreveu o
comportamento narcético de alguns insetos pragas como um dos principais
fatores de resisténcia a fosfina. Esse modelo de comportamento sugere que,
em altas concentragdes de fosfina, ocorre uma diminuigcdo da captagao de
oxigénio pelos insetos, onde a citocromo ¢ oxidase deixa o estado reduzido
ficando menos sensivel a este fumigante.

Piretréides sao inseticidas neurotoxicos que agem diretamente nos
neurdnios, mais especificamente no axénio mantendo os canais de sodio

abertos provocando hiperexcitagdo neural e consequente mau



funcionamento de musculos, 6rgaos e posteriormente a morte do organismo
(Narahashi, 2000). Resisténcia a piretréides e DDT esta principalmente
ligada a insensibilidade do sitio de agédo (canal de sodio) da molécula
inseticida. Este mecanismo de resisténcia é conhecido como resisténcia
knockdown (kdr), e & causada por modificagbes (mutagbes pontuais) na
proteina para do canal de sodio, fazendo com que esta seja menos sensivel
ao efeito toxico dos piretroides e DDT (Miyazaki et al., 1996; Williamson et
al., 1996; Dong, 1997). A resisténcia kdr pode causar uma reducgao de 10-20
vezes na sensibilidade do sitio de acdo desses compostos e é
provavelmente o mais importante dos mecanismos de resisténcia descrito
em insetos (Hemingway & Ranson, 2000). Especificamente no caruncho-do-
milho (Sitophilus zeamais), kdr foi recentemente identificado por Araujo et al.
(2011). Estes autores demonstraram que a mutacdo C/T na regidao do
dominio Il (DIIS4-DIIS6) do gene para de canal de sédio de individuos
resistentes resultou na substituicdo de treonina para uma isoleucina na
posicdo 929 da proteina (T9291, Drosophila), dando origem a mutagao

super-kdr e alto niveis de resisténcia a DDT.
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OBJETIVO GERAL

No presente estudo, propomos a utilizagdo de uma abordagem
filogeografica para determinar a importdncia de fatores biogeograficos
historicos e causas ecoldgicas contemporaneas em moldar a arquitetura
genética e a distribuicdo das populagbes atuais do caruncho-do-milho
(Sitophilus zemais) existentes no Brasil. Desejamos assim elucidar qual a
origem e amplitude da base genética das populagbes contemporaneas de
Sitophilus zeamais do Brasil e, se possivel, do planeta. Posteriormente,
relacionar sobrevivéncia a fosfina a possiveis marcadores mitocondriais.
Para isto iremos analisar a relacao filogeografica e contrastar a variabilidade
da sobrevivéncia a fosfina de diferentes populagdes brasileiras do caruncho-
do-milho. Os resultados obtidos irdo proporcionar informacgdes uteis sobre a
distribuicdo espacial e temporal da diversidade genética atual de Sitophilus
zeamais e sobre as relagdes evolutivas historicas das suas populacdes.
Esta pesquisa ira trazer também conhecimentos basicos e praticos que
poderdo ser aplicados na elaboracdo de novas estratégias de manejo da
praga e do melhoramento genético visando enfrentar, de forma racional, o

ataque deste inseto-praga em armazéns brasileiros.
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Capitulo 1: Distribuicido das espécies relacionadas de

carunchos, Sitophilus oryzae e S. zeamais, no Brasil.
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RESUMO

O género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) abrange espécies-praga de
graos armazenados de grande importancia econémica em todo o mundo.
Entre estas espécies, o caruncho-do-arroz e o caruncho-do-milho (Sitophilus
oryzae e Sitophilus zeamais, respectivamente) sao particularmente
importantes em climas tropicais. Estas duas espécies exibem grande
similaridade morfologica e ecologica tornando dificil a identificacéo
adequada e o reconhecimento da distribuicdo destas em regides produtoras
de grdos. Ambas as espécies sao reportadas na América do Sul e
particularmente no Brasil, mas suas respectivas distribuicbes e prevaléncias
ainda nao foram discutidas profundamente na regidao. Desta forma, varios
insetos foram coletados por todo o Brasil e submetidos a identificagao
morfolégica usando a genitdlia do macho e a identificagdo molecular com
primers espécie-especificos desenhados exclusivamente para o
reconhecimento das espécies. Os primers foram desenhados para
amplificacdo especifica de um fragmento do gene Citocromo Oxidase
Subunidade | (COl), os quais exibiram alta especificidade durante nossos
ensaios preliminares com insetos de populagdes previamente identificadas.
As estratégias de identificacdo foram realizadas com sucesso e indicaram
predominancia do caruncho-do-milho, S. zeamais, no pais. Duas hipoteses
podem explicar essa predominancia: 1) a preferéncia do S. zeamais pelo
milho como hospedeiro, este que é o principal cereal cultivado no Brasil, e 2)
a melhor adaptacao do S. zeamais em regides tropicais, comparado com S.
oryzae, que € mais disseminado em regides subtropicais e temperadas.

Palavras-chave: caruncho-do-arroz, caruncho-do-milho, distribuicéo,
Citocromo Oxidase Subunidade |, America do Sul.
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1. INTRODUGAO

O género Sithopilus (Coleoptera: Curculionidae) é de grande
interesse da comunidade cientifica, pois inclui espécies amplamente
distribuidas e frequentemente registradas infestando produtos armazenados
(Danho et al., 2002; Arthur & Throne, 2003; Plarre, 2010). Este género foi
inicialmente descrito como Curculio Lineaus, 1758 e subsequentemente
como Calandra Clairville e Schellenberg, 1798 e finalmente como Sitophilus
Schoenherr, 1838, que finalmente, foi sancionado pela Comisséo
Internacional de Nomenclatura Zoolégica em 1959 (Riley & Melville, 1959).

Quatorze espécies sdo descritas dentro do género Sitophilus, mas
apenas trés possuiem importancia econdmica como praga — o caruncho-do-
trigo Sitophilus granarius (L. 1758), o caruncho-do-arroz Sitophilus oryzae
(L.1763) e o caruncho-do-milho Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855
(Longstaff, 1981; Plarre, 2010). O caruncho-do-trigo é facilmente distinguivel
do caruncho-do-arroz e caruncho-do-milho, pela auséncia de quatro
manchas amarelo-avermelhadas no élitro e pela incapacidade de voar
(Rees, 1996). Sitophilus zeamais e S. oryzae ja foram consideradas duas
racas de uma mesma espécie (Richards, 1944; Kiritani, 1956), apresentam
caracteristicas morfologicas e ecolégicas muito similares, e sao
frequentemente identificadas de maneira errada, proporcionando duvidas
sobre a distribuicdo e ocorréncia destas duas espécies em uma escala
global (Hidayat et al., 1996; Peng et al., 2003). Estes constantes erros de
identificacdo estdo também associados a crencas errbneas de
especificidade de hospedeiros e do maior tamanho e peso dos individuos de
S. zeamais em relagdo aos de S. oryzae. Até o presente momento a
identificacdo mais utilizada para as duas espécies sdo minimas diferencas
morfoldégicas na genitdlia masculina e feminina (Floyd & Newson, 1959;
Kuschel, 1961; Halstead, 1963).

Advindo do crescimento e da popularizagdo das ferramentas
moleculares, técnicas moleculares tém sido constantemente utilizadas para
a identificacdo de espécies de dificil diferenciagdo morfolégica, como os

caruncho-do-milho e caruncho-do-arroz. Hidayat et al. (1996) utilizou com
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sucesso marcadores moleculares RAPD e RFLP para distinguir individuos
provenientes de colbnias de laboratoério das duas espécies. No entanto, o
uso desses marcadores é associado ao alto custo e onerosidade das
técnicas (Schlorrerer, 2004). Um esforgo mais recente de Peng et al. (2003)
levou ao desenho de primers na regido do Espaco Interno Transcrito (ITS-2)
para amplificar fragmentos do DNA nuclear ribossomal (nrDNA) sendo
também capaz de distinguir colonias de laboratério de caruncho-do-arroz e
caruncho-do-milho. No entanto, este primers n&o foram posteriormente
testados em outras populagdes destas espécies para validagdo adicional.
Desta forma, nosso objetivo foi mapear a distribuicdo dessas duas
espécies de caruncho no territério brasileiro e, com isso, expandir o
diagndstico inicial da distribuicdo dessas espécies feita apenas no estado
brasileiro de Sao Paulo no final da década de 1960 (Rosseto, 1969). Essa
distribuicao foi determinada usando duas técnicas: inspecao da genitalia dos
machos e amplificagdo de uma regido do gene mitocondrial citocromo
oxidase subunidade | (COIl) usando primers espécie-especificos com a
intengdo de distinguir os caruncho-do-milho e do caruncho-do-arroz. O uso
de ambas as técnicas foi empenhado para permitir confirmacao adicional da
identificacdo das espécies e validar a ferramenta molecular, que pode ser
utii quando a identificacdo pela genitdlia ndo for possivel devido a
exemplares danificados ou limitados ou pela falta de pessoal treinado para a

identificacao.

2. MATERIAL E METODOS

Sequéncias de nucleotideos contendo fragmento do gene citocromo
oxidase | (COIl) de ambas as espécies de carunchos (S. zeamais e S.
oryzae) foram obtidas de um sistema publico de depdsito de sequéncias de
material gendmico (GenBank numero de acesso AY131100 e AY131099,

respectivamente) e usados para desenhar os primers espécies-especificos
(Fig. 1).
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Figura 1. Alinhamento de fragmentos das sequencias de COIl de S. zeamais e S. oryzae obtidas no GenBank (numero de dos
acessos AY131100 e AY131099, respectivamente). Os pontos significam similaridades entre os nucleotideos. As regides
sobreadas indicam a posicao de anelamento dos primers espécie-especificos para ambas as espécies.
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Posteriormente realizamos a extracdo do DNA total, seguindo a
metodologia de Clark et al. (2001), de 58 individuos de seis populagbes de
carunchos (trés de S. zeamais e trés de S. oryzae), previamente
identificadas e provenientes de regides geograficas distintas. As populagdes
de caruncho-do-milho sao provenientes do Brasil (Sete Lagoas), Peru (Lima)
e Mocgambique (Maputo), enquanto as populagbes de caruncho-do-arroz
provieram do Peru (Lima), Canada (Winnipeg) e Mogambique (Chokwe).

A amplificacdo via PCR foi realizada em volume total de 25 L,
contendo 3 pL de DNA total (40ng), 12,1 uL de ddH20, 5 pL de tampéo IVB
(5x; Phoneutria, Belo Horizonte, 107 MG, Brasil), 0,7 uL de dNTP (2,5 mM),
2 uL de cada primer (5 mM) (forward (F) e reverse (R)) e 0,5 U de Taq
polimerase (Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os ciclos de PCR para
os dois conjuntos de primers foram iniciados com uma desnaturagao de 5
min a 94 °C seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por45se 72 °C
por 1,5 min e uma extenséo final a 72 °C por 10 min. Posteriormente 5 ul do
produto da PCR foi aplicado em gel de agarose (1,5 %) e visualizado sob luz
ultravioleta e suas imagens digitalizadas em um sistema de captura de
imagens (Eagle Eye, Stratagene, La Jolla, CA, USA).

A avaliagao de 37 populacdes coletadas a campo por todo o territorio
brasileiro resultou na analise de 518 individuos (14 individuos de cada
populacgao). Os sitios de amostragem foram escolhidos para cobrir a maior
parte da regido de producdo e armazenagem de graos de milho no pais
(Fig. 2 e Tabela 1). A identificacdo morfologica das espécies baseada na
genitalia seguiu a metodologia de Halstead (1963) utilizando sete individuos
machos por populagdo. Machos de caruncho-do-arroz exibem o adeago
com superficie suavemente convexa, enquanto machos de caruncho-do-
milho exibem adeago com dois sulcos longitudinais. Outros sete individuos
foram usados para identificacdo molecular usando primers mitocondriais
espécie-especificos. Para o caruncho-do-milho, foram desenhados e
utilizados os primers 5-GGGCTGAATTAGGGAATCCT-3’ (forward primer) e
5- CTCCTGTTAATCCCCCGATA-3’ (reverse primer) e para o caruncho-do-
arroz os primers 5’- AGTTTGCTAATTCGGGCAGA - 3’ (forward primer) e 5’-
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ACTCCGGTTAATCCTCCAAT-3’ (reverse primer). Depois da identificagao
molecular, os fragmentos amplificados de pelo menos trés individuos de
cada populacdo previamente identificada foram sequenciados para

confirmar a identidade das sequéncias e validar a metodologia de

identificacdo molecular aqui apresentada.

Locais de coleta

1 - Eldorado do Sul
2 - Passo Fundo

3 - Sao Borja

4 - Tunapolis

5 - Cascavel

6 - Jacarezinho

7 - Curitiba

8 - Guarapuava

9 - Sdo José do Rio Pardo
10 - Votuporanga
11 - Volta Redonda
12 - Juiz de Fora
13 - Canaa

14 - Sao Gotardo
15 - Sete Lagoas
16 - Unai

17 - Vicentina

18 - Maracaju

19 - Rio Verde

20 - Turvania

21 - Cuiaba

22 - Agua Boa

23 - Gurupi

24 - Barreiras

25 - Sao Cristovao
26 - Maragogi

27 - Sao Jodo

28 - Recife

29 - Jodo Pessoa
30 - Teresina

31 - Balsas

32 - Macapa

33 - Boa Vista

34 - Cruzeiro do Sul
35 - Rio Branco

0 300 600 900 Km 36 - Xapuri
e 37 - Viihena

Figura 2. Locais de coleta de 37 populag¢des de Sitophilus sp. no Brasil
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Tabela 1. Populagdes brasileiras de caruncho-do-milho (Sitophilus sp.)
indicadas na Fig. 2 com suas respectivas cidade de origem, estado,

hospedeiro de coleta e coletor.

Hospedeiro
N°. Estado Cidade Coletor
de coleta
1 Rio Grande do Sul Eldorado do Sul Milho R. Dionello
2 Rio Grande do Sul Passo Fundo Milho M. Savaris
3 Rio Grande do Sul Séo Borja Arroz S. Lazzari
4 Santa Catarina Tunapolis Milho M.A. Pimentel
5 Parana Jacarezinho Milho J. Santos
6 Parana Guarapuava Milho M.A. Pimentel
7 Parana Cascavel Milho/Arroz* F. Lazzari
8 Parana Curitiba Arroz S. Lazzari
9 Sao Paulo S. J.doRio Pardo  Milho M.A. Pimentel
10 Sao Paulo Votuporanga Milho M.A. Pimentel
11 Rio de Janeiro Volta Redonda Milho/Arroz A. Corréa
12 Minas Gerais Juiz de Fora Milho A. Santos
13 Minas Gerais Canaa Milho/Arroz A. Corréa
14 Minas Gerais Sao Gotardo Milho/Trigo R. Guedes
15 Minas Gerais Sete Lagoas Milho J. Santos
16 Minas Gerais Unai Arroz M.A. Pimentel
17 Mato Grosso do Sul  Vicentina Milho L. Silva
18 Mato Grasso do Sul  Maracaju Milho L. Silva
19 Goias Rio Verde Milho M.A. Pimentel
20 Goias Turvania Milho M.A. Pimentel
21 Mato Grosso Cuiaba Milho/Arroz M.A. Caneppele
22 Mato Grasso Agua Boa Milho M.A. Pimentel
23 Tocantins Gurupi Milho J. Rosado
24 Bahia Barreiras Milho L. Silva
25 Sergipe Sao Cristovao Milho/Sorgo L. Bacci
26 Alagoas Maragogi Milho A. Corréa
27 Pernambuco Sao Joao Milho C. Badji
28 Pernambuco Recife Milho A. Corréa
29 Paraiba Jodo Pessoa Milho A. Corréa
30 Piaui Teresina Milho L. Silva
31 Maranhao Balsas Milho L. Silva
32 Amapa Macapa Milho R.A. Silva
33 Roraima Boa Vista Milho E. Morais
34 Acre Cruzeiro do Sul Milho M. Fazolin
35 Acre Rio Branco Milho M. Fazolin
36 Acre Xapuri Milho M. Fazolin
37 Rondobnia Vilhena Milho R. Reis

* (/) populagdes resultantes de coletas no mesmo local, mas em dois
hospedeiros distintos.
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3. RESULTADOS

A amplificagdo via PCR do fragmento de COIl de S. zeamais e S.
oryzae foi de alta especificidade, ndo ocorrendo nenhuma amplificagao
inespecifica para os 58 individuos testados das populagdes previamente
identificadas. Para ambas as espécies de caruncho, a amplificagdo resultou

em uma unica banda com tamanho aproximado de 950 pb (Fig. 3).

