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RESUMO

LOPES, D.A. D. Sc. Universidade Estadual de Maringd, setembro de 2009.
Marcadores moleculares aplicados a andlise da contaminacdo com agrotoxicos
e a genetica de populagdes da broca da cana-de-acUcar Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera; Crambidae). Orientadora: Maria Claudia Colla
Ruvolo Takasusuki. Co-orientadores: Maria de Fatima Pires Machado da Silva e
Claudete Aparecida Mangolin.

As brocas do género Diatraea, como a D. saccharalis, sdo consideradas as
principais pragas da cana-de-agucar, estando distribuidas em todas as regides
canavieiras do pais. A espécie D. saccharalis ¢ encontrada em todo o Brasil,
infestando varias gramineas e provocando, as vezes, perdas financeiras. Em paises
latinos americanos, o controle integrado ¢ o método mais comum de conter este
inseto. Além do controle bioldgico, ¢ realizado também o controle quimico, ou seja,
sao utilizados varios tipos de inseticidas no controle da broca da cana de acticar. O
controle por meio de agroquimicos pode levar a ocorréncia de resisténcia pelos
insetos a estes compostos. Além do conhecimento dos mecanismos de resisténcia
para que o controle de insetos pragas tenha eficiéncia, € necessario conhecer a sua
estrutura de populagdes. No presente estudo, foi realizada a caracterizagdo
bioquimica das esterases de lagartas de D. saccharalis, a avalia¢do de alteragdes na
atividade relativa das esterases e expressao das proteinas totais, apds contaminacao
com doses subletais de agroquimicos e analise da genética de populacdes da broca
da cana, de quatro localidades do noroeste do Parana e uma populacdo do estado de
Sao Paulo, por meio do marcador RAPD. Ocorreu a inibicdo parcial da EST-7 e
EST-8 e inibigdo total da EST-3, apds o contato com organofosforado malathion.
Os resultados obtidos permitiram verificar que ha correlagao entre a mortalidade e a
concentragdo de malathion, apds contaminacdo por contato em todos os instares
analisados. Assim, tanto o padrao de inibi¢ao quanto a correlagao dose-mortalidade
poderdo ser utilizados como marcadores em novos estudos sobre resisténcia ao
malathion. Uma nova regido de proteina foi detectada apds a contaminagdo por
contato com o inseticida piretroide galgotrin, que futuramente podera ser utilizada

para o entendimento de resisténcia a esse inseticida. A andlise da genética de
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populagdes, utilizando marcador RAPD, permitiu verificar que ha alto
polimorfismo. As populagdes analisadas ndo estdo diferenciadas e provavelmente
esteja ocorrendo fluxo génico. Esse contato entre as populagdes pode levar ao
aumento de resisténcia aos inseticidas utilizados. Serd importante que novas
estratégias de manejo e controle dessa praga sejam desenvolvidas, dentre elas, a
avaliagdo periodica do polimorfismo genético da D. saccharalis presente na regido,

para dificultar a ocorréncia de resisténcia cruzada aos inseticidas.

Palavras-chave: Diatraea saccharalis , resisténcia, agroquimicos, polimorfismos,

genética de populagdes
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ABSTRACT

LOPES, D.A. D. Sc. Universidade Estadual de Maringd, September 2009.
Molecular markers applied to analysis of pesticides contamination and
population genetics of sugar cane borer Diatraea saccharalis Fabr.
(Lepidoptera; Crambidae) Advisor: Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.
Commitee Members: Maria de Fatima Pires Machado da Silva and Claudete
Aparecida Mangolin.

D. saccharalis is the main pest of sugar cane, being distributed in all sugar cane
crop in Brasisl. D. saccharalis. The species is found throughout Brazil infesting
various grasses and causing economic losses. In Latin American countries, the
integrated pest management is the most common method of containing D.
saccharalis. In addition to biological control, are used several types of insecticides
to management the sugar cane borer. The control by means of chemicals can lead to
the occurrence of insect resistance to these compounds. Besides the knowledge of
the mechanisms of resistance to the control of insect pests has efficiency is
necessary to know the structure of population. In the present study was carried out
biochemical characterization of esterases in larvae of D. saccharalis, the evaluation
of changes in relative activity of esterases and total protein expression after
contamination with sublethal doses of chemicals and, examining the sugarcane
borer population genetic in four localities of northwest Parana and a population of
Sao Paulo state by RAPD marker. After contamination by contact with Malathion
organophosphate was detected partial inhibition of EST-7, EST-8 and total
inhibition EST-3. The results showed that there is correlation between mortality and
the concentration of malathion after contamination by contact in all instars
analyzed. The inhibition pattern as the dose-mortality correlation may be used as
markers in further studies on malathion resistance. A new zone of protein was
detected after contamination by contact with the pyrethroid insecticide galgotrin
that can be used to further the understanding of resistance to this insecticide. The
analysis of population genetic showed high polymorphism RAPD, populations are

not differentiated and gene flow is probably occurring. This contact between the



populations can lead to increased resistance to insecticides used. It is important that
new strategies for management and control of this pest are developed, including the
periodic evaluation of the D. saccharalis genetic polymorphism, to hinder the

occurrence of cross-resistance to insecticides.

Key words: Diatraea saccharalis, resistance, agrochemicals, polymorphisms,

genetics of population
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais que esta investindo no desenvolvimento de alcool etilico
a partir da cana-de-agticar. O pais possui enormes areas com essa cultura para a
producdo de alcool combustivel. Em 2005, havia no Brasil uma érea de cultivo de
cana de 5,5 milhdes de hectares, sendo projetado uma expansdao de mais de 2
milhdes de hectares (Izique, 2005).

A cana-de-agticar (Saccharum officinarum L.) apresentou grande
importancia historica na formagdo do Brasil porque foi a primeira espécie botanica
de expressdao econdmica introduzida e cultivada hd quatro séculos no litoral do
nordeste. Pela producdo do alcool etilico, essa graminea disseminou-se por quase
todos os estados brasileiros, estabelecendo-se nas mais diversas condi¢des edafo-
climéaticas. O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-a¢iicar do mundo, seguido pela
India e China. Na média, 55% da cana-de-agticar brasileira é destinada & producao
de élcool e 45% a producao de agucar (Portal UNICA, 2006).

Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento) (2009), o
primeiro prognoéstico da produgdo de cana-de-agucar para a safra 2009/2010, que
estd se iniciando, indica que o volume total a ser processado pelo setor
sucroalcooleiro devera atingir um montante entre 622,0 e 633,7 milhdes de
toneladas. Este volume representa um aumento de 8,6% a 10,7% do obtido na safra
passada, ou seja, uma quantidade de 49,4 a 61,1 milhdes de toneladas adicionais do
produto.

Para a regido Centro-Sul, que inclui os Estados da regido Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, cuja participacdo estd proxima de 90,0% do total nacional, os
resultados indicam um aumento de 10,1% a 12,3% no volume da cana a ser
processada. Desse total, foi estimado que 44,7% serdao destinados a fabricacdo de
agucar e 55,3% a produgdo de alcool etanol, em relacdo ao ponto médio (Conab,
2009).

Segundo Benediti (2007), para uma produtividade de 80 t/ha, as perdas para
a cada 1% de intensidade de infestagdao da broca da cana-de-agucar (1.I), sao de 616

Kg de cana, 28 Kg de acucar e 16 litros de alcool, aproximadamente.
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Com a expansdo da cana-de-agucar, surge insetos pragas como: Cigarrinha
das raizes (Mahanarva fimbriolata), cupins (Migdolus fryanus) e o inseto que mais
causa danos e prejuizos em usinas de cana-de-aglcar, a broca da cana-de-agucar
(Diatraea saccharalis Fabr. 1794).

Entre os insetos mais prejudiciais estd a D. saccharalis que, devido a
grande expansdo da cultura da cana-de-actcar, passou atacar outras culturas, dentre
eles o sorgo e o milho (Boiga Junior e Lara, 1993). Neste sentido houve a
necessidade de um controle, tanto bioldgico como quimico.

Os danos causados pela D. saccharalis podem ser divididos em danos
diretos e indiretos. O dano direto ¢ a abertura de galerias, causando perda de peso da
cana, diminuicdo da germinagdo pela morte das gemas e, se o caminhamento da
broca for circular, causa o tombamento da cana. Em canas novas, a broca pode
causar o secamento dos ponteiros € morte da planta. Esse dano ¢ conhecido como
"coragdo morto" (Gallo et al., 2002).