Primers COISz Primers COISo

S. zeamais S. oryzae S. zeamais S. oryzae

M SL MPL1T W CHL2 M SL MPL1T WI CH L2 M

1000 bp
500 bp

Fig. 3. Amplificagdo dos fragmentos do COI de dois individuos de cada uma
das seis populagdes previamente identificadas utilizando primers espécie-
especificos para S. zeamais e S. oryzae. M — Marcador Molecular; SL —
Sete Lagoas; MP — Maputo; L1 — Lima; WI — Winnipeg; CH — Chokwe; L2 —
Lima.

Posteriormente, nds validamos a estratégia molecular desenvolvida
utilizando primers espécie-especificos e somada a identificagdo da genitalia
dos machos, nés obtemos a distribuicdo do caruncho-do-milho e do
caruncho-do-arroz no territorio brasileiro. Um total de 518 individuos, de 37
populagdes, foram submetidos a identificagcdo molecular e morfolégica, que
forneceram resultados coincidentes. Entre as 37 populacdes de caruncho
avaliadas, apenas trés foram identificadas como de caruncho-do-arroz

(Cascavel, Curitiba e Sao Borja).

4. DISCUSSAO

O gene COI é reconhecidamente variavel dentro dos genomas de
insetos e seu uso tem sido sugerido para identificagdo molecular das
espécies (Hebert et al.,, 2003). Este gene foi utilizado com sucesso em
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espécies das ordens Diptera (Smith et al.,, 2007; Blacket et al., 2012),
Hemiptera (Sufran & Puterka, 2011), Hymenoptera (Stewart et al., 2010), e
Lepidoptera (Emery et al., 2011; Hrcek et al., 2011). O gene COIl também ja
foi utilizado com sucesso para identificagdo de outras espécies “irmas” cuja
identificacdo baseada unicamente em aspectos morfologicos é de dificil
execucao (Herbert et al., 2004; Ellis et al., 2006; Smith et al., 2006; Koch,
2010). O fato do caruncho-do-arroz e o caruncho-do-milho serem
consideradas espécies “irmas” sugere sue extrema semelhanga morfolégica
e ecolégica (Birch, 1944; Hidayat et al., 1996; Peng et al., 2003; Plarre,
2010) e aqui nos fomos capazes de desenhar primers espécie-especificos
para sua identificagao.

Os primers espécie-especificos foram desenhados e testados usando
trés populagdes de cada espécie de caruncho provenientes de diferentes
paises e os resultados obtidos da avaliagdo dos 48 individuos foram
confirmados com a identificagdo das espécies utilizando a genitalia
masculina e por sequenciamento do gene. Eles foram subsequentemente
utilizados para identificacdo de 37 populagdes brasileiras e dessas apenas
trés foram verificadas como caruncho-do-arroz. Essas trés populagdes de
caruncho-do-arroz estdo localizadas no sul do Brasil, no entanto nesta
regiao também ocorreram populagdes de caruncho-do-milho. Este resultado
indica alta prevaléncia do caruncho-do-milho sobre o caruncho-do-arroz no
Brasil, como observado anteriormente no estado de Sao Paulo na década
de 1960 (Rossetto, 1969).

A distribuicio de ambas as espécies reportadas aqui fornecem
suporte para a hipdtese de que o caruncho-do-milho prevalece em
condicdes tropicais e que o caruncho-do-trigo e o caruncho-do-arroz sao
melhores adaptados a condi¢gdes subtropicais e temperadas (Longstaff,
1981). No Brasil, climas de condi¢gbes subtropicais com temperatura média
em torno de 20°C ocorrem principalmente no sul do pais, de onde as trés
populagdes de caruncho-do-arroz foram obtidas. No entanto, o caruncho-do-
milho também ocorreu naquela regido, mas aparentemente em coocorréncia

com o caruncho-do-arroz. O caruncho-do-trigo, S. granarius, ndo é uma
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praga de cereais comum no Brasil, provavelmente porque € mais adaptado
a condigdes de clima temperado que ndo ocorrem no pais.

Uma explicacéo alternativa para a ampla distribuicdo do caruncho-do-
milho no Brasil € a adaptagdo ao hospedeiro (Floyd & Newson, 1959; Hill,
1990; Rees, 1996). Em nossa avaliagdo, as populagdes de caruncho-do-
arroz foram obtidas do arroz (que em alguns casos é armazenado proximo
ao milho), enquanto as popula¢des de caruncho-do-milho foram coletadas
em milho ou na mistura arroz/milho. Este fato sugere que o caruncho-do-
arroz e o caruncho-do-milho apresentam preferéncia por hospedeiros
distintos e também explicaria a prevaléncia do caruncho-do-milho no Brasil,
onde campos de cultivo de milho sdo mais frequentes e amplamente
distribuidos. O caruncho-do-arroz € mais frequentemente reportado em
cereais de graos pequenos (i.e. trigo, arroz e sorgo), ao contrario do
caruncho-do-milho (Haines, 1981). No entanto, a ocorréncia do caruncho-
do-milho é frequente em gréos de sorgo no Brasil (Rossetto, 1969), e como
o caruncho-do-milho também prevaleceu em areas produtoras de arroz e
milho na regido central do Brasil, condi¢des mais quentes de clima sao
provavelmente mais importantes para determinar a prevaléncia do
caruncho-do-milho no pais.

O caruncho-do-arroz e caruncho-do-milho parece raramente
coocorrerem na mesma fonte de alimento até quando eles estao localizados
em locais proximos, como mostrado neste trabalho e em estudos anteriores
(Rossetto, 1969; Throne & Cline, 1991: Hidayat et al., 1996). Além disso,
uma espécie parece quase sempre eliminar a outra e sua prevaléncia pode
variar dependendo das condigbes ambientais (Longstaff, 1981; Hidayat et
al., 1996). A temperatura parece particularmente importante como
determinante para a competicdo entre as espécies, com o caruncho-do-
milho prevalecendo em condigdes mais quentes (Longstaff, 1981; Rees,
1996). Tal efeito da temperatura pode também desempenhar um papel na
prevaléncia sazonal de cada espécie (Throne & Cline, 1989, 1991). Na
maior parte do Brasil, a variagcdo sazonal da temperatura é relativamente

pequena o que aparentemente favorece o caruncho-do-milho, exceto no sul,
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onde a temperatura é significativamente baixa durante o inverno. Esta pode
ser a principal razdo para encontrarmos caruncho-do-arroz em amostras
dessa regido. Adicionalmente, o caruncho-do-milho é reconhecido como um
grande dispersador pelo véo e frequentemente se move dos armazéns para
lavouras de cereais em amadurecimento e se estabelecem antes de colheita
(Throne & Cline, 1989; Rees, 1996; Guedes et al., 2009), o que também
parece favorecer sua dispersdo e ampla ocorréncia no Brasil.

Em conclusdo, nds desenhamos de maneira eficiente primers
espécie-especificos para identificacdo das espécies irmas S. zeamais e S.
oryzae através da PCR e visualizagdo em gel de agarose. Este
procedimento refletiu a identificagdo morfolégica das espécies, no entanto,
possui vantagem de ndo possuir uma margem de erro de 10% geralmente
associada com a identificacdo baseada unicamente na morfologia (quando
realizada por pessoal treinado). Também determinamos a distribuicdo de
cada espécie pelo territorio brasileiro, relacionando a prevaléncia do
caruncho-do-milho no Brasil e ocorréncia do caruncho-do-arroz apenas no
sul do pais. O reconhecimento da predominancia de ocorréncia do S.
zeamais dentro do territério brasileiro ajudara na orientagdo correta e na
gestdo de procedimentos contra essas espécies-praga, que frequentemente
exibe resisténcia a inseticidas piretroides no pais (ver Guedes et al., 1995;
Ribeiro et al., 2003; Corréa et al., 2011).
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RESUMO

Os carunchos do género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) séo
importantes pragas dos cereais armazenados no mundo e seu manejo
sustentavel em unidades armazenadoras tem apresentado sérias falhas.
Aqui noés trazemos o primeiro registro de marcadores de microssatélites
para as trés pragas do género Sitophilus, Sitophilus granarius, S. oryzae e
S. zeamais. Foram isolados e caracterizados 10 marcadores de
microssatélites para S. zeamais (caruncho-do-milho). Os marcadores foram
testados em trés diferentes populagdes (Vigosa-Brazil, Mapula-Mozambique
e Richvale-USA) e geraram um numero médio de alelos por locus de 4,11,
3,44 e 3,55, e heterozigodade média esperada de 0,45, 0,49 e 0,43;
respectivamente. Seis destes marcadores foram transferidas com sucesso
para S. granarius e quatro para S. oryzae.

Palavras-chave: Sitophilus zeamais, Sitophilus oryzae, Sitophilus granarius,
pragas de graos armazenados, marcador molecular.
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1. INTRODUGAO

O género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) compreende 14
espécies, sendo trés consideradas pragas de importancia econémica para
produtos armazenados, Sitophilus granarius (L., 1758), Sitophilus oryzae (L.,
1763) e Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Hidayat et al. 1996; Rees
1996; Plarre, 2010). Estes carunchos sao pragas cosmopolitas, com
capacidade de atacar os grdos no campo e, principalmente, no armazém,
onde causam maiores danos podendo inviabilizar o comércio e consumo do
produto infestado (Rees, 1996).

Estudos relacionados a estratégias de controle (Athanassiou &
Steenberg, 2007; Souza et al., 2008; Phillips & Throne, 2010) e resisténcia a
pesticidas (Guedes et al., 1995; Ribeiro et al., 2003; Corréa et al., 2011) sao
constantemente reportados para as trés pragas do género Sitophilus, assim
como a interagcao destas com endossimbiontes celulares (Heddi et al., 1999;
2001; Rio et al., 2003). No entanto, informagdes sobre a estrutura genética,
distribuicdo espacial e temporal, bem como a influéncia dos fatores
ecolégicos e antropicos na dinamica populacional destas pragas,
importantes para a sustentabilidade de programas de manejo, sao
extremamente restritas e pobres. Marcadores moleculares e bioquimicos
sdo ferramentas extremamente uteis para a realizacdo de estudos
populacionais em condi¢cdes naturais (Schidtterer, 2004) e a baixa acuracia
e inexisténcia dos mesmos € um dos principais entraves para a realizacao
destas pesquisas em populacdes naturais de carunchos. Desta forma, neste
trabalho, visamos desenvolver primers para amplificacdo dos primeiros loci
de microssatélites para as espécies-praga do género Sitophilus.
Inicialmente, desenvolvemos e caracterizamos com sucesso 10 marcadores
de microssatélites para S. zeamais (caruncho-do-milho) e posteriormente,
realizamos ensaios de transferibilidade destes para S. oryzae (caruncho-do-

arroz) e S. granarius (caruncho-do-trigo).

2. MATERIAL E METODOS
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Individuos de S. zeamais coletados em armazéns de grdos no
municipio de Vigosa, MG, Brasil (20°45'14"S; 42° 52'55" W) foram
utilizados para a constru¢do da biblioteca genémica enriquecida de acordo
com o protocolo descrito por Billotte et al.,, (1999). Das 285 colbnias
recombinantes selecionadas, 48 foram sequenciadas. Apds o
sequenciamento, os fragmentos foram editados manualmente com auxilio
do programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corp. Ann Harbor, MI, USA).
Posteriormente para identificacdo das regides simples repetidas foi utilizado
o aplicativo WebSat (Martins et al., 2009). Ja os primers foram desenhados
com o auxilio dos aplicativos WebSat e Primer Premier software
(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) para as seguintes
condicdes: produto de PCR com tamanho de 100 a 350 pb, temperatura
média de anelamento 55°C e comprimento do primer entre 18 a 22 pb.

A reagao de PCR para todos os primers foi realizada em um total de
13 uL, contendo 50ng de DNA total, tampao 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,4, 50
mM KCI, 1% Triton X-100, 1,5 mM MgCI2), MgCl, (2,5 mM), dNTP (50 uM
de cada), 0,3 mM de cada primer (R e F) e 0,75 U de Taq (Phoneutria,
Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil). As condigdes amplificagao para
todos os 10 conjuntos de primers foram de 4 min a 94 °C de desnaturagao
inicial, seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30s, 55 °C por 45s e 72 °C por 1
min e uma extensao final a 72 °C por 20 min usando termociclador modelo
Vapo Protect (Eppendorf, Hamburg, Germany). Os primers foward dos 10
loci foram marcados com marcadores fluorescentes 6-FAM, HEX e NED
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amplificagcbes foram
realizadas quatro reacbes de multiplex, sendo duas delas contendo trés
conjuntos de primers (3H6-1D10-3G7, 1A1-1B1-1G7) e duas contendo dois
conjuntos de primers (3A11-3G1, 1E1-1B10). Para as reagbes de multiplex
foram também realizadas em um total de 13 uL, contendo 50ng de DNA
total, tampao 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI, 1% Triton X-100, 1,5
mM MgClI2), MgCl, (2,5 mM), dNTP (50 uM de cada), 0,3 mM de cada
primer (R e F) e 1,0 U de Taq (Phoneutria, Biotecnologia, Belo Horizonte,
MG, Brasil).
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Vinte quatro individuos de cada populacdo de S. zeamais coletados
em armazéns de graos situados nas cidades de Vigosa, MG, Brasil; Mapula,
Cabo Delgado, Mogambique (11° 55" 14" S; 39° 48' 49" E); e Richvale,
California, EUA (39° 28' 38" N; 121° 44' 41" W) foram utilizados nos testes
de polimorfismo. Ja para os testes de transferibilidade foram utilizadas uma
populacdo de S. oryzae coletada em plantios de milho proveniente da
cidade de Eldorado do Sul, RS, Brasil (30° 05' 52" S; 51° 39' 08" W) e uma
populagdo de S. granarius de laboratério proveniente de Campobasso,
Molise, Italia (41° 34' 08" N; 14° 40' 00"E). A avaliagao de polimorfismo foi
realizada em sequenciador ABI PRISM 3130xI DNA Analyser (Applied
Biosystems) usando Applied Biosystems’ GeneScan 500 Rox size standard.
Os fragmentos foram marcados e editados usando o programa GeneMapper
v.4.0 (Applied Biosystems). O numero de alelos por locus, a
heterozigosidade média observada e esperada foram calculados utilizando o
programa GDA versdo 1.1 (Genetic Data Analysis) (Lewis & Zaykin 2001).
Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagdo foram
estimados pelo programa FSTAT (Goudet, 2002) e a frequéncia de alelos
nulos utilizando o aplicativo MICRO-CHECKER version 2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 10 loci testados anteriormente apenas um mostrou-se
monomorfico, 1B10 (acesso no GenBank: JX303743), primer F: &
GGTCCGATCTCATTTGGAGTAG 3 e primer R: 5
AGGCAAGAATGGAACTCTATCG 3. Nos locus polimoérficos houve uma
variagao de 3 a 7 alelos por I6cus com valores médios de 4,11 para Vigosa,
3,44 para Mapula e 3,55 para Richvale (Tabela 1). A heterozigosidade
média observada/esperada foi de 0,45/0,62, 0,49/0,48 e 0,43/0,52 para

Vigosa, Mapula e Richvale, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequencia dos primers, condicoes da PCR e estatisticas de polimorfismo para nove microssatélites loci de trés
populagdes de Sitophilus zeamais.

N° de acesso Motivo Tamanho do Vigosa Mapula California

Locus do GenBank Sequéncia dos primers (5'- 3’) repetidos (bp) fragmento (bp) N, Ho/He Na Ho/He Na Ho/He
F: CACCGATATACCTGCCAAAATA

1E1 JX303735 R: AAAACGACAGATAGAACCTCGG (GT)r 277-281 3 0.50/0.66 2 0.70/0.49 3 0.21/0.32
F: CACCCTGTATATCGAGAGAACAT

1A1 JX303736 R: TACAAAATTATCATCGCCCCTC (TG)s 235-253 5 0.72/0.63 4 0.21/0.66 5 0.59/0.72
F: TAATGCGACTTGTTTGAGGATG

1B1 JX303736 R: ACAACGATTTCTTTATCACCCG (GT)r 149-161 5 0.53/0.52 4 0.77/0.75 3 0.29/0.43
F: ACATTCAGGAGTGGTCTTGGTC

1D10 JX303738 R: CTCGGGATTAGCCAACAATAGA (ATC)e 249-261 3 0.90/0.63 2 0.96/0.50 5 0.48/0.54
F: TTCAAGAAATATCCAGCTACCC

1G7 JX303739 R: TCTATTGTTGTCTATTCAGCACTT  (GT)s 105-109 2 0.18/0.49 1 0.00/0.00 3 0.87/0.64
F: ATATTAGAGCGGGGCTGGTT

3A11 JX303740 R: CTCCCCTTTGGTGTGATGTAGT (TG)s 241-313 6 0.24/0.79 7 0.52/0.69 3 0.23/0.28
F: CAAGGAAGTCTGGATAAATGGT

3H6 JX303741 R: GTGACCCTCGTGTCTTGGTAGT (TG)s 284-318 6 0.24/0.73 4 0.23/0.44 3 0.10/0.62
F: CCTGGTTTTGTTTGATATGGAG

3G1 JX303742 R: TTCTGGTGTGGATGTGAATGTA (CA), 140-152 4 0.60/0.56 5 0.96/0.63 5 0.91/0.65
F: GTTTCGTGATCCGGTTTTGT

3G7 JX303743 R: GCGCTAGCCTGAGGAGAAT (AG)o (GA)s 187-193 3 0.13/0.57 2 0.95/0.18 2 0.18/0.52

Os motivos repetidos sao
heterozigosidade esperada

listados 5" to 3' com os respectivos forward primer (F). Na: Numero de alelos. Ho: heterozigosidade observada He:

(Nei, 1987).
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Os resultados para os testes de desequilibrio de ligacdo e para o
equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando a correcao de Bonferroni mostraram
valores maiores que 0,00046 e 0,00185, respectivamente, para pelo menos
uma das populagdes estudadas, indicando que os loci ndo estao ligados e que
eles podem ser utilizados como marcadores genéticos independentes.

Sitophilus zeamais € uma espécie praga com grande capacidade de
dispers&o natural e por agdes antropicas, apresenta sobreposi¢cdo de geragdes
e comportamento gregario o que aumenta o acasalamento entre parentes, no
entanto, nenhum dos loci apresentou desequilibrio de Hardy-Weinberg o que
comprova a neutralidade dos loci testados. Ja para o teste de alelos nulos,
apenas o locus 3H6 foi detectada a presenga de alelos nulos (Oosterhout =
0,3715) impossibilitando a utilizagdo do mesmo como marcador de variabilidade
genética populacional. Desta forma, oito dos dez /oci testados mostraram-se
aptos a serem utilizados como marcadores genéticos de diversidade em
populagdes de S. zeamais € o numero de alelos encontrado na maioria dos
marcadores foi satisfatorio para estudos de diversidade genética. Outra
caracteristica bastante interessante encontrada neste grupo de marcadores
moleculares e que contribuiu para uma forte caracterizacdo da estrutura
genética das populagdes estudadas é a presenca de 17 alelos privados dentro
das trés populacdes estudadas, sendo cinco em Vigosa, cinco em Mapula e
sete em Richvale.

Os testes de transferabilidade para S. oryzae demonstraram que os /oci
1A1, 1E1 e 3G1 foram positivos e polimérficos, os loci 1G7 e 3H6 foram
positivos (presenca de produto PCR) e os locus 3A11 e 3G7 nao amplificaram
(Tabela 2). Ja para S. granarius os loci foram positivos e polimérficos para 1A1,
1E1, 3G1 e 3G7, apenas positivos para os loci 1G7, 3A11 e 3H6 e negativos
para 1B1 e 1D10 (Tabela 2). Os ensaios de transferabilidade dos primers de
microssatélites para S. oryzae e S. granarius foram positivos para maioria dos
loci, isso era esperado devido as espécies Sitophilus serem muito proximas

filogeneticamente formando um grupo monofilético dentro da subfamilia
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Dyrophthorinae, sendo consideradas espécies irmas (Hidayat et al., 1996;
O’Meara, 2001; Plarre, 2010). Este trabalho reporta os primeiros marcadores
moleculares de microssatélites para as espécies do género Sitophilus e
esperamos que estes sejam uteis para a realizagado de estudos relacionados a
diversidade e estrutura genética de populagdes naturais e que possam
futuramente colaborar com programas de manejo destas espécies-praga que
sd0 responsaveis pelas principais perdas em cereais armazenados em regides

tropicais.

Tabela 2. Teste de transferabilidade dos noves marcas de microssatélites
provenientes do caruncho-do-milho (S. zeamais) para caruncho-do-arroz (S.
oryzae) e para o caruncho-do-trigo (S. granarius) (— ndo aplificaram, + presenca
de produto de PCR, * Locus polimorficos).

Espécie/llocus N 1E1 1A1 1B1 1D10 1G7 3A11 3H6 3G1 3G7

S. oryzae 8 * * - - + - + * -

S. granarius 8 * * - - + + + * *
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(em preparagao para submeter a Molecular Ecology)
RESUMO

O caruncho-do-milho, Sitophilus zeamais, € uma das principais pragas de graos
armazenados no mundo. No entanto, pouco se sabe sobre os eventos de
dispersao e sua distribuicdo atual e histérica, importantes informagbes para o
sucesso de programas de manejo integrado de praga. Desta forma, utilizamos
uma abordagem de filogeografia molecular para determinar a importancia dos
fatores histéricos e causas ecoldgicas contemporaneas que moldaram a
arquitetura genética das populagdes atuais do caruncho-do-milho existentes no
Brasil. Especificamente, os questionamentos sdo: (1) Qual é a origem do
caruncho-do-milho presente no Brasil? (2) Teria sido ele resultante de um uUnico
ou de multiplos eventos de introdugao? (3) Existiriam evidéncias para propor
uma hipotese a respeito da dispersdo do caruncho-do-milho no Brasil e no
mundo? Para isso, utilizamos dados de sequenciamento parcial de dois genes
mitocondriais, citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) e citocromo ¢ oxidase
subunidade Il (COIll), de individuos de caruncho-do-milho. Também utilizamos
dados de marcadores microssatélites no intuito de inferir sobre a diversidade
genética e estrutura populacional desta espécie. O total de 18 haplétipos foram
evidenciados em 261 individuos de S. zeamais gerando uma diversidade
haplotipica (Hd) de 0,720 e uma diversidade nucleotidica (pi) de 0,0012. Estes
resultados s&o caracteristicos de populacbes em expansao espacial, o que é
confirmado pelo padrdo unimodal da distribuicdo de mismatch. Nao foi possivel
tragar uma hipétese a respeito da dispersao do caruncho-do-milho no Brasil e
mundo. Tanto os dados de sequenciamento quanto os dados de microssatélites
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apontaram que a maior parte da diversidade esta dentro das populagbes e ndo
entre as populagdes. O indice de fixagdo Gst apontou moderada divergéncia
genética entre as populagdes quando avaliadas de maneira geral (todos os
individuos) e baixa divergéncia genética entre os grupos previamente definidos
de acordo com a localizagdo geografica, o que confirma a presenga de fluxo
genético entre as areas de plantios e estocagem de gréos. Este fluxo genético
€ maior em areas mais proximas geograficamente indicando que individuos
mais préximos geograficamente compartiiham maior quantidade do material
genético. No entanto, o fluxo genético pode ocorrer entre regides distantes até
mesmo entre diferentes continentes, possivelmente pelo transporte de graos
infestados por fases imaturas do inseto. As caracteristicas aqui relatadas das
populagdes de caruncho-do-milho s&o bastante preocupantes para os
programas de manejo integrado desta espécie, visto que a variabilidade dentro
das populacdes € alta e o fluxo genético entre regides produtoras é constante o
que pode levar o ganho de caracteristicas comportamentais, ecologicas e
fisiologicas que resultem em sérias falhas no combate desta espécie-praga em
unidades armazenadoras.

Palavras-chave: Filogeografia, microssatélites, diversidade genética,
caruncho-do-milho

1. INTRODUGAO

Os carunchos de importancia econémica, especialmente aqueles do
género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae), tais como Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855, Sitophilus oryzae (L., 1763) e Sitophilus granarius (L., 1758)
causam sérios danos a graos armazenados. Com o objetivo de elaborar
estratégias eficientes de controle destes insetos-praga os carunchos tém sido
intensamente estudados sob o ponto de vista ecoldgico e reprodutivo (Danho et
al., 2002; Guedes et al., 2006; Guedes et al., 2010). No entanto, aspectos da
historia evolutiva e as implicacbes das acdes humanas na dispersao destas
espéecies de carunchos ainda sdo assuntos praticamente inexplorados.

O caruncho-do-milho, S. zeamais, € a principal praga do milho
armazenado e esta entre as pragas mais destrutivas em regides tropicais

(Rees, 1996; Danho et al., 2002). E uma praga primaria por atacar o gréo
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intacto (Adda et al., 2002; Brown & Lee, 2002). A fémea, com suas mandibulas,
abre um orificio no grao e deposita um ovo por orificio, fechando a abertura
com uma substancia produzida pelo érgéo ovipositor (Evans, 1981). As formas
jovens se desenvolvem no interior do grao utilizando-o como alimento e abrigo
(Evans, 1981). Os individuos adultos apresentam grande autonomia de vbéo
(Hagstrum et al., 1996). Sua dispersao a pequenas distancias ocorre por
insetos adultos que se locomovem entre regides produtoras e a grandes
distancias ocorre pelo transporte de graos infestados. Estas caracteristicas
contribuem para que a distribuigdo contemporanea da diversidade genética do
caruncho-do-milho possa apresentar um forte componente que seja reflexo da
ocupagao e migragédo humana.

Estudos envolvendo espécies a subfamilia Dryophthoridae relacionam o
género Sitophilus, assim como a maioria dos cereais de importancia
econdmica, como oriundo de regides orientais do planeta (Plarre, 2010; Obata
et al., 2011). Esta hipdtese sustenta-se devido as florestas subtropicais e
temperadas do continente asiatico serem locais de grande endemismo de
espécies do género Sitophilus, com exce¢do para as espécies-praga, S.
zeamais, S. oryzae e S. granarius, mundialmente distribuidas, e do Sitophilus
linearis (Herbst, 1797) que é bastante relacionado a seu hospedeiro, o
tamarindo (Tamarindus indica). No entanto, o milho (Zea mays L.), principal
hospedeiro do S. zeamais, surgiu em solo centro-americano ha
aproximadamente 7500 — 1000 anos, nos planaltos do México a oeste da
América do Sul, sendo cultivado pelos Astecas, Maias e Incas (Dickau et al.,
2007; Piperno et al., 2009).

Informacgdes sobre a diversidade genética com marcadores moleculares
entre as areas de introducdo e de origem sao importantes parametros para
revelar os padroes de dispersdes de alguns organismos, visto que, o esperado
€ que apenas uma porcao da variabilidade genética total migre das areas de
origem para as regides recém-colonizadas (Cox, 2004; Puillandre et al., 2008;
Valade et al., 2009). Estudos sobre a historia evolutiva de populagdes de
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coledpteros-praga ainda sao bastante restritos na literatura. Alguns dos
importantes trabalhos realizados utilizando dados moleculares foram
conduzidas recentemente com populagdes do besouro-da-batata (Leptinotarsa
decemlineata) na America do Norte e na Europa (Grapputo et al., 2005),
populag¢des do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) no sul dos Estados
Unidos (Kim & Sappington, 2006), populagdes peruanas e mexicanas do
caruncho-do-feijao (Acanthoscelides obtectus) (Alvarez et al., 2005) e com os
besouros-do-pinheiro (Dendroctonus spp) no leste e oeste dos Estados Unidos
(Schrey et al., 2011).

Filogeografia € o campo de estudo que se preocupa com os principios e
processos que governam as distribuicbes geograficas das linhagens
genealdgicas, especialmente aquelas dentro e entre espécies estreitamente
relacionadas (Avise, 2000). Analises filogeograficas com insetos tém permitido
explicar as divergéncias de diferentes linhagens de uma espécie e fornecido
informacdes sobre os efeitos do isolamento entre populacbées no nivel
molecular (Emerson et al., 1999). Os estudos de filogeografia molecular
procuram examinar dados moleculares de populagbes naturais
contemporaneas a procura das marcas evolutivas deixadas no genoma por
processos historicos e, deste modo, podem desenvolver e aperfeicoar
hipéteses biogeograficas que sejam capazes de explicar as distribuigbes
geograficas destas linhagens.

Desta forma, o presente estudo usa uma abordagem de filogeografia
molecular para determinar a importancia dos fatores histéricos e causas
ecoldgicas contemporéaneas que moldaram a arquitetura genética das
populagdes atuais do caruncho-do-milho existentes no Brasil. Especificamente,
as perguntas que aqui pretendemos responder sdo: (1) Qual é a origem do
caruncho-do-milho presente no Brasil? (2) Teria sido ele resultante de um unico
ou de multiplos eventos de introdugao? (3) Existiriam evidéncias para propor
uma hipotese a respeito da dispersdo do caruncho-do-milho no

mundo, considerando um cenario de provavel interferéncia antrépica na
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dispersao recente da espécie? Para isso, utilizamos dados de sequenciamento
parcial de dois genes mitocondriais, citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) e
citocromo ¢ oxidase subunidade Il (COIll), de individuos de caruncho-do-milho
coletados em areas representativas da producdo mundial de milho. Utilizamos
dados de marcadores microssatélites no intuito de inferir sobre a diversidade
genética e estrutura populacional desta espécie. Nossa expectativa € que estes
estudos poderao contribuir para a elucidagao de rotas de dispersao recente e
da amplitude da base genética das populagdes contemporaneas do caruncho-

do-milho no Brasil e no mundo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Estrategia de amostragem

Individuos de S. zeamais foram recebidos de diversas regidées do mundo
entre os anos de 2009 e 2012 (Figura 1). Estes foram acondicionados em tubos
de vidros, devidamente etiquetados, contendo alcool (etanol) 95% e estocados
em freezers a temperatura de -20°C. Este procedimento teve como objetivo
conservar os especimes e, principalmente, manter a integridade do DNA total
durante o maior periodo possivel de armazenamento.

Um total de 525 insetos foram utilizados no presente estudo. Destes 261
individuos, proveniente de 55 pontos de coleta distintos, foram utilizados para
as analises com marcadores de mMtDNA. Os 264 individuos restantes,
provenientes de 11 pontos amostrais, foram utilizados nas analises de
marcadores de microssatélites. As coletas dos exemplares de S. zeamais foram
direcionadas tentando abranger as principais areas de plantios de cereais no
mundo, principalmente do milho, hospedeiro relatado com maior ocorréncia de
S. zeamais.

O maior numero de coletas foi realizado no Brasil, importante produtor
de graos e sitio de domesticagdo secundario do milho, além disso, principal
campo de estudo do trabalho. Foram incluidas amostras provenientes das
regides de origem e domesticacdo do milho, que compreende o Norte da
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America do Sul e a Meso-américa, e da Asia, regido de origem do género
Sitophilus e outros cereais como arroz e trigo, que acreditamos serem
componentes importantes para a definigdo da estrutura genética atual das
populagdes do caruncho-do-milho existentes no Brasil. Outras amostras
oriundas de locais considerados sitios secundarios de dispersdo do caruncho-
do-milho, como a América do Norte, Europa e Africa também foram

incorporadas nas analises.
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Figura 1. Locais de coleta de individuos de Sitophilus zeamais. Os hachurados
em verde no mapa representam os locais de plantios de cereais (milho, trigo e
arroz) no planeta.