Os danos indiretos sao mais importantes, pois criam condigdes para entrada
de microrganismos, como fungos e bactérias, que vao prejudicar o processo de
produgdo de acucar e alcool. Na producdo de agucar, os fungos causam a inversao
da sacarose em outros agucares que nao vao cristalizar e, na produgdo de alcool, as
bactérias vao competir com as leveduras que fazem a fermentacdo alcodlica,
diminuindo o volume de &lcool produzido. As perdas chegaram a 35kg de
agucar/ha, e 30 litros de alcool/ha, com apenas 1% de colmos infestados (Macedo,
1978).

Desta forma, tornou-se necessaria a utilizacao de agrotoxicos ou pesticidas
de diversas classes quimicas. Os primeiros grupos quimicos utilizados como
pesticidas foram substancias toxicas de origem natural, tais como o piretro e a
nicotina, além de elementos inorgdnicos como mercirio € o enxofre (Jonatan,
1989).

Quase todos os inseticidas convencionais disponiveis, como piretroides,
organofosforados e carbamatos, estdio em uso hd varios anos contra diferentes

pragas. Substincias quimicas introduzidas para o controle de pragas levam os



insetos a desenvolver resisténcia devido ao seu uso inadequado e excessivo
(Denolm e Elliot, 1995).

Ha varias maneiras de se estudar os efeitos da utilizagdo de agroquimicos
em populacdes de insetos pragas. Elas podem ser utilizadas para conhecer os
mecanismos que podem levar a resisténcia.

Varios métodos, como fisico, quimicos e bioldgicos, podem ser utilizados
para determinar a presenca de residuos de pesticidas. Bioensaios aceitos para
analise de residuos devem ser simples e adaptaveis (Mansour, 1987). Teoricamente,
qualquer organismo que seja suscetivel a um dado pesticida em estudo pode ser
utilizado em bioensaios em qualquer amostra ambiental.

Bioensaios podem ser realizados para a determinag¢ao de dose-mortalidade,
a analise probit desses dados permite estimar a DLsg, ou seja, em qual dose ocorrera
a morte de 50% dos individuos analisados (Ferrari, 1996).

Além disso, o efeito das doses subletais ¢ importante para se entender
mecanismos que poderdo levar a resisténcia. A exposi¢do a doses subletais de
inseticidas permitiu a Attencia et al. (2005) obterem informagdes sobre o impacto
ecoldgico de pesticidas em polinizadores.

Analisando as alteragdes na atividade relativa das esterases de Apis
mellifera ap6s a exposi¢do a doses subletais do inseticida malathion e metil-
parathion, os autores puderam verificar que ocorreram alteracdes que permite
utilizar essas abelhas como bioindicadores da presenga destes pesticidas.

Hashimoto et al. (2003) analisaram as esterases de A. mellifera apds
contaminagdo com doses subletais por contato e oral com o inseticida
thiamethoxam. Os autores verificaram que ocorre inibi¢do parcial de varias
esterases € que a inibicdo dessas isoenzimas pode ser utilizada para detectar a
presenca de residuos desse inseticida.

Trabalhos foram desenvolvidos com marcadores moleculares RAPD e
AFLP para estudo de genética de populagdes dos Lepidoptera Spodoptera
frugiperda (Busato et al., 2004; Martinelli et al., 2006) e RAPD para populagdes de
Sesamia nonagrioides (Poza et al., 2008). Estes estudos mostraram que a

variabilidade genética de insetos pragas e a andlise da estrutura de populagdes
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permitiram inferir sobre o fluxo génico e a diversidade genética dentro e entre
populagdes desses insetos. Esses dados sdo importantes para o desenvolvimento de
programas de controle de pragas, pois permitem determinar se em longo prazo
populagdes suscetiveis a um dado inseticida se tornardo resistentes. Vale salientar
que o fluxo génico entre populacdes pode levar a ocorréncia de resisténcia cruzada a
inseticidas.

Existe, portanto, uma enorme deficiéncia em estudos com D. saccharalis
sobre resisténcia a inseticidas, papel das esterases na resisténcia, bem como
polimorfismos genéticos das populacdes dessa broca.