2.2. Extracdo do DNA total

O DNA gendmico foi extraido seguindo o método adaptado de Clark et
al. (2001). Cada inseto foi macerado individualmente em nitrogénio liquido e
adicionando-se 500uL de tampao CTAB (100mM de Tris-HCI, pH 8,0; 1,4M de
NaCl; 0,02M de EDTA, pH 8,0; CTAB (2%) e B-mercaptoetanol (0,2%,
adicionado separado dos demais componentes do tampao)). Apds incubagéo
por 0,5 horas a 65°C adicionou-se 13uL de proteinase K (25 mg/mL, Sigma) e

as amostras foram homogeneizadas em agitador tipo vortex e incubadas a
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37°C em banho-maria por 1,5 horas. Apds o periodo de incubagao, 60 uL de
RNAse A (10 mg/mL, Sigma) foi adicionada, seguida por nova agitagdo e
incubagéo a 37°C por 2 horas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 12500 rpm e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Ao
sobrenadante foi adicionado uma aliquota de 500uL de cloroférmio e alcool
isoamilico (24:1 v/v), seguindo-se de uma nova centrifugagdo a 12500 rpm por
15 minutos. Novamente transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e
adicionou-se 500uL de isopropanol deixando o mesmo precipitar & 4°C por uma
noite. Apos a incubagao, as amostras foram centrifugadas por 12 minutos a
12500 rpm, descartando-se o sobrenadante. Duas lavagens com 500uL de
etanol 70% e etanol 95%, respectivamente, foram realizadas. Apds a secagem
em temperatura ambiente do pellet, este foi ressuspendido em 50uL de tampéo
TE 0,1M (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8,0) por uma noite a 4°C e

posteriormente estocado a -20°C.

2.3. Preparo de banco de dados para estudo filogeografico

Os primers utilizados para amplificagao do fragmento do gene COI foram
COISz-F (5 - GGGCTGAATTAGGGAATCCT - 3) e COISz-R (5 -
CTCCTGTTAATCCCCCGATA - 3’) (Corréa et al.,, 2013). Os primers para
regido do COIl (COIISz-F 5" - TGCTTCAAGATAGAGCCTCTCC - 3’; COlISz-R
5 - GGTTTGCTCCACAGATTTCAG - 3’) foram construidos com base na
sequencia depositada no NCBI (AY014881) utilizando o aplicativo Primer 3 v.
0.4.0 (Rozen & Skaletsky, 2000). Para os dois conjuntos de primers as
condicbes de amplificagdo via PCR foi realizada em um total de 25 uL,
contendo 50ng de DNA total, tampao IVB 5X (Phoneutria, Belo Horizonte, MG,
Brazil), dNTP (50 uM de cada), 0,5 mM de cada primer (R e F) e 1 U de Taq
(Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brazil). Os ciclos de PCR para os dois
conjuntos de primers foram iniciados com uma desnaturacdo de 5 min a 94 °C
seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 45s e 72 °C por 1,5 min e
uma extensao final a 72 °C por 10 min usando termociclador modelo Vapo
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Protect (Eppendorf, Hamburg, Germany). Foi aplicado 5 pl do produto da PCR
em gel de agarose (1,0 %) e visualizado sob luz ultravioleta e suas imagens
digitalizadas em um sistema de captura de imagens (Eagle Eye, Stratagene, La
Jolla, CA, USA). Posteriormente o processo de purificagdo foi realizado com
enzima ExoSap (Invintrogen, Carlsbad, CA, USA) na proporgéo de 2,0 uL para
cada de 10 uL de produto de PCR e o sequenciamento das amostras foi
terceirizado pela empresa MACROGEN INC., (Seul, Coreia do Sul).

Os dados de sequenciamento foram alinhados e editados manualmente
no aplicativo Sequencher 4.0.1 (Gene Codes Corp. Ann Harbor, MI, USA). Nao
houve presenca de inser¢cdes ou delegdes nas sequencias obtidas. As
sequencias continham em 806 pb para COIl e 551 pb para COIl no intuito de
eliminar os dados ausentes. Para as analises subsequentes realizamos a
concatenagao dos genes mitocondriais (COI-COIIl) e dividimos as populag¢des
em cinco grupos que consideram principalmente a distribuicado geografica dos
individuos de S. zeamais. O grupo do Brasil foi formado pelos locais de coleta
dentro do territério brasileiro e do Paraguai; o Grupo de Origem e Diversidade
do Milho (ODM) foi formado por locais de coleta que compreende a Colémbia,
Peru, Panama e México; o Grupo da America do Norte é formado pelas
populagdes localizadas no EUA e a populagdo do Canada; o Grupo da
Europa/Africa compreende as populacdes destes dois continentes; e o Grupo
da Asia por populagdes provenientes do continente asiatico e uma populagdo
da Australia.

O numero de haplétipos (H), a diversidade haplotipica (Hd), a
diversidade nucleotidica (pi) e o numero médio de diferengas nucleotidicas (S)
foram estimados através do aplicativo computacional DnaSP v5 (Librado &
Rozas, 2009). Utilizando o aplicativo computacional Arlequin 3.0.1 (Excoffier et
al., 2005) realizamos os testes de neutralidade de Fs de Fu (Fu, 1997) e o D de
Tajima (Tajima, 1989). Ambos os testes sdo baseados no modelo de sitios
infinitos sem recombinacdo e revelam padrées de mutagbes aleatérias

(neutras) daquelas nao aleatdrias advindas de processos de selegao ou
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expansao populacional. Valores negativos e significativos de D ou Fs indicam
excesso de polimorfismo de baixa frequéncia e suporta a hipétese de expansao
populacional ou de selec&o purificadora, ja valores positivos e significativos de
D ou Fs significa que o polimorfismo de baixa frequéncia € menor que o
esperado e aponta para fendmenos de gargalo genético ou de equilibrio de
selecdo. Os valores nao significativos sao consistentes com a hipotese
evolugdo neutra do DNA. Ambos os testes foram realizados com 1000
permutacdes utilizando simulacdes de coalescéncia e utilizando na opc¢ao
“Haplotype Definition” o modelo de “Infer from distance matrix’. Seguindo as
recomendagdes do Arlequin a estatistica Fs de Fu sé €& considerada
significativa 95% de confianga, quando o seu P-valor ¢ inferior a 0,02.

Também no Arlequin foi realizada analise de distribuicdo de mismatch
para verificar uma possivel expansao/regressao espacial dos individuos do
caruncho-do-milho (Rogers & Harpending, 1992). Este modelo assume que
populagdes recentemente subdivididas expandem no tempo e no espacgo
aumento o numero de individuos (Ray et al., 2003). Desta forma, populacdes
em equilibrio longo e estavel devem apresentar um padrdo multimodal,
enquanto que populagdes que experimentaram uma expansado recente
apresentam geralmente uma distribuicdo unimodal (Rogers & Harpending,
1992). A analise foi realizada utilizando o modelo de expanséo espacial com
1000 permutagdes e intervalo de 95% de confiabilidade.

No Arlequin também estimamos através da AMOVA (Excoffier et al.,
1992) os parémetros de variancia molecular ®st, dct e dsc de acordo com os
grupos previamente definidos por sua distribuicdo geografica, como citado
anteriormente. O valor estatistico ®st, que & definido como a correlacédo entre
hapldtipos retirados ao acaso dentro de uma populagdo em relagéo ao total de
haplétipos do organismo estudado, gerando uma medida de variancia entre as
populagdes (localidades) estudadas. O ®ct que é definido como a correlagao
entre haplétipos retirados ao acaso dentro de um grupo da populagdo em
relacdo ao total de haplétipos do organismo estudado, estimando a
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variabilidade genética dentro das populagdes (localidades) estudas e o dsc que
€ definido como a correlagao entre haplétipos retirados ao acaso de dentro de
um grupo de populagdes em relagcdo ao total de haplétipos do organismo
estudado de uma regido, ou seja avalia a variabilidade dentro populagbes
(localidades) estudas (Excoffier et al., 1992)

Para estabelecer as conexdes genéticas entre haplotipos e tentar
reescrever as possiveis rotas de dispersées do caruncho-do-milho, nds
construimos redes de hapldtipos baseadas na estatistica de maxima
parciménia (Templeton et al., 1992), utilizando o aplicativo computacional TCS
1.21 (Clement et al., 2000), e na estatistica de “Median Joining” (Bandelt et al.,
1999) utilizando o aplicativo computacional NETWORK 4.5.0.2 (Fluxus
Technology, Sudbury, UK). As ambiguidades geradas foram resolvidas pelos
critérios baseados na geografia das populagcdes e na teoria da coalescéncia

como proposto por Crandall & Templeton (1993).

2.4. Preparo de banco de dados para estudos populacionais

Os dados de microssatélites foram coletados em 264 individuos de
caruncho-do-milho (S. zeamais), obtidos em 11 locais de coleta (Figura 1). Os
marcadores utilizados, as condicdes de amplificacdo e o processo de
genotipagem foram os mesmos desenvolvidos e descritos por Corréa et al.
(2012).

Identificacdo e edicdo dos fragmentos foi realizada no programa
GeneMapper v.4.0 (Applied Biosystems), os testes de equilibrio de Hardy-
Weinberg e desequilibrio de ligacdo foram estimados pelo programa Fstar
(Goudet, 2002) e a frequéncia de alelos nulos utilizando o aplicativo MICRO-
CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al.,, 2004). Também foi estimado o
numero de alelos por locus, numero de alelos privados, a heterozigosidade
meédia observada, a heterozigosidade média esperada para cada populagao foi
estimado utilizando o programa GDA verséo 1.1 (Genetic Data Analysis) (Lewis
& Zaykin 2001).
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Para as andlises entre populagbes foram estimados os indices de
fixagdo dentro das populagdes (Fjs), indice de fixagao total (F;r) e divergéncia
genética entre populagdes (Fst) (Weir & Cockerham, 1984), além do indice Gsr
(Nei, 1973) e a estimativa Rst (Slatkin, 1995) utilizando o software Fstat
(Goudet, 2002). Para estas analises foi utilizado o método de reamostragem
‘bootstrap”, com 95% de intervalo de confianga, com 1000 permutagdes.
Analises de variancia molecular (AMOVA), para diferengas intra e
interpopulacional, foram realizadas com o aplicativo Arlequin 3.1.0 (Excoffier et
al.,, 2006) os parametros de variancia molecular ®st, dct e dsc (descritos
anteriormente) com significancia testada de 1000 permutagbes. Também foi
obtida uma matriz de pares de Fsr (Weir & Hill, 2002) entre as 11 populacdes
com o fluxo génico médio estimado a partir de Nm=[1/(Fsr -1)]/4 (Whitlock &
Mccauley, 1999) e o numero absoluto de migrantes (M=2Nm) entre as
populag¢des estimados com base no Fsr (Excoffier et al., 2006). Posteriormente,
uma arvore de Neighbor-Joining, gerada com base na distadncia genética Dy
(Nei et al., 1983), foi construida com o aplicativo computacional Populations
1.2.3.0 (Langella, 1999), também com significAncia testada de 1000
permutacoes.

Utilizando o aplicativo Structure v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000) n6s ainda
exploramos a distribuicdo de variagdo genética do caruncho-do-milho através
de uma estimativa do niumero de grupos bayesianos (K) que abrangesse os 11
locais de amostragem genotipados. Este aplicativo utiliza uma abordagem
Bayesiana, baseado na cadeia de Monte Carlo Markov (MCMC), que agrupa
individuos dentro de grupos (K) que privilegiam o equilibrio de Hardy-Weinberg
e o desequilibro de ligagcao entre os marcadores dentro do mesmo grupo. Para
isso, realizamos 20 corridas, com um burnin conjunto de 250.000 replicagbes
seguidas por 750.000 de passos de MCMC para um numero de grupos
variando de K=2 a K=14. Para a obteng¢ao do melhor K, utilizamos os critérios
de In [Pr (X|K)] (Pritchard et al., 2000) e AK (Evanno et al., 2005).
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3. RESULTADOS
3.1. Analise do mtDNA para S. zeamais

O total de 18 haplétipos evidenciados nos 261 individuos de S. zeamais
sequenciados, gerou uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,720, uma
diversidade nucleotidica (pi/) de 0,0012 e um numero médio de diferengas
nucleotidicas (k) igual a 1,679 (Tabela 1). Ja as medidas de diversidade
nucleotidicas (Hd, pi e k), geradas para cada grupo previamente determinado
de acordo com a origem geografica, ndo demonstraram diferengas importantes
entre os grupos estudados. No entanto, aparentemente os grupos do Brasil e
da Asia mostraram maior diversidade haplotipica em relacdo aos grupos da
América do Norte, ODM e Europa/Africa (Tabela 1).

Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, n&do foram
significativos avaliando-se os individuos como um todo ou quando divididos em
grupos (Tabela 1). Estes resultados indicam que os polimorfismos encontrados
estdo de acordo com o modelo de neutralidade proposto por Tajima (1989) e
que as populacbes de S. zeamais estudadas de maneira geral ndo se
encontram em condi¢gdes expansado populacional (Fu, 1997), o mesmo
acontecendo quando divididas em grupos (Tabela 1).

Os graficos de distribuicdo mismatch para os valores observados e
simulados para expansao espacial ndo foram significativos para os individuos
de S. zeamais quando avaliados como um todo ou quando divididos em grupos
(SSD < 0,02681, p > 0,16; Raggdeness < 0,21216, p > 0,38) (Figura 2). Este
resultado € um indicio de expansao/regressdo espacial de S. zeamais nos
locais amostrados, visto que a hipotese nula de padrao unimodal das curvas

nao foi rejeitada.
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Tabela 1. Medidas de diversidade nucleotidica e testes estatisticos de neutralidade para fragmentos concatenados
dos genes mitocondriais citocromo oxidase ¢ subunidade | e citocromo oxidase ¢ subunidade Il (COI-COIl) de
Sitophilus zeamais.

Tamanho Numerode Diversidade Diversidade Numero médio de Numero de D de Tajima Fs de Fu

Grupos amostral haplétipos  de haplétipos nucleotidica diferencas sitios variaveis (p valor) (p valor)
(H) (Hq) (pi) nucleotidicas (k) (S)

Geral 261 18 0,720 0,0012 1,679 16 -0,892 (=0,19)  -6,371 (=0,03)
Brasil 143 8 0,704 0,0013 1,766 10 -0,055 (=0,53) 0,465 (=0,62)
ODM 37 5 0,553 0,0005 0,718 4 -0,611 (=0,31)  -1.292 (=0,18)
A. do Norte 20 4 0,500 0,0010 1,400 6 -0,549 (=0,30) 0,803 (=0,68)
Europa/Africa 30 4 0,586 0,0007 0,915 4 -0,241 (=0,44) 0,187 (=0,53)
Asia 31 7 0,712 0,0009 1,234 6 -0,504 (=0,34)  -1,950 (=0,12)
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Figura 2. Distribuicdo espacial de mismatch para os individuos de S. zeamais
como um todo ou quando divididos em grupos de acordo com os locais de
coleta. As analises foram geradas com intervalo de confianga de 95% e 1000

replicacbes de bootstrap. Linhas solidas (—) valores observados; linhas

interrompidas (— — ~) valores esperados e linhas pontilhadas (

confianga 95%.
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A andlise de variancia molecular (AMOVA) dos haplétipos encontrados
nos individuos de S. zeamais considerando dois niveis hierarquicos indicou
elevada variagao dentro dos grupos (79,06%, ®st= 0,209) e consequente baixa
variagcédo entre os grupos (20,94%). Quando a AMOVA foi dividida em grupos
(trés niveis hierarquicos) de acordo com a distribuicdo geografica dos
individuos, a maior parte da variacdo ainda ficou dentro das populagdes
(Tabela 2).
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Tabela 2. Analise de variancia molecular (AMOVA) para estrutura genética de
populagdes de S. zeamais utilizando marcadores mitocondriais.

o Soma de Componente Variancia Indice de
Fonte de variagao GL cn . o
quadrados de variancia (%) Fixagao
Dois niveis
hierarquicos
Entre grupos 4 38,87 0.1896 Va 20.94 ®s7=0,209
Dentro dos grupos 256 183,35 0,7192 Vb 79,06
Total 260 218,23 0,9055
Grupo Brasil vs geral
Entre grupos 1 29,97 0,2064 Va 21,63 ®cr=0,216
Entre populagoes 3 489 0,0315 Vb 3,30 Dsc=0, 042
dentro de grupos
Dentro de populagdes 256 183,35 0,7162 Vc 75,06 ®s7=0,249
Total 260 218,23 0,9541
Grupo ODM vs geral
Entre grupos 1 7,81 -0,0357 Va -4,05 ®c1=-0,040
Entre populagoes 3 489 0,2031 Vb 22,99 Psc=0,221
dentro de grupos
Dentro de populagdes 256 183,35 0,7162 Vc 81,06 ds=0,189
Total 260 218,23 0,8836
Grupo Asia vs geral
Entre grupos 1 6,79 -0,0325Va -3,69 ®c7=-0,036
Entre populagoes 3 28,07 0,2002Vb 2265  ®sc=0,219
dentro de grupos
Dentro de populagdes 256 183,35 0,7162 Vc 81,03 ®s7=0,190
Total 260 218,23 0,8838
Grupo Velho mundo vs
novo Mundo
Entre grupos 1 12.74 0,0403Va 4,37 ®c1=0,043
Entre populagGes 3 2212 0,1673Vb 18,11 ®sc=0,189
dentro de grupos
Dentro de populagdes 256 183,35 0,7162 Vc 77,52 ®s7=0,225
Total 260 218,23 0,9239
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A analise da rede de hapldtipos gerou um total de 18 haplotipos nos 261
individuos de S. zeamais analisados dentro dos 55 locais de coleta (Tabela 3 e
Tabela 4). O haplétipo H1 foi o mais frequente, presente em 47,5% dos
individuos de S. zeamais amostrados, e amplamente distribuido em todos os
grupos amostrados. O haplétipo H2 foi presente em maior nimero no grupo do
Brasil, mas também ocorreu em individuos de Richvale, CA, EUA (grupo da
Ameérica do Norte). O mesmo ocorre com o haplétipo H3 que é presente em
individuos no grupo do Brasil, no grupo de origem e domesticagdo do milho-
ODM (Lima, Peru) e no grupo da Europa/Africa (Maputo, Mocambique). O
haplétipo H4 também teve alta frequéncia com 20,7% dos individuos
amostrados, no entanto, assim como os haplétipos H5, H6, H7 e H8 foram
restritos ao grupo formado por individuos coletados no territorio brasileiro
(Tabela 4). Os haploétipos H9 e H10 sao restritos ao grupo de origem e
domesticacdo do milho (ODM) e o haplétipo H11 é encontrado em individuos
do Villa de Leyva, Colébmbia (grupo ODM) e Mapula, Mogambique (grupo
Europa/Africa). O haplétipo H13 possui individuos representantes nos grupos
da America do Norte, Europa/Africa e Asia. Ja os haplétipos H14, H15, H16,

H17 e H18 sao restritos a individuos coletados no grupo da Asia (Tabela 4).
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Tabela 3: Locais de origem e haplétipos mitocondriais (COI-COIl) de S.

zeamais.
Local de origem Haplétipos (n) Latitude Longitude
GRUPO DO BRASIL
Eldorado do Sul, RS, Brasil H1 (6) 30°05'52"S  51°39'08"W
Passo Fundo, RS, Brasil H1 (5) 28°13'49" S 52°24' 14" W
Tunapolis, SC, Brasil H1 (5) 26°58'08"S  53°38'20"W
Guarapuava, PR, Brasil H1 (1), H4 (4) 25°23'42"S  51°27'48"W
Jacarezinho, PR, Brasil H3 (5), H4 (1) 23°09'39"S  49°58'08"W
S.J. do Rio Pardo, SP, Brasil H1 (5) 21°35'45"S  46° 53'20"W
Votuporanga, SP, Brasil H2 (1), H3 (1), H4 (3) 20°25'22"S  49°58'22"W
Juiz de Fora, MG, Brasil H3 (5) 21°40'20"S  43°20'40"W
Canaa, MG, Brasil H2 (5) 20°41'09"S  42°37'12"W
Sete Lagoas, MG, Brasil H4 (6) 19°27' 57" S 44° 14' 49" W
Maracaju, MS, Brasil H1 (3) 21°36'50"S  55°10'04"W
Vicentina, MS, Brasil H2 (7) 22°24'32"S  54°26'09"W
Cuiaba, MT, Brasil H1 (1), H4 (1), H8 (1) 15°35'45"S  56° 05'49"W
Agua Boa, MT, Brasil H1 (1), H4 (3) 14°03'00"S  52°09'39"W
Rio Verde, GO, Brasil H4 (7) 17°47'52"S  50° 55'40" W
Turvania, GO, Brasil H1 (3), H2 (1) 16°36'50"S  50°08' 02" W
Barreiras, BA, Brasil H4 (4) 12°09'10"S  44°59'24"W
Teresina, PI, Brasil H4 (4) 05°05'20"S  42°48'07"W
Balsas, MA, Brasil H3 (1), H4 (3) 07°31'58"S  46° 02'09"W
Sao Cristovao, SE, Brasil H1 (1), H4 (4) 11°00'54"S  37°12'21"W
Maragogi, AL, Brasil H4 (1), H5 (2), H6 (1), H7 (1) 09°00'44"S  35°13'21"W
Sao Joao, PE, Brasil H3 (2), H4 (4) 08°52'33"S  36°22'01"W
Jodo Pessoa, PB, Brasil H3 (2) 07°05'00"S  34°50'00"W
Gurupi, TO, Brasil H4 (5) 11°43°'44”S  49° 04’ 08" W
Vilhena, RO, Brasil H1 (5) 12°47°19°S  60° 05 39" W
Cruzeiro do Sul, AC, Brasil H1 (2), H3 (1), H4 (2) 07°37°51” S 72°40' 127 W
Rio Branco, AC, Brasil H1 (1), H3 (2), H4 (3) 09°58 30"S  67°48 36"W
Pedro J. Caballero, Paraguai  H1 (7) 22° 34’ 50" S 55° 37 17" W
Amambay, Paraguai H1 (6) 22°17°00” S 56° 33’ 00" W
GRUPO DE ORIGEM E DOMESTICACAO DO MILHO (ODM)

Ciudad Panama, Panama H1 (9) 08°58 40"N  79°32'23"W
El Manzano, Colémbia H1 (3), H9 (1) 04°40'31"N  73°52'45"W
Villa de Leyva, Coldmbia H9 (3), H11 (2) 05°38°00"N  73°32°00"W
La Hormiga, Colédmbia H1 (4) 00°25'00"N  76°54'00" W
Lima, Peru H1 (4), H3 (1) 12°02' 06" S 77° 01 07" W
Tlatizapan, México H1 (4), H10 (6) 18°41°00"N  99° 07' 00" W
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Continuagdo Tabela 3

Local de origem Haplétipos (n) Latitude Longitude
GRUPO DA AMERICA DO NORTE
Richvale1, CA, EUA H1(1), H2 (1), H13 (2) 39° 28 38" N 121° 44’ 41" W
Richvale2, CA, EUA H1 (2), H2 (2), 39° 28 38" N 121° 44’ 41" W
Tift, GEO, EUA H1(5), H12 (1) 31°29' 45" N 83° 31" 35" W
Manhattan, KS, EUA H1 (2) 39°11'30" N 96° 35' 30" W
Ottawa, Canada H1 (4) 45° 25'24"N  75°40'24" W
GRUPO DA EUROPA/AFRICA
Maputo, MP, Mogambique H1 (6), H3 (1) 18°3500"S  32°35'00"E
Mapula, CD, Mogambique H11 (4) 11°92'05" S 39° 81' 96" E
Bangangte, Camarodes H1 (4) 05° 08'27" N 10°31"11"E
Garoua, Camardes H1 (4) 09° 18' 00" N 13° 24' 00" W
Berlin, Alemanha H1 (4) 52° 31' 00" N 13°23'40" E
Campobasso, Italia H13 (3) 41° 34' 00" N 14° 40' 00" E
Barcelona, Espanha H13 (4) 41° 23'20" N 02°09'32"E
GRUPO DA ASIA

Shimla, India H1 (9) 31°06' 12" N 77°10'20" E
Yangling, China H13 (3), H17(3) 34°17'00"N  108°03'42"E
Pathum Thani, Tailandia H1 (1), H15 (3), H16 (1)  14° 01' 15" N 100° 31' 29" E
Bangkok1, Tailandia H1 (4) 13° 45' 08" N 100° 29' 38" E
Bangkok?2, Tailandia H18 (3) 13°45'08" N 100° 29' 38" E
Brisbane, Australia H1 (2), H14 (4) 27°28' 22" S 153° 01' 40" E

n = NUumero de individuos
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Tabela 4. Representacgao e distribuicdo dos 18 haplétipos de individuos de S. zeamais encontrados em cada um dos

cinco grupos definidos de acordo com a distribuigdo geografica.

1111111
H N 1112345660000122  Grupo do Grupo ODM Grupo da A. do Grupo,da Grqpo da *Nde
1363355883668625 Brasil Norte Europa/Africa Asia grupos
8239132573691125 amostrados
H1 124 TGTCAGAGAGTTTGTA 52 24 14 18 16 5
H2 17 .. AC..AC 14 - 3 - - 2
H3 20 C.ovviiiii. 18 1 - 1 - 3
H4 54 C....... Tevenn.. 54 - - - - 1
H5 2 Covvnnn. T...C 2 - - - - 1
H6 1 C..... Gueveennnn 1 - - - - 1
H7 1 Covnnn. AT....... 1 - - - - 1
H8 1 B 1 - - - - 1
H9 4 Ce e 4 - - - 1
H10 6 ..... Bt - 6 - - - 1
H11 6 G G - 2 - 4 - 2
H12 1 AT - - 1 - - 1
H13 11 ......... A...... - - 2 7 2 3
H14 4 B - - - 4 1
H15 3 G - - - - 3 1
H16 1 Tt e e G - - - - 1 1
H17 2 ..., A...A...... - - - - 2 1
H18 3 Teeenn.. C. - - - - 3 1
Numero de Haplétipos 8 5 4 4 7
Numero total de individuos 143 37 20 30 31

H: Hapldtipo; N: Numero total do haplétipo; NAHG: * Numero de grupos que cada haplétipo foi amostrado.
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Ambos os métodos de confeccdo da rede de haplétipos, maxima
parciménia (TCS) e Median Joining (NETWORK), geraram redes exatamente
com a mesma configuragdo para os haplotipos mitocondriais encontrados nos
individuos de S. zeamais (Figura 3). O haplotipo H1 esta presente na regiao
central da rede, € o mais frequente e é amplamente distribuido no mundo.
Essas caracteristicas possibilitam sugerir o mesmo como haplétipo ancestral
dentro do conjunto de haplétipos amostrados de S. zeamais (Figura 3). A rede
ainda possui quatro ambiguidades resolvidas de acordo com os critérios de
Crandall &Templeton (1993). A ambiguidade gerada pelos haplétipos H15, H16
e haplétipo faltante foi resolvida considerando que H15 e H16 pertencem a
mesma populagdo Pathum Thani (Tailandia) Ambiguidade entre os haplétipos
H9, H11 e H15 foi resolvida pelos mesmos critérios da ambiguidade anterior
visto que os hapldtipos H9 e H11 pertencem a populagcéo de Villa de Leyva
(Colébmbia), o0 mesmo ocorrendo para a ambiguidade entre os haplétipos H10,
H13 e H17; ja que os hapldtipos H13 e H17 pertencem a populacdo de
Yangling (China). A ambiguidade entre os haplétipos H8, H12 e H14 foi
resolvida pelo critério de frequéncia e assim os haplétipos H12 e H14

permaneceram ligados.
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Figura 3. Rede de haplétipos da concatenagdo dos genes COIl e COIll de S.
zeamais gerada pelos aplicativos computacionais TCS e NETWORK. Os
numeros descritos referem-se aos haplétipos das sequencias descritas na
Tabela 4. Cada linha solida representa um evento de mutagdo e as linhas
pontilhadas representam homoplasias resolvidas pelos critérios de Crandall &
Templeton (1993) e os circulos vazios haplétipos ndo amostrados ou extintos.

3.2. Marcadores de microssatélites

Dos 10 marcadores de microssatélites descritos e otimizados por Corréa
et al. (2012) trés ndo foram utilizados nas analises subsequentes. O locus
1B10, como descrito por Corréa et al., (2012), se mostrou monomorfico para os
individuos aqui testados. O locus 1B1 apresentou sérias falhas de amplificagao,
sendo assim optamos por nao utiliza-lo nas analises subsequentes. O lécus
1A1 apresentou alta frequéncia de alelos nulos nas populagbes testadas
(Oosterhout = 0,2723) o que impossibilita a utilizaggo do mesmo como
marcador de variabilidade genética populacional devido a individuos
heterozigotos serem erroneamente identificados como homozigotos para os loci
onde a presenga deste tipo de alelos é confirmada. Os resultados para os
testes de desequilibrio de ligacdo e para o equilibrio de Hardy-Weinberg, apds
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a correcdo de Bonferroni apresentaram valores maiores que 0,00065 e
0,002381, respectivamente, para pelo menos uma das populag¢des estudadas.
Assim eles podem ser utilizados como marcadores genéticos independentes e
neutros como é desejavel em estudos de variabilidade genética.

Os individuos dos 11 locais amostrados presentaram um baixo numero
medio de alelos por locus de 3,58 com baixa heterozigosidade média esperada
e variando de 0,55 e 0,44, respectivamente (Tabela 5). Ndo houve grande
amplitude nos resultados apresentados indicando diversidade similar entre os
locais estudados (Tabela 5). Com excecdo da CON, todas as populagbes
registraram uma maior heterozigosidade esperada (He) em relacdo a
observada (Ho) apresentando um maior numero de homozigotos nas
populagdes do que o esperado pelo HWE. No entanto, foram encontrados 15
alelos privados divididos entre os individuos de ELD (5), VIC (2), PLA (1), PAL
(1), MEX (1), COB (1), CAL (1) e MOC (3) o que contribui para diferenciagéo

genética entre as populagdes estudadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas das 11 populagbes amostradas de S. zeamais, para
sete locos polimérficos de microssatélite: tamanho médio da amostra sobre
todos os locos (n); numero médio de alelos por locos (A/loco); numero de alelos
privados (Apriv.); heterozigosidade esperada (Hg); heterozigosidade observada

(Ho); e coeficiente de endogamia (F;s) (Wright, 1951).

Populagao (codigo) n Al/loco Apry. He Ho Fis
Brasil

Eldorado do Sul, RS, Brasil (ELD) 21,00 5,00 5 0,63 0,42 0,34

Vigosa, MG, Brasil (VIC) 20,29 3,86 2 0,64 0,39 0,38

Planaltina, DF, Brasil (PLA) 22,14 3,71 1 0,61 0,33 0,46

Palmas, TO, Brasil (PAL) 20,71 3,86 1 0,59 0,49 0,17

Colbnia do Piaui, PI, Brasil (CON) 22,29 3,57 0 0,56 0,58 -0,03

Média 21,29 4,00 9* 0,61 0,46 0,27

Origem e Diversidade do Milho

Tlatizapan, México (MEX) 20,50 3,00 1 0,59 0,52 0,12

Ciudad Panama, Panama (PAN) 19,00 3,71 0 0,56 0,35 0,36

La Hormiga, Colémbia (COB) 19,57 3,00 1 0,43 0,32 0,27

Média 19.69 3,24 2* 0,52 0,40 0,24

América do Norte

Richvale, CA, EUA (CAL) 20,86 3,43 1 0,51 0,43 0,17
Asia

Shimla, india (IND) 20,29 3,00 0 0,57 0,53 0,07
Africa

Mapula, CD, Mogambique (MOC) 21,57 3,29 3 0,59 0,52 -0,19

MEDIA 20,75 3,58 15** 0,55 0,44 0,20

* Refere-se a soma dos alelos privados; ** Refere-se a soma de todos os alelos

privados

A anadlise de variancia molecular (AMOVA) demonstrou que nos 11

locais estudados a maior parte da diversidade esta dentro das populacdes

(86,59%, ®s1=0,134). Quando subdividimos os locais amostrados em grupos, a

maior parte da variacdo ainda foi alojada dentro de populagbes (85,80%,

®s1=0,142), sendo apenas 4,10% e 10,11% da variabilidade explicada entre os
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cinco grupos e entre populagdes dentro do mesmo grupo, respectivamente
(Tabela 6).

Avaliamos ainda a contribuicdo dos grupos na estrutura genética dos
individuos amostrados, no entanto, a maior parte da variabilidade ainda
continuou sendo explicada dentro das populagbes (Tabela 6), confirmando a

baixa diferenga genética entre as populagdes dos locais amostrados.

Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) para estrutura genética de
populagdes de S. zeamais utilizando marcadores de microssatélites.