No presente estudo,foi realizada a caracterizacdo bioquimica das esterases
de lagartas de D. saccharalis, a avaliagdo de alteragdes na atividade relativa das
esterases e expressao das proteinas totais apds contaminagdo com doses subletais de
agroquimicos ¢ analise da genética de populagcdes da broca da cana, de quatro
localidades do noroeste do Parand e uma populagdao do estado de Sao Paulo por
meio do marcador RAPD. Esses resultados contribuirdo para melhor entendimento

da estrutura de populagdes e resisténcia aos agroquimicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Em todo o mundo, sdo descritas mais de 1.500 espécies de insetos que se
alimentam da cana-de-agucar. Deste total, as larvas de mais de 50 espécies de
Lepidoptera sdo reconhecidas como praga desta cultura. No velho mundo,
predominam os géneros Chilo e Sesamia, ja no novo mundo se destacam as espécies
do género Diatraea (Long ¢ Hensley, 1972).

No continente americano, foram descritas 21 espécies do género Diatraea,
sendo que nem todas as espécies causam danos a cultura da cana-de-agucar. Deste
total, duas espécies sdo importantes como inseto praga: D. saccharalis (Fabricius,
1794), com ocorréncia em todo o pais ¢ D. flavipennella (Box, 1931), encontrada no
Rio de Janeiro, Minas Gerais ¢ com maior importancia nos estados nordestinos

(Mendonga, 1996).

D. saccharalis ¢ uma mariposa com 25 mm de envergadura. As asas
anteriores apresentam coloragdo amarelo-parda, com alguns desenhos pardacentos e
asa posterior esbranquicada (Gallo et al., 2002). A broca da cana-de-agucar nao ¢
boa voadora, o voo possui uma extensdo de aproximadamente 200 a 300 metros,

podendo chegar a 700 metros com auxilio do vento (Hayward, 1943).

O ciclo bioldgico completo da D. saccharalis é de 53 a 60 dias ¢ podem
ocorrer até quatro geracdes anuais € em casos excepcionais até cinco, dependendo
das condi¢des climaticas. Na tltima geracao, ha um alongamento do ciclo, ficando a

lagarta no colmo por 5 a 6 meses (Gallo et al., 2002).

D. saccharalis é uma praga encontrada em varias culturas, além da cana-de-
agucar, como sorgo, milho e arroz, provocando perdas econdmicas consideraveis

(Ferreira, 1998; 1999; Ferreira et al., 2001).

A intensidade de infestagdo da broca em cana-de-agiicar ¢ um parametro
que determina a porcentagem de entrenos atacados pela broca e este ¢ um indicativo
das perdas ocorridas em tonelada de cana/hectares e do teor de sacarose
ocasionados por Diatraea spp. Este ¢ um indice que permite avaliar a situagdo de

ataque da broca no canavial e permite ao produtor desenvolver programas de
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controle (Macedo e Lavorenti, 2004). Para cada 1% de intensidade de infestacao
(I.I) da praga ocorre prejuizo de 0,25% de acticar, 0,20% de alcool e 0,77% de peso
(Gallo et al., 2002; Campos e Macedo, 2004). Assim, quando a infestacdo por D.

saccharalis atinge 3%, ¢ iniciado o controle biologico com Cotesia flavipes.

Além do controle bioldgico, 0 método muito utilizado € o controle quimico,
ou seja, sdao utilizados varios tipos de inseticidas quimicos que pode levar a

ocorréncia de resisténcia pelos insetos a estes compostos.

2.1. Inseticidas e resisténcia

O uso de inseticidas quimicos ¢ uma pratica secular. Os relatos do uso de
compostos quimicos datam desde antes do ano 2.500 a.C., em que os sumérios
utilizavam compostos sulflricos para o controle de insetos. Os chineses, em 1.200
a.C., utilizavam compostos arsénicos € mercurio como inseticidas (Retnakaran et
al., 1985).

Os inseticidas piretroides tém sua origem em um pé basico a base de flores
de piretro em 1697, quando asiaticos sabiam do poder inseticida de espécies do
género Pyrethrum (crisantemo). O uso do arsénico verde de Paris e solugdes de
querosene deram inicio a era da aplicacdo em larga escala de inseticidas quimicos
como controle de insetos e pragas (Ruigt, 1985).