Fonte de variagdo GL Soma de Quadrado Indice de Variancia
quadrados médio Fixagao (%)

Dois niveis hierarquicos
Entre populagdes 10 119,34 0,2566 Va  ®g1=0,134 13,41
Dentro de populagdes 517 726,32 1,6583 Vb 86,59
Total 527 845,67 1,9150
Trés niveis hierarquicos
Entre os cinco grupos 4 63,31 0,0791Va ®:1=0,041 4,10
Entre populagoes dentrode g 56,04 0,1954Vb ®¢:=0,105 10,11
grupos
Dentro de populagdes 517 726,32 1,6583Vc ®g1=0,142 85,80
Total 527 845,67 1,9328

De acordo com os indices de diversidade, a diferenga genética entre os
11 locais estudados € moderada (Gsr=0,108; Fsr=0,121). Ja quando dividimos
em grupos, de acordo com a localizagdo geografica, os locais de coleta dentro
do grupo ODM (n = 3) apresenta diferenga moderada entre as populagdes (Gsr

= 0,123; Fsr= 0,192), enquanto os locais de coleta dentro do grupo do Brasil (n

5) apresentam baixa diferenga genética entre as populagdes estudadas (Gsr

0,032; Fsr = 0,041). Também existe baixa diferenciagdo genética quando
avaliamos a diferenga entre grupos: Brasil vs geral e ODM vs geral (Tabela 7).
O coeficiente de autozigosidade (Ft) e o coeficiente de endogamia (Fis) nao
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variaram entre as populagdes, com valores positivos e superiores a 0,29 e 0,2
respectivamente, mostrando que existe um nivel significativo de endogamia dos

individuos estudados (Tabela 7).

Tabela 7. indices de diversidade genética Gsr (Nei, 1973); Fir, Fsre Fis (Weir &
Cockerham, 1984) e Rst (Slatkin, 1995) obtidos no Fstat para diferentes grupos
de dados.

Grupo (tamanho) GST Fir Fst Fis RST(qoodman)
Geral (11) 0,108 0,299* 0,121* 0,203" 0,09
Brasil (5) 0,032 0,297 0,041* 0,267 0,03
ODM (3) 0,123 0,400 0,192* 0,258* 0,15
Brasil vs geral 0,023 0,307 0,045* 0,275* 0,03
ODM vs geral 0,017 0,306* 0,034* 0,282* 0,02

* Significativo a p < 0,05;

A tabela 8 mostra as divergéncias genéticas e a analise do numero de
migrantes (M=2Nm) entre as populagdes estudadas, utilizando o indice Fsr
(Weir & Hill, 2002), através de comparacdes de pares a pares (p < 0,05). Os
dados das divergéncias genéticas e da estimativa do numero de migrantes séo
inversamente correlacionadas, uma vez que quanto menor a distancia genética
entre duas populacdes, maior tende a ser numero de migrantes entre elas. A
populagcao mais divergente foi aquela proveniente de individuos coletados em
COB com Fgsr significativo quando comparado a todas as outras populagdes e
variando entre 0,1125 a 0,2568 e a maior divergéncia encontrada foi entre as
populagcdes de CAL e MOC com Fsr estimado de 0,2755 (Tabela 8). Ja a
populacadto MEX foi a que menos divergiu das populacbes testadas,
apresentando valores significativos de pares de Fst apenas para as populagdes
de COB, MOC e PAL (Tabela 8).
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Tabela 8. Tabela de matriz de pares de Fsr (Weir & Hill, 2002) entre populagbes (metade inferior) e niumero absoluto
de migrantes (M=2Nm) entre populag¢des (metade superior) estimado com base em Fsr. Os cddigos das populagdes
estdo identificados na Tabela 7.

CAL MEX PAN coB VIC ELD PAL PLA CON MOC IND

CAL - 4,6294 1,4473 2,3144 2,2804 1,9640 2,7764 2,0865 1,3152 2,1657
MEX -0,0272 - 3,8634 - 45,2659 11,9075 - - 4,8168 -

PAN 0,0975* -0,0183 2,6752 18,9735 9,1188 26,5215 10,7949 26,9117 2,0483 9,9921
CcOoB 0,2568* 0,1146* 0,1575* 2,4033 2,7507 2,6060 2,9998 2,6084 2,8621 2,5407
vicC 0,1777* -0,0048 0,0528* 0,1722* 20,6094 30,0714 18,5766 9,1396 3,3147 39,7833
ELD 0,1798* 0,0109 0,0520* 0,1538* 0,0237 11,2886 244,2262 10,6316 4,1413 16,4957
PAL 0,2029* 0,0403* 0,0185 0,1610* 0,0164 0,0424* 21,3427 14,7175 2,6643 14,5313
PLA 0,1526* -0,0149 0,0443* 0,1429* 0,0262 0,0020 0,0229 8,4738 13,5951 13,5597
CON 0,1933* -0,0099 0,0182 0,1609* 0,0519* 0,0449* 0,0329* 0,0557* 2,3515 -

MOC 0,2755* 0,0940* 0,1962* 0,1487* 0,1311* 0,1077* 0,1580* 0,1221* 0,1753* 4,7757

IND 0,1876* -0,0252 0,0477* 0,1644* 0,0124 0,0294* 0,0333* 0,0356* -0,0036 0,0948*

Legenda: (*) Significativo (p < 0,05); (-) Estimativas ndo calculadas (infinito).
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A arvore de Neighbor-Joining gerada com base na distadncia genética
de Nei et al. (1983) apresentou valores de bootstrap >75 apenas em dois
ramos. O primeiro foi aquele que agrupa as populagdes de CAL e MEX com
valor de bootstrap 94 e o segundo para as populagdes de MOC e COB com
valor de bootstrap 77. Todos os outros ramos revelaram valores de

bootstrap inferiores a 50 (Figura 4).

PAL

ViC

CAL
Moc

0,02

coB

Figura 4. Arvore ndo enraizada de Neighbor-Joining gerada com base na
distancia genética Ds (Nei et al., 1983). Em azul, populagées do grupo do
Brasil, em vermelho, popula¢des do grupo ODM (Origem e diversidade do
milho) e, em laranja claro, as populagbes de Mapula, Mogambique (MOC) e
a populacdo Shimla, india (IND). Sd0 mostrados os valores de bootstrap
maiores que 50.
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A estrutura genética entre os locais estudados foi determinada
utilizando o programa STRUCTURE v 2.2 (Pritchard et al., 2000; Falush et
al., 2007). A convergéncia entre as analises foi realizada seguindo o modelo
de Admixture, obtida por [Pr(X|K)] (Pritchard et al., 2000) gerou um K=6
(média de In[Pr(X|K)]= -3255,36 + 82,03), enquanto o método sugerido por
Evanno et al. (2005) através de AK convergiu para K=3 (média de
In[Pr(X|K)]=-3647,42 + 23,79) (Figura 5). Estes resultados reafirmam a baixa

divergéncia genética entre os grupos e alta diversidade dentro dos grupos.
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Figura 5. Agrupamentos populacionais identificados pelo programa Structure
com base em sete loci de microssatélites: (A) In[Pr(X|K)] e (B) AK (AK com K
2 a 14 com 1.000.000 simulagdes).

Considerando K = 3, os individuos se agruparam de acordo com sua
origem geografica, com excegao os individuos provenientes da populagéo
de COB que se agruparam com os individuos de MOC e IND (Figura 6). Os
individuos provenientes do grupo do Brasil apresentam caracteristicas
préprias, no entanto, parece existir igual contribuicdo na variabilidade
genética das populagdes do Brasil dos individuos provenientes do grupo
ODM (principalmente, MEX e PAN) e das popula¢gdes de MOC e IND. Ja a

populacao de CAL foi aquela que mais divergiu das populacgdes brasileiras.
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Figura 6. Grafico obtido do aplicativo STRUCTURE conduzida para
individuos de S. zeamais, com K = 3. Cada grupo (K) com suas
similaridades alélicas representadas por uma cor, cada individuo é
representado por uma barra vertical.

4. DISCUSSAO
4.1. Marcadores mitocondriais de S. zeamais e S. oryzae

Os valores moderados de diversidade haplotipica (Hd) e baixos de
diversidade nucleotidica para os individuos de S. zeamais caracteriza um
modelo de rapida expansao geografica (Grant & Bowen, 1998), resultado
confirmado pela distribuicdo de mismatch que apresentaram valores de p
nao significativo para ambos os indices r e SSD, o que nao rejeita 0 modelo
de expansao espacial dos individuos de S. zeamais. O formato de “estrela”
da rede de hapldtipos também é forte indicio da recente expanséao
geografica da espécie. A recente expansao geografica dos individuos de S.
zeamais pode estar diretamente ligada ao aumento das areas plantadas de
cereais no mundo (Monfreda et al., 2008). Especificamente na América do
Sul, o aumento de plantios de cereais em regides centrais do continente
ocorreu a partir de da década de 1980, com a introdugcdo de novas
variedades principalmente de trigo, arroz e milho tolerantes a temperaturas
mais altas e a solos mais acidos. Nossos resultados para os marcadores
mitocondriais encontraram diversidade mitocondrial similar entre os
individuos de S. zeamais e outros representantes da familia Curculionidae
considerados pragas (Kim & Sappington, 2004; Anducho-Reyes et al.,
2008).
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A diversidade haplotipica dentro dos grupos de S. zeamais apontou
valores marginalmente maiores para os grupos do Brasil e da Asia em
relagdo aos outros grupos, principalmente da América do Norte. Este padrao
de maior diversidade do grupo da Asia é esperado devido a Asia ser o local
de origem do género Sitophilus (Plarre, 2010) e varios estudos envolvendo
dispersao de espécies, incluindo insetos, apontam maior diversidade
genética em areas de origem em relagcdo as areas de colonizagdo mais
recente (Cox, 2004; Puillandre et al., 2008; Valade et al., 2009). No entanto,
isso ndo foi demonstrado com tanta clareza para S. zeamais, onde a
diversidade haplotipica é similar entre o grupo da Asia e do Brasil e o déficit
de variabilidade em outras regides nao € acentuado. Além disso, o indice de
fixagcdo ®Psc = 0,042, que aponta a variabilidade dentro dos locais de coleta,
foi menor quando testado o grupo do Brasil em relagdo ao geral,
demonstrando que o Brasil € o componente mais importante da variabilidade
populacional dentro dos grupos amostrados. Duas hipdéteses sdo aceitas
para explicar a diversidade similar das espécies invasoras nos locais de
origem e em locais recém-colonizados (Cox, 2004). A primeira € um numero
elevado de insetos migrantes das areas de origem para as areas de
colonizagdo. A segunda seriam eventos diversos e continuos de introdugéo
como discutido anteriormente. A segunda hipdétese € suportada pela
AMOVA, visto que, a mesma indicou que a maior parte da variabilidade
genética esta dentro das populagbes e nédo entre populagdes, tanto para
dois niveis hierarquicos (®st = 0,209), quanto para trés niveis hierarquicos
(dPst < 0,249), onde foi testado cada grupo isoladamente em relagao ao
geral. Especificamente no grupo do Brasil, a diversidade similar de S.
zeamais em relacdo ao grupo da Asia pode ser explicada pela melhor
adaptacao de S. zeamais a climas mais quentes e umidos e, em segundo
plano, a preferéncia de hospedeiro, j4 que o milho é o principal cereal
cultivado no territério brasileiro em area plantada e volume de grao
produzido (Corréa et al., 2013).

O hapldtipo H1 foi extremamente frequente nos individuos

amostrados de caruncho-do-milho e amplamente distribuido em todas as
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regides de coleta no mundo, podendo sugerir o mesmo como haplétipo
ancestral dos individuos amostrados. No entanto os haplotipos localizados
nas por¢des mais exteriores da rede ndo apresentam estrutura genética que
permita inferéncias mais profundas sobre a distribuicdo histérica do
caruncho-do-milho no Brasil e no mundo. A impossibilidade de inferir as
rotas de dispersado histérica do caruncho-do-milho, através da analise de
rede de haplétipos, pode estar relacionada a eventos multiplos e constantes
de colonizagao destes insetos nas regides produtoras de grdos no planeta.
Especificamente para S. zeamais, este €& um contexto amplamente
aceitavel, visto que o transporte de graos entre regides produtoras é
extremamente comum, até mesmo em escalas globais. Além disso, a
biologia reprodutiva deste inseto favorece sua dispersdo em massas de
graos, ja que as fémeas colocam seus ovos dentro dos graos e as fases
jovens passam todo o seu ciclo no interior dos graos, utilizando o mesmo
com alimento e abrigo (Hagstrum et al., 1996; Rees, 1996). Também
existem constantes relatos de insetos adultos, que possuem grande
longevidade, alimentando-se e desenvolvendo-se em varios hospedeiros
alternativos como frutas e legumes (Delobel & Grenier, 1993), o que pode
favorecer sua dispersdo e manutencao em areas de colonizacao recente.

Outra peculiaridade, das espécies-praga do género Sitophilus, que
pode ter resultado na impossibilidade de inferir a distribuicdo historica
através de marcadores do mtDNA € a presenga de simbiontes celulares
(Heddi et al., 1999; 2001). Estes, assim como as mitocéndrias, sao
herdados por origem materna e podem indiretamente resultar em selegao
positiva do material mitocondrial levando a uma falta de concordéancia entre
os padroes histéricos de dispersdo das espécies e o0s marcadores
mitocondriais (Hurst & Jiggins, 2005; Ballard & Melvin, 2010). Este efeito
nao foi percebido nos testes de neutralidade realizados (D de Tajima e Fs
de Fu). No entanto, este contexto deve ser melhor explorado em estudos
futuros e ndo pode ser descartado, pois essa relagao parasitica/simbidtica
parece ainda ser bastante recente dentro do género Sitophilus (Heddi et al.,
2001; Cornord et al., 2008; Plarre, 2010).
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4.2. Marcadores nucleares de S. zeamais

A diversidade alélica encontrada nos individuos de S. zeamais foi
similar a aquelas encontradas em outros coledpteros—praga (Sallé et al.,
2003; Kim & Sappington, 2004; Kim & Sappington, 2005; Guzman et al.,
2010). Nao houve grande diferenca do numero de alelos por locus entre 11
locais avaliados e entre os grupos previamente definidos. No entanto, a
heterozigosidade esperada foi, em 10 locais de coleta, maior que a
heterozigosidade observada revelando um excesso de homozigotos nos
individuos estudados, o que foi também apontado pelo coeficiente de
endogamia (Fis). Esse resultado pode ser explicado por caracteristicas
reprodutivas da espécie como comportamento gregario (0 macho possui
feromonio de agregacao) e forte sobreposicao de geragao, visto que o ciclo
de ovo a adulto é de 30 dias e o0 adulto se mantém apto para reprodugao por
até seis meses (Evans, 1981; Rees, 1996).

Os resultados da AMOVA, como para os marcadores mitocondrias,
revelaram que a parte da diversidade total esta dentro das populagdes (st
= 0,134), tanto quando avaliamos os 11 locais de coleta simultaneamente,
ou quando divididos em grupos, ndo sendo evidenciada estrutura genética
entre as populagdes estudadas. Este resultado também foi confirmado pela
arvore de distancia genética de Nei et al., (1983) que apresentou valores de
bootstrap aceitaveis (>75) apenas para os ramos que agrupam os individuos
da Califérnia (CAL) e México (MEX) (94) e os individuos de Colémbia (COB)
e Mogambique (MOC) (77). Ja os indices de fixagdo (Gst e Fst) apontaram
diferenca genética entre os 11 locais amostrados e quando divididos em
grupos baixa diferenca genética moderada, o que sugere grande fluxo
génico entre as populagbes amostradas principalmente entre os locais de
coleta mais préoximos geograficamente, como estimado pela diferenga
genética (Fst) e numero absoluto de migrantes (M=2Nm) de cada local de
coleta par a par (ver tabela 10). O fluxo génico entre os locais de coleta
pode estar relacionada com o transporte de graos e de seus subprodutos

infestados entre as regides amostradas e com a recente expansado dos
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plantios de cereais no mundo, principalmente o milho, principal hospedeiro
do caruncho-do-milho, que comegou a ser cultivado em escala global na
década 1950 (Monfreda et al., 2008).

Nossos resultados da estrutura populacional do caruncho-do-milho
mostram padrées semelhantes aos encontrados para outro importante
Curculionidae-praga, o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis). Esta
praga também possui maior parte da variabilidade dentro das populagdes e
alto nivel de migrantes entre os locais de coleta, que se correlacionam
significativamente com a distancia geografica (Kim & Sappington, 2006).
Desta forma, como no caruncho-do-milho, as populagbes do bicudo-do-
algodoeiro ndo estdo em equilibrio e sua atual estruturacdo genética reflete
uma série de recentes eventos de expansao devido aos niveis atuais de
fluxo génico encontrado entre as populagdes estudadas (Slatkin, 1993).

A analise de grupos no Structure apontou um K = 3, o que confirma a
pequena diferenga genética entre os locais amostrados. No entanto, aponta
uma estruturagdo geografica entre os individuos estudados, onde os
individuos podem ser organizados geneticamente mantendo um padrao de
acordo com os grupos anteriormente definidos. Isso significa que os
individuos oriundos do Brasil sdo mais parecidos geneticamente entre eles,
assim como os individuos da Califérnia (CAL), México (MEX) e Panama
(PAN) e os individuos provenientes de Mocambique (MOC) e india (IND). No
entanto, os individuos coletados na Col6émbia (COB) sao uma excegao, pois
é formada por individuos geneticamente mais similares aos individuos da
india (IND) e principalmente Mogambique (MOC) do que os individuos
oriundos do continente americano, o que sugere uma recente migragcao
entre estes locais de coleta, visto que os marcadores de microssatélites séo
eficientes em demonstrar fluxo génico recente entre os locais estudados
(Guichoux et al., 2011). Este cenario reflete com clareza a dispersao
aleatodria e a grandes distancias de individuos de S. zeamais no planeta, o
que sustenta a hipotese de grande interferéncia antrdpica na atual estrutura

genética das populagdes de caruncho-do-milho (Buckland, 1981).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos resultados demonstraram que a atual estrutura populacional
do caruncho-do-milho € provavelmente oriunda de eventos multiplos e
continuos de dispersdo e que a maior parte da variabilidade genética esta
dentro das populagdes estudas nao sendo possivel tragar rotas histéricas
para dispersao dessa espécie para o Brasil e outras regides produtoras de
cereais no planeta. Estas afirmacdes sao apropriadas pelas caracteristicas
de expansao do tamanho populacional e geografico indicadas pelas analises
geradas a partir de dados do mtDNA e também pelos indices de fixagao da
AMOVA tanto para o mtDNA quanto para os marcadores de microssatélites
que apontaram que a maior parte da variabilidade genética esta dentro das
populagdes e nao entre populagdes. Os marcadores de microssatélites,
também, indicaram baixa diferenciagdo genética e altos niveis de migrantes
entre os locais de coleta, o que demonstra o constante fluxo genético entre
as areas de plantios e estocagem de graos. Este fluxo genético € maior em
areas mais proximas geograficamente, com indicado pela analise do
Strucuture e pela tabela com os valores de Fst e o numero de migrantes que
indicaram que individuos mais proximos geograficamente compartilham
maior quantidade do material genético. No entanto, fluxo génico pode
ocorrer em regides distantes até mesmo entre diferentes continentes,
possivelmente pelo transporte de graos infestados por fases imaturas do
inseto, principal hipotese para justificar a extrema similaridade genética
entre as populagbes da Coldmbia (COB) e Mogambique (MOC). As
caracteristicas aqui relatadas das populagcbes de caruncho-do-milho sao
amplo interesse para os programas de manejo integrado desta espécie,
visto que a variabilidade dentro das populagdes é alta e o fluxo genético
entre regides produtoras € constante o que pode levar o ganho de
caracteristicas comportamentais, ecolégicas e fisiolégicas que resultem em
sérias falhas no combate desta espécie-praga em unidades armazenadoras.
Especificamente, para programas de manejo da resisténcia a inseticidas
estas informagdes sao bastante preocupantes, visto que a migracao de
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alelos que conferem aumento da sobrevivéncia a inseticidas entre as

regides produtoras é o pior cenario possivel.
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RESUMO

Fosfina € atualmente o fumigante mais empregado no controle de pragas
em unidades armazenadoras, principalmente apds a proibicdo do brometo
de metila, o que também agravou os problemas de resisténcia a este
composto entre os insetos de produtos armazenados como caruncho-do-
milho, Sitophilus zeamais, principal praga de cereais no Brasil. Apesar da
importancia da fosfina como fumigante, o seu mecanismo de toxicidade e de
resisténcia ainda sado poucos esclarecidos, no entanto a mitocondria é
amplamente reconhecida como o principal sitio de acao da fosfina. Aqui nés
exploramos a susceptibilidade de populagdes caruncho-do-milho a fosfina e
sua associagao com a taxa respiratoria e com linhagens mitocondriais
definidas a partir do sequenciamento de fragmentos dos genes citocromo ¢
oxidase subunidade | (COIl) e citocromo c oxidase subunidade Il (COIll).
Também se avaliou a acédo da fosfina na degradacao das mitocéndrias de
células musculares do inseto. Sobrevivéncia a fosfina variou entre as
populagdes estudadas, que foi negativamente correlacionada com a taxa
respiratoria € a massa corpdrea dos insetos. A exposicdo dos insetos a
fosfina ndo provocou completa lise mitocondrial, no entanto a populagao
mais resistente a fosfina exibe maior densidade mitocondrial. Reducao da
taxa respiratéria minimiza a agéo da fosfina e esta associada a ocorréncia
de maior densidade mitocondrial em células musculares. NoOs néo
detectamos associacdo entre as linhagens mitocondriais e a
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susceptibilidade fosfina, o que indica evolugdo independente entre estes
dois fatores, e impossibilidade da utilizagdo dos genes mitocondriais COIl e
COIl como marcadores moleculares de sobrevivéncia a fosfina.

Palavras-chave: Gendtipos mitocondrias, Resisténcia a Fosfina,
Marcadores Mitocondriais, Insetos de Graos Armazenados.

1. INTRODUGAO

Fosfina € o principal fumigante em uso no mundo para protegao de
graos armazenados e de outras commodities (Chaudry, 2000; Benhalima et
al., 2004). Este status é devido a eliminagdo progressiva do brometo de
metila, além de caracteristicas como amplo espectro de acgado, rapida
difusdo, baixo custo e minima agao residual (Chaudry, 2000; Wang et al.,
2006). No entanto, a alta frequéncia de aplicagdo da fosfina, aliada as
inadequadas condigdes herméticas de armazenamento, tem aumentado
drasticamente os problemas de resisténcia a fosfina em pragas de produtos
armazenados, desde o levantamento global da FAO em 1976 (Champ &
Dyte, 1976; Chaudry, 2000; Collins et al., 2003;. Pimentel et al., 2007, 2009).
Curiosamente, apesar da importancia da fosfina como fumigante e a sua
utilizagdo em larga escala, os mecanismos de toxicidade e resisténcia a
fosfina permanecem obscuros (Campbell, 2010; Nath et al., 2011).

A mitocdndria € o principal sitio de agdo da fosfina cuja toxicidade
envolve inibicdo da respiragdo aerobica, agdo que pode ser sinergizada por
desacopladores da cadeia transportadora de elétrons (Valmas et al., 2008;
Zuryn et al., 2008). Estudos in vitro com mitocondrias revelaram que o
citocromo c¢ oxidase (complexo 1V) localizado na cadeia transportadora de
elétrons é fortemente inibida pela fosfina (Chefurka et al., 1976; Nakakita,
1976). Fosfina também pode interferir em reagcdées quimicas que envolvem o
oxigénio (O;) resultando na formagao de peroxidos e aumento de radicais
livres, 0 que provoca sérios danos oxidativos a célula (Quistad et al., 2000).

Vérios estudos genéticos tém apontado que os altos niveis de
resisténcia a fosfina é controlado por mais de um gene (Li et al., 1994;

Collins et al.,, 2002; Schlipalius et al., 2008). Duas regides génicas
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nucleares, denominadas Rph1 e Rph2, foram identificadas como
responsaveis pela expressdo da resisténcia a fosfina em Rhyzopertha
dominica e analises preliminares indicam que pelo menos um destes /oci
esta diretamente ligado a mitocéndria (Kaur, 2012). Gendtipos mitocondriais
também tém sido relacionados a eficiéncia bioenergética de um organismo
(Ballard & Melvin, 2010), tolerancia a outros compostos toxicos (Sturmbauer
et al.,, 1999; Schizas et al., 2001) e infeccdo por simbiontes bacterianos
(Heddi et al., 1999; Hurst & Jiggins, 2005), gerando, quando vantajosa, um
aumento da frequéncia da linhagem mitocondrial associada e consequente
perda da diversidade genética (Hurst & Jiggins, 2005; Ballard & Melvin,
2010).

O género Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) enquadra trés das
principais pragas de produtos armazenados no mundo (Rees, 1996).
Particularmente no Brasil destaca-se Sitophilus zeamais Motschulsky 1885
(Coleoptera: Curculionidae) (Corréa et al., 2013) e um aumento alarmante
da resisténcia a fosfina foi reportado nesta espécie nos ultimos anos
(Pimentel et al., 2009) e tem sido negligenciado nos estudos de toxicidade e
resisténcia. Com isso nosso objetivo inicial foi testar em diversas
populacdes brasileiras de S. zeamais, a possivel correlagdo negativa entre
sobrevivéncia a fosfina e taxa respiratoria. Posteriormente investigar a agéo
da fosfina na degradagao das mitocéndrias, especificamente em células
musculares do térax de insetos provenientes de populagbes com diferentes
taxas de sobrevivéncia a fosfina. Também correlacionamos sobrevivéncia a
fosfina com as diferentes linhagens mitocondriais das populag¢des
estudadas. Reconhecimento de resisténcia a fosfina no caruncho-do-milho
era esperada, como foi sua associagdo com a taxa respiratéria com base
em estudos anteriores com coledpteros de produtos armazenados (Pimentel
et al., 2007, 2009, 2012). A toxicidade a fosfina associada a lise mitocondrial
também era esperada com base nos resultados obtidos com o nematoide,
Caenorhabditis elegans. No entanto, a associagdo das linhagens
mitocondriais com resisténcia a fosfina sera depende de uma associagao

significativa da historia evolutiva de ambos.

89



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Populagbes de Sitophilus zeamais

Foram utilizadas 16 populagbes de S. zeamais provenientes de
armazéns de graos de diferentes cidades brasileiras em sua maioria
coletadas entre os anos de 2008 e 2011 (Fig. 1). As populagbes foram
multiplicadas a partir de um numero minimo de 200 insetos adultos contidos
nas amostras de campo e sao mantidas em trés réplicas em potes de vidro
(1,5L) contendo milho isento de inseticidas em condigdes controladas de
temperatura (27 £ 2°C), umidade relativa (70 + 10%) e fotoperiodo (LD
12:12).

- Passo Fundo

- Guarapuava

- Votuporanga

- Juiz de Fora

- Canaa

- Vicentina

- Maracaju

- Rio Verde

9 -Turvania

10 - Agua Boa

11 - Gurupi

12 - Sao Cristovao
13 - Maragogi

14 - Sao Joao

15 - Cruzeiro do Sul
16 - Rio Branco

0 ~NO OB WN =

0 300 600 900 Kilometros
P

Figura 1. Locais de coleta das 16 populacbes de caruncho-do-milho,
Sitophilus zeamais.

2.2. Bioensaios de susceptibilidade a fosfina
Ensaios de sobrevivéncia a fosfina com individuos de S. zeamais

foram realizados de acordo com metodologia da FAO (FAO, 1975) com
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devidas adaptacdes (Pimentel et al., 2009). Inicialmente, a fosfina (ac 86%
pureza) foi produzida a partir de uma pastilha de 0,6 g de fosfato de
aluminio (Casa Bernardo, Sdo Paulo, Brasil) emergida em uma solugdo de
5% de acido sulfurico. Posteriormente, um total de 100 insetos adultos ndo
sexados com idade de 1 a 15 dias de cada populagao foram acondicionados
em dessecadores devidamente vedados no delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticbes de 25 insetos para cada populacio.
Através de uma seringa a fosfina foi injetada no dessecador até atingir a
concentragao discriminatoria de 0,04 mg/L. Os insetos foram expostos por
um periodo de 20h e posteriormente alocados em potes com graos de milho
isento de inseticida por mais 14 dias para posterior avaliacdo da mortalidade
(FAO, 1975). Os insetos eram considerados mortos quando n&o
apresentavam nenhum movimento apos um pequeno estimulo realizado
com uma pinga.
2.3. Taxa respiratoria e Massa Corporea

O ensaio de respirometria foi realizado utilizando um respirémetro do
tipo TR3C equipado com um analisador de CO, (Sable System International,
Las Vegas, NV, EUA) e metodologia adaptada de Guedes et al. (2006) e
Corréa et al. (2011a). Foram separados quatro grupos de 10 insetos adultos
devidamente acondicionados numa camara com capacidade de 25 mL. Este
numero de insetos foi escolhido devido a sensibilidade do aparelho
proporcionando assim melhor simetria na captura dos dados. Esta camara
foi conectada a um sistema completamente fechado, onde o CO, produzido
pelos insetos (UL de CO,/ hora) é varrido por um fluxo de ar isento de CO, e
mensurado por um leitor infravermelho de CO, conectado ao sistema.
Posteriormente a massa corporea destes insetos foi mensurada utilizando
balanga analitica (Sartorius BP 210D, Goéttingen, Germany). Os valores de
taxa respiratoria ndo foram normalizados pela massa corporal porque este
procedimento mascara o efeito individual de cada inseto (Packard &
Boardman, 1999; Haynes, 2001). Portanto, os resultados da taxa
respiratéria e da massa corporal dos insetos foram apresentados de

maneira isolada.
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2.4. Microscopia de confocal de mitocéndrias

Insetos ndo sexados com idade de 1 a 3 dias de trés populagdes com
diferentes niveis de tolerancia a fosfina foram expostos de maneira continua
a concentragédo de 0.04 mg/L do fumigante por periodos de 20 e 72 horas.
Posteriormente os insetos foram dissecados em solugdo fisioldgica
tamponada (NaCl, Na,HPO4, KH,PO,) para extracdo das fibras musculares
da regido do térax do inseto. Apds essa etapa, os tecidos foram transferidos
para laminas de vidro onde foram expostos a 100 pyL do corante especifico
para mitocondrias (100 nM; MitoTracker® Green FM, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Esse corante tem potencial de coloragdo in vivo, sendo
especifico para marcagdao de mitocéndrias. Apos adicdo do corante as
lamias foram incubadas em ambiente completamente ausente de luz por 1
hora a 37°C. Foram realizadas trés réplicas para cada tempo (0, 20 e 72 h)
e para cada populagcdo. As imagens foram capturadas em microscépio
confocal de escaneamento a laser Zeiss LSM 510 META com objetiva de
63x. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo do fluorocromo
foram de 490 e 510 nm, respectivamente.
2.5. Estabelecimento das linhagens mitocondriais

As linhagens mitocondrias foram estabelecidas através do
sequenciamento de fragmentos dos genes citocromo ¢ oxidase subunidade |
(CQl) e citocromo ¢ oxidase subunidade Il (COIll), visto que o complexo
citocromo ¢ oxidase da cadeia transportadora de elétrons é o principal sitio
de acéo da fosfina na mitocdndria (Valmas et al., 2008; Nath et al., 2011).
Os primers utilizados para amplificagdo do fragmento de gene COIl foram
COISz-F (5 - GGGCTGAATTAGGGAATCCT - 3) e COISz-R (5 -
CTCCTGTTAATCCCCCGATA - 3) (Corréa et al., 2013). Ja os primers para
regido do COIl (COIllISz-F 5 - TGCTTCAAGATAGAGCCTCTCC - 33
COIlISz-R 5 - GGTTTGCTCCACAGATTTCAG - 3’) foram construidos com
base na sequencia depositada no NCBI (AY014881) utilizando o aplicativo
Primer 3. Posteriormente realizamos a extracdo do DNA total de 5-7
individuos de cada populacado, seguindo a metodologia de Corréa et al.,
(2013). A amplificagéo via PCR foi realizada em volume total de 25 L,
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contendo 3 puL de DNA (40ng), 12,1 uL de agua ultra pura, 5 pL de tampao
IVB (5X) (Phoneutria), 0,7 ul de dNTP (2,5mM), 2 pl de cada primer (R e F)
e 0,2 uL de Taq (Phoneutria). Os ciclos de PCR para os dois conjuntos de
primers foram iniciados com uma desnaturagcdo de 5 min a 94 °C seguidos
por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 45 s e 72 °C por 1,5 min e uma
extensao final a 72 °C por 10 min. Posteriormente 5 ul do produto da PCR
foi aplicado em gel de agarose (1.0 %) e visualizado sob luz ultravioleta e
suas imagens digitalizadas em um sistema de captura de imagens (Eagle
Eye, Stratagene, La Jolla, CA, USA). Posteriormente o processo de
purificagdo foi realizado com enzima ExoSap (Invintrogen, Carlsbad, CA,
USA) na proporcéo de 1,5 uL para cada de 10 uL de produto de PCR e o
sequenciamento das amostras foi terceirizado pela MACROGEN INC.,
(Seul, Coreia do Sul).
2.6. Analises Estatisticas

Os dados de sobrevivéncia a fosfina foram corrigidos de acordo com
Abbott (1925) e posteriormente submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e o teste de agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05) (SAEG, 2000). Este teste
de agrupamento teve como objetivo dividir as populagdes em grupos de
acordo com a sobrevivéncia. Os dados de sobrevivéncia também foram
submetidos a analise de regressao linear e correlagdo de Pearson com a
taxa respiratéria e massa corpérea (p < 0,05) (SigmaPlot 12.0). Os dados de
sequenciamento foram alinhados e editados manualmente no aplicativo
Sequencher 4.0.1 (Gene Codes Corp., Ann Harbor, MI, USA).
Posteriormente, as sequencias foram analisadas com os aplicativos DNAsp
v.5 (Librado & Rozas, 2009), para estimativa do numero de haploétipos (H) e
diversidade de haplétipos (Hd), e com o aplicativo NETWORK 4.5.0.2

(Fluxus Technology, Sudbury, UK) para a confeccéo da rede de haplétipos.