Em 1939, um inseticida do grupo dos hidrocarbonetos clorados, o
diclorodifeniltricloroetano, amplamente conhecido como DDT, foi apresentado
como a grande promessa de eliminagdo dos insetos. O DDT tornou-se o composto
quimico mais famoso e mais utilizado do século 20 (Becker et al., 2003). Nas
décadas de 70 e 80 foi proibida a sua utilizacao, devido a alta toxicidade.

Os organofosforados foram inicialmente sintetizados na Alemanha e os
carbamatos na Suica, na década 50 (Becker et al., 2003). Atualmente novas
geragoes de inseticidas sdo produzidas, como os neonicotindides e reguladores de
crescimento.

A utilizagdo de inseticidas ao longo do tempo, juntamente com a historia
evolutiva dos insetos, que apresentam mecanismos de defesa as diferentes pressoes

de selegdo ambiental, tem como resultado o surgimento de resisténcia aos
6



agroquimicos.

A resisténcia pode ser funcionalmente definida como a habilidade de um
organismo sobreviver a uma dose de toxina que ¢ letal aos suscetiveis (Georghiu e
Saito, 1983). De forma dinamica, uma populagdo de insetos suscetiveis exposta a
toxina por um periodo de tempo ¢ gradualmente trocada pelos resistentes
(McKenzie, 1996; Roush e McKenzie, 1987).

Inseticidas sdo as primeiras ferramentas usadas para o controle da broca da
cana-de-agucar para manter um baixo custo econdomico (Rodriguez et al., 2001).

A broca da cana-de-agicar (D. saccharalis) tem um histérico de
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas de diferentes classes. Resisténcia para
endrin foi detectado em populacdes no campo depois de seis estacdes de
pulverizacdo de hidrocarbonetos clorados em Lousiana (Yadav et al., 1965). No
Texas, a resisténcia em populagdes de campo foi detectada para organofosforados e
carbamatos depois de varias aplicagdes (Reagan et al., 1979).

Selecdo continua em laboratorio de linhagens que foram inicialmente
colecionadas para a producao de cana-de-a¢ticar em uma area de Lousiana, mostrou
resisténcia a piretrdides apds 11 geracdes (Vines et al, 1984) e carbamatos apds 8
geracoes de selecdo (Reagan et al., 1973).

A resisténcia a inseticidas precisa ser detectada e monitorada desde o inicio,
para que programas de controle tenham sucesso. Ela pode ser estudada com ensaios
bioldgicos (bioensaios) e analise por genética bioquimica da expressdo de genes
como as esterases que respondam a selecao feita pelos inseticidas.

Os bioensaios dose-resposta sdo utilizados para monitorar o progresso da
resisténcia em uma determinada populacdo. Uma escala de diferentes doses de
inseticidas ¢ utilizada para se obter um espectro de respostas de mortalidade entre as
amostras estudadas. A resposta obtida pode ser analisada por meio da anélise de
probits (Finney, 1971).

Os dados de dose-mortalidade podem ser submetidos a analise de probits. E
possivel observar a resposta de uma determinada populacdo a um inseticida,
estabelecendo a dose de inseticida capaz de matar uma dada porcentagem dos

individuos tratados em determinados periodos de tempo. Desta maneira podem ser
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estimadas a CLs, concentracao letal para 50% da populagao, e a CLys, concentracao
letal para 95% dos individuos (Ferrari, 1996).

A andlise da expressdo de esterases que respondam a selecdo feita por
inseticidas tem sido realizada em estudos com afideos (Myzus persicae) e mosquitos
(Culex quinquefasciatus, C. pipiens, C. tarsalis e C. triataeniorhynchus), sendo que
nesses insetos foi descrita amplificagdo do gene para esterase (Karunaratne et al.,

1998; Mouches et al., 1986; Field e Devonshirre, 1998).

Os mecanismos comumente associados a resisténcia aos inseticidas
quimicos estao divididos em varias categorias, entre elas a resisténcia metabdlica,
que ¢ o resultado de uma mudanga estrutural na molécula da enzima que aumenta
sua habilidade em detoxificar o inseticida e/ou a elevacdo nos niveis da enzima
produzida (Hemingway, 2000). Dentre essas enzimas, podemos destacar as
esterases, que constitui um grupo de enzimas muito estudado em virtude da ampla

variabilidade genética, distribui¢do tecidual e temporal diferenciada.

Dixon e Webb (1964) denominaram como esterases as seguintes hidrolases:
carboxilesterases (E.C.3.1.1.), tiolesterases (E.C.3.1.2.), hidrolases de monoéster
fosforico (E.C.3.1.3), hidrolases de diéster fosforico (E.C.3.1.4), hidrolases de
monoéster oligofosforico (E.C.3.1.5), sulfatases (E.C.3.1.6) e monoesterases
difosféricas (E.C.3.1.7). No sentido estrito da palavra, as esterases catalisam a

hidrélise de um grande nimero de ésteres carboxilicos ndo ionizados (Krisch, 1971).

Dentre as esterases, as carboxilesterases sdo esterases ndo especificas, que
apresentam superexpressao como resposta evolutiva aos inseticidas organofosforados
e carbamatos e estd sendo muito estudada em numerosas espécies de artrépodes

inclusive mosquitos, afideos e baratas (Hemingway et al., 2004).

Em insetos suscetiveis as esterases sdo significativamente menos reativas
com xenobidticos (incluindo os inseticidas) que as de insetos resistentes, que
seqliestram o oxon analogo ativo e protegem o sitio alvo da acetilcolinaesterase

(Karunaratne et al, 1995).



2.2. Analise molecular da resisténcia aos inseticidas organofosforados (OP),
carbamatos e piretroides

Tanto os organofosforados (OP) como carbamatos sdo muito toxicos,
especialmente ao sistema nervoso central, pois inibem acetilcolinestarase,
provocando um actimulo de acetilcolina nos tecidos nervosos. Sdo usados como
inseticidas, nematicidas e acaricidas em um amplo espectro de cultivos agricolas.
(Grisolia, 2005).

Os insetos apresentam mecanismos de resisténcia associados a mutacdes
nos genes das carboxilesterases em resposta aos organofosforados, carbamatos e
piretrdides que podem ser classificados em quantitativos e qualitativos.

O mecanismo quantitativo pode corresponder em muitos casos a uma
amplificacdo génica que leva a superexpressdo das esterases. Em mosquitos as
esterases amplificadas podem compreender até 0,4% das proteinas totais, todas com
alto nivel de seqliestro rapido e baixa taxa de hidrolise (Karanaratne et al, 1993). As
causas dessa predominancia de excesso de sintese de enzima ¢ a amplificacdo do(s)
gene(s) (Vaughan e Hemingway, 1995), embora uma transcricdo super-regulada
sem o subjacente evento de amplifica¢do tenha sido reportada (Rooker et al., 1996).

A superexpressdo de carboxilesterases ndo especificas como resposta
evolutiva a pressao de sele¢cdo causada por inseticidas organofosforados e carbamatos
tem sido detectada em varios insetos, como mosquitos, carrapatos, afideos e baratas
(Hemingway et al., 2004).

Ha evidéncias de mecanismo de expressdo aumentada da atividade da
esterase em Anopheles gambiae (Vulule et al., 1999). Contudo, os genes envolvidos
sdo desconhecidos. Segundo Hernandez et al. (2002), essa resposta ocorre tanto para
contaminag¢ao com OP como para piretroides.

As alteracdes qualitativas estdo associadas a uma rapida hidrolise do
inseticida, em vez de aumentar o sequestro (Hemingway et al., 2004). Este
mecanismo esta quase sempre associado a resisténcia ao OP malathion e d4 uma
resisténcia cruzada especifica (algumas vezes malathion especifica) muito mais
restrita que o mecanismo de amplificagdo das esterases (Hemingway et al., 2004).

Um exemplo é a malathion esterase E3 de Lucilia cuprina. Nesse caso ocorreu uma
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Ginica mutagio de ponto, a substituicio Trp>'-Leu no gene da Esterase E3 (Campbell
et al., 1998), que levou esse inseto a resisténcia ao malathion.

A resisténcia ao carbamato também estd associada a presenca de
acetilcolinaesterase (AChE) insensivel ao sitio alvo de inseticidas OP e carbamato
(Hemingway et al., 2004). A AChE tem papel chave no sistema nervoso de inseto,
finalizando o 1impulso nervoso por meio da catalisacio da hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina. Os inseticidas OP e carbamato inibem a atividade
enzimatica pela fosforilagdo covalente ou carbamila¢do do residuo de serina dentro
do sitio ativo (Corbett, 1974). Estudos com Anopheles albimanus da América Central
tém mostrado que AChE alterada foi mais comum em mecanismos de resisténcia
OP/carbamato (Hemingway e Georghiou, 1983).

Os piretroides sdao derivados quimicos das piretrinas, considerados
inseticidas de amplo espectro de agdo, atingindo lepidopteros, dipteros, hemipteros,
coledpteros e afideos (Grisolia, 2005). Atuam nos canais de sédio da membrana dos
axonios, alterando a configuracdo espacial de algumas proteinas de membrana,
abrindo os canais de sodio e potassio, impedindo o seu fechamento.
Consequentemente, ocorre um bloqueio na transmissdo do impulso nervoso,
levando a paralisia do inseto e a um rapido efeito Knock-down. Os piretroides
podem ser subdivididos em dois tipos: Tipo I — permitrinas e tipo Il — deltamitrinas.

O uso desse tipo de inseticida tem levado ao desenvolvimento do
mecanismo de resisténcia Knock-down (kdr) em muitas espécies de insetos
(Soderlund e Knipple, 2003), incluindo os géneros Anopheles e Aedes.

Estudos com mecanismos de resisténcia cruzada com mosca doméstica
mostraram que o mecanismo molecular da resisténcia ao piretréide seria devido a
mudanga funcional do canal de sddio (Chinn e Narahashi, 1986).

Ranson et al. (2000 a, b), por meio de mapeamento genético, demonstraram
que o canal de sodio corresponde a um QTL (Quantitative trait locus) principal e
que a substituicdo de um nucleotideo estava ligada a heranca da resisténcia a
permitrina em linhagens de Anopheles gambiae.

De acordo com Hemingway et al. (2004), a resisténcia a inseticidas seria

um dos mais bem documentados, e rapidos, casos de adaptacdo evolutiva as
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mudangas ambientais. Neste estudo foi observado que, embora apenas um nimero
limitado de mecanismos de resisténcia tenha sido demonstrado, a diversidade dentro
dessas familias de enzimas envolvidas na resisténcia metabdlica seria capaz de
contribuir substancialmente para a resisténcia a muitas classes de inseticidas.

Além do conhecimento dos mecanismos de resisténcia, para que o controle
de insetos pragas tenha eficiéncia, € necessario conhecer a sua estrutura de
populacdes. Os estudos da genética de populagdes de uma espécie permitem
entender os mecanismos genéticos que mantém, reduzem ou aumentam a
variabilidade genética das populagdes, que poderdo levar a ocorréncia de resisténcia
a determinado inseticida. Essas andlises mostram, ainda, as relacdes de parentesco
dentro e entre as populagdes € como os genes da resisténcia poderao migrar de uma
populacdo para outra.

Uma ferramenta importante para o desenvolvimento desses estudos sdo os

marcadores moleculares, dentre eles destacamos o Random Amplified Polymorphic

DNA (RAPD).

2.3. Marcadores moleculares - RAPD-PCR

No inicio da década de 90, foi desenvolvido um marcador baseado em PCR,
denominado de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990). Estes autores descreveram a técnica no contexto da analise mendeliana.

A tecnologia de PCR-RAPD, que utiliza primers de seqiiéncia arbitraria,
abriu uma nova perspectiva para a analise genomica de individuos e populagdes,
eliminando a necessidade do conhecimento prévio das seqiiéncias de nucleotideos
que flanqueiam a seqiiéncia de DNA de interesse (Suazo et al., 1998).

Esta técnica ¢ capaz de extrair consideravel informagdo relativa a
variabilidade da seqiiéncia de nucleotideos no genoma (Borowsky, 2001). O
polimorfismo ocorre devido a diferencas no DNA (trocas, delegdes ¢ inser¢des de
nucleotideos), nos sitios de anelamento do primer ou entre eles, que podem prevenir
a amplificacio do DNA por falta de complementaridade, ou pela distancia
demasiadamente grande entre os sitios de amplificacdo nas duas fitas de DNA

(Ferreira e Grattapaglia, 1998).
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Marcadores RAPD, em