3. RESULTADOS
3.1. Susceptibilidade a fosfina, taxa respiratoria e massa corporea
Os resultados para sobrevivéncia a fosfina apresentaram diferenca

significativa entre as populagdes estudadas (F1s; 48y = 7,73; p < 0,001). As
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populagdes foram separadas em quatro grupos de acordo com a
sobrevivéncia a fosfina pelo teste de Scott-knott (p < 0,05) (Fig. 2A). A
sobrevivéncia variou de 0% para as populagdes provenientes de
Guarapuava e Sao Joao a 42% de sobrevivéncia para a populacdo de
Vicentina (Fig. 2A). A taxa respiratoria dos insetos foi um dos principais
fatores para a sobrevivéncia a fosfina, resultando em uma associagao
significativa e negativa, onde a maior taxa respiratdria conduziu a baixa
sobrevivéncia & fosfina (F(1; 62 = 22,79, P < 0.001, R? = 0,27; Fig. 2B) com
médias variando de 1,30 (£ 0,14) uL de COy/horal/inseto para Vicentina a
2,38 (£ 0,94) uL de COy/horalinseto para Gurupi. A massa corporea também
foi associada com a sobrevivéncia a fosfina (F(1; 62= 8,25, P = 0,006, R* =
0,12; Fig. 2C) com menor média para populagdo de Agua Boa, 1,91 (+ 0,11)
mg/inseto, e maior média para populacdo de Sao Joado, 2,11 (x 0.38)
mg/inseto. Ja os parametros taxa respiratéria e massa corporea nao

apresentaram correlagéo nas populagdes estudadas (R = 0,23; p = 0,07).
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia (média + EP) de 16 populagbes de
caruncho-do-milho (A); Sobrevivéncia (%) em relagédo a taxa respiratéria (B)
e a massa corporal (C) de individuos de caruncho-do-milho Sitophilus
Zeamais.
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3.2. Microscopia de confocal com mitocéndrias

Foi observado um efeito marginal da exposicdo a fosfina nas
mitocéndrias das células musculares nas diferentes populacdes estudadas e
para os diferentes tempos de exposi¢éo, 0, 20 e 72 horas (Fig. 3A-L). Nos
bioensaios de toxicidade envolvendo exposi¢ao a fosfina, as populagdes de
caruncho-do-milho apresentaram aparentemente uma menor intensidade de
mitocéndrias nas células musculares quando expostos a fosfina por 20 e 72
horas (Fig. 3A-F, 3G-L). E de maneira geral a populacédo de alta
sobrevivéncia a fosfina (Vicentina) apresentou uma maior intensidade de
mitocéndrias em relagdo as populagdes de baixa e moderada sobrevivéncia

a fosfina (Sao Jo&o e Passo Fundo, respectivamente) (Fig. 3A/C/E).
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Figura 3. Microscopia de confocal das mitocéndrias de fibras musculares de individuos de trés populagdes de S. zeamais com
0, 20 e 72 horas de exposicao a fosfina. As setas indicam uma unica mitocéndria.
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3.3. Linhagens mitocondriais

Apds o sequenciamento e concatenagao dos fragmentos dos genes
COl (806 pb) e COIl (507) obtemos sete haplétipos mitocondriais gerando
uma diversidade haplotipica de 0,73 nas 16 populagdes de S. zeamais
estudadas (Fig. 4A). A rede de haplétipos apresentou os haplétipos 1, 3 e 4
como haplétipos centrais e os haplétipos 2, 5, 6 e 7 foram haplotipos pontas
(Fig. 4B). Os haplotipos 1, 3 e 4 foram os mais frequentes e estdo
amplamente distribuidos em todo o territério brasileiro. Ja o haplétipo 2 foi
encontrado nas populagbes de Canaa-MG, Turvania-GO, Vicentina-MS e
Votuporanga-SP e os haplétipos 5, 6 e 7 foram restritos a populagao
proveniente de Maragogi-AL. No entanto, observando a rede de haplétipos e
a distribuicdo destes dentro das populacbes com diferentes niveis de
sobrevivéncia a fosfina, ndo houve relacado entre os haplétipos mitocondriais
e a sobrevivéncia a fosfina nas populagées brasileiras de caruncho-do-milho
estudadas (Fig. 4B).

11111

156600012

158836862

825736112
H N # GenBank H7
1 17 TAGAGTTGT X
2 14 ....AC.AC X
3 11 C.o....... X
4 35 C..T..... X
5 2 C..T..C X ‘HS
6 1 CG....... X B Baixa
7 1 C.AT..... X

B Moderada
B Alta

B Muito Alta

Figura 4. Rede de haplétipos da concatenagao dos genes COIl e COIll de S.
zeamais gerada pelo aplicativo computacional NETWORK 4.5.0.2. H:
hapldtipos; N: numero de individuos amostrados com o respectivo haplétipo.
Cada linha representa um evento de mutagdo e os tracos haplétipos nao
amostrados ou extintos.
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4. DISCUSSAO

Aqui nos exploramos a susceptibilidade de populagdes de caruncho-
do-milho a fosfina e sua associacdo com a taxa respiratoria dos insetos.
Também foi testado se lise das mitocéndrias em células musculares quando
expostas a fosfina e se as linhagens mitocondriais das populagbes
estudadas estdo envolvidas com a susceptibilidade a fosfina. Com base em
estudos anteriores, resisténcia a fosfina no caruncho-do-milho era esperada,
assim com sua associagdo com a taxa respiratoria (Pimentel et al., 2007,
2009, 2012). Na verdade susceptibilidade a fosfina variou entre as
populagdes de caruncho-do-milho refletindo seus diferentes niveis de
resisténcia a este fumigante, uma preocupacédo inicialmente expressada
pela FAO (1976) e que vem se tornando cada vez mais grave no mundo.
Resisténcia a fosfina s6 recentemente foi relatado em populagdes brasileiras
do caruncho-do-milho (Pimentel et al., 2009) e nos confirmamos o problema
que se estendeu a quase 70% das populacdes de insetos testados.

A associagao entre a resisténcia a fosfina e a taxa de respiracgao ja
tinha sido reconhecida por Price (1981, 1984), sugerindo que a diminuigao
da absorcao de fosfina € um mecanismo subjacente de resisténcia a este
fumigante. A relacdo entre a resisténcia a fosfina e a taxa respiratoria foi
finalmente confirmada em diferentes espécies de pragas de produtos
armazenados (Pimentel et al., 2007, 2012), que também se estende para o
caruncho-do-milho como aqui relatado. Absor¢cao de fosfina pelo inseto
através da taxa respiratéria parece, portanto, um importante fator da
toxicidade a fosfina em insetos de grédos armazenados.

Nos esperavamos que a fosfina agisse diretamente na degradacao
das mitocdndrias como foi relatado para o nematoide C. elegans quando
expostos a fosfina (Zuryn et al., 2008). Este é provavelmente o resultado do
mecanismo de toxicidade da fosfina nas mitocéndrias que resulta em rapida
disrupcao da cadeia transportadora de elétrons e consequente perda da
funcdo metabdlica da organela provocando insuficiéncia energética e morte
do organismo (Valmas et al., 2008; Nath et al., 2011). Desta forma, a lise

das mitocéndrias causada pela exposicao fosfina também era esperado no
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caruncho-do-milho, que poderia variar entre populagdes, dependendo do
seu grau de susceptibilidade a fosfina. No entanto, ndo observamos lise
mitocondrial completa em células musculares do caruncho-do-milho, mas
uma diferenca apenas marginal na degradacdo mitocéndrias sob a
exposicao de fosfina para 20 e 72 h. Curiosamente, a populagdo de
caruncho-do-milho mais resistente a fosfina apresentou maior densidade de
mitocéndrias nas suas fibras musculares, condicbes que pode favorecer
este fendtipo quando exposto a fosfina. Aumento no numero de copias do
material gendbmico mitocondrial foi observada por Zuryn et al. (2008) em
individuos resistentes a fosfina de C. elegans, o que suporta a hipétese de
que alta densidade mitocondrial prejudica a eficacia da fosfina no organismo
alvo.

O principal sitio de agao da fosfina na mitocéndria é o citocromo c
oxidase (Chefurka et al., 1976;. Nakakita, 1976;. Nath et al., 2011). Esta foi
uma das razdes pelas quais nés utilizados fragmentos do gene citocromo ¢
oxidase (COI e COIl) para testar a possivel associagado entre resisténcia a
fosfina e as linhagens mitocondriais das populagdes de caruncho estudadas.
Outro motivo foi a alta variabilidade associada nestes fragmentos de genes
mitocondriais, que séo frequentemente utilizados em estudos populacionais
(Hebert et al., 2003;. Smith et al., 2007; Stewart et al., 2010; Emery et al.,
2011; Hrcek et al., 2011;. Sufran & Puterka, 2011; Blacket et al., 2012;
Corréa et al.,, 2013). No entanto, apesar de haplétipos mitocondriais
apresentarem comprovada eficiéncia como marcadores de resisténcia a
compostos toéxicos, como cadmio em Tubifex tubifex (Oligochaeta:
Tubificidae) e inseticidas (organofosforados e DDT) em Microarthridion
littorale (Harpacticoida: Tachidiidae) (Sturmbauer et al., 1999;. Schizas et al.,
2001), o mesmo nao aconteceu para o caruncho-do-milho. Haplétipos
mitocondriais e resisténcia a fosfina ndo estam relacionados no caruncho-
do-milho, assim como os haplétipos mitocondriais e resisténcia ao inseticida
diflubenzuron em populagbes europeias da traga-das-macgas, Cydia
pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) (Meraner et al., 2008.). Desta forma, a

resisténcia a fosfina e os hapldtipos mitocondrias evoluiram de maneira
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independentemente no caruncho-do-milho, apesar da alegada associagao
do mecanismo de acao da fosfina e o citocromo ¢ oxidase (Chefurka et al.,
1976; Nakakita, 1976).

A baixa diversidade e falta de estrutura espacial dos haplétipos nas
populagdes de caruncho-do-milho indicam que esta espécie exibe expansao
recente e aleatoria no Brasil. Esta € também provavel razdo por que nao
fomos capazes de identificar um marcador adequado associado com
resisténcia a fosfina em populagdes de caruncho-do-milho no Brasil. Assim
como em outros trabalhos que também cultivaram insucessos em investigar
a estrutura espacial das populagdes de caruncho-do-milho com a resisténcia
a inseticidas no territorio brasileiro (Ribeiro et al., 2003; Pereira et al., 2009).

Em resumo, a resisténcia a fosfina variou entre as populagcdes
brasileiras de caruncho-do-milho e foi negativamente afetada pela taxa
respiratéria e a massa corporal. Exposicao a fosfina ndo levou a completa
lise mitocondrial em individuos de carunchos, no entanto resisténcia a este
fumigante foi associada com ocorréncia de maior densidade mitocondrial
nas fibras musculares destes insetos. Nao foi possivel detectar qualquer
associacao entre linhagens mitocondriais e susceptibilidade a fosfina, que
parecem evoluir de maneira independente, e os fragmentos do gene
mitocondrial de citocromo ¢ oxidase, especificamente subunidade | e Il, ndo

foram uteis como marcadores moleculares de resisténcia a fosfina.
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CONCLUSAO GERAL

Aqui desenvolvemos um novo método rapido e eficiente de
identificacdo de duas espécies pragas do género Sitophilus, S. zeamais e S.
oryzae, utilizando primers espécie-especificos na regido do gene citocromo
c oxidase subunidade I. Com auxilio destes primers confirmamos que S.
Zeamais é a especie com maior distribuicdo e ocorréncia no territorio
brasileiro, que aliado ao seu grande poder destrutivo, o confirma como uma
das principais pragas dos cereais armazenados no Brasil. Estudos
populacionais e filogeograficos demonstraram que a atual estrutura
populacional do caruncho-do-milho é provavelmente oriunda de eventos
multiplos e continuos de dispersdo e que a maior parte da variabilidade
genética esta dentro das populagdes estudadas, ndo sendo possivel tragar
rotas histéricas para disperséo dessa espécie para o Brasil e outras regides
produtoras de cereais no planeta. Estas afirmagdes sao suportadas pelas
caracteristicas de expansao espacial recente das populacdes de caruncho-
do-milho indicadas pelas analises dos dados de mtDNA e pelo baixo numero
de alelos e baixa heterozigosidade gerados por marcadores microssatélites.
Além disso, ambos marcadores apontaram que a maior parte da diferenca
genética esta dentro das populagdes e ndo entre populagbes. Também
existe falta de estrutura genética e espacial entre as populagcbes de
caruncho-do-milho quando observamos a relacdo genética entre os
haplétipos mitocondriais e sua dispersao no espaco. Os marcadores de
microssatélites indicaram baixa diferenciacdo genética e altos niveis de
individuos migrantes entre os locais de coleta, 0 que demonstra o constante
fluxo genético entre as areas de plantios e estocagem de graos. Este fluxo
genético € maior em areas mais proximas geograficamente, como indicado
pela analise do Strucuture e pela tabela de valores de Fst € o numero de
migrantes que indicaram que individuos mais préximos geograficamente
compartilham maior quantidade do material genético. No entanto, pode
ocorrer fluxo génico em regidbes distantes até mesmo entre diferentes

continentes, possivelmente pelo transporte de graos infestados por fases
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imaturas do inseto, principal hipétese para justificar a extrema similaridade
genética entre as populagées da Coldbmbia e Mogambique encontradas no
presente trabalho. As caracteristicas aqui relatadas das populagdes de
caruncho-do-milho sdo de amplo interesse para os programas de manejo
integrado desta espécie, visto que a variabilidade dentro das populacdes é
alta e o fluxo genético entre regides produtoras € constante o que implica na
possibilidade de transmissdo de caracteristicas comportamentais,
ecoldgicas e fisiologicas que resultem em falhas no controle desta espécie-
praga em unidades armazenadoras. Especificamente, para os programas de
manejo da resisténcia a inseticidas estas informagbes sdo bastante
preocupantes, visto que a potencial migragcdo de alelos que conferem
aumento da sobrevivéncia a inseticidas entre as regides produtoras é o pior
cenario possivel. Ampla variacdo da resisténcia a fosfina foi encontrada
entre as populagdes brasileiras de caruncho-do-milho e foi negativamente
afetada pela taxa respiratéria e a massa corporal dos insetos. Exposi¢ao a
fosfina ndo levou a completa lise mitocondrial em individuos de S. zeamais,
apesar das mitocondrias serem o principal sitio de agdo deste composto
inseticida. No entanto resisténcia a este fumigante foi associada a
ocorréncia de maior densidade mitocondrial nas fibras musculares destes
insetos. Quando tentamos observar alguma estrutura entre as linhagens
mitocondriais e susceptibilidade a fosfina, ndo foi encontrada qualquer
associacao. Desta forma podemos dizer que susceptibilidade a fosfina e as
linhagens mitocondriais evoluiram de maneira independente, e que
fragmentos dos genes mitocondriais citocromo ¢ oxidase subunidade | e
subunidade Il ndo sdo uteis como marcadores moleculares de resisténcia a

fosfina em populagdes brasileiras de caruncho-do-milho.
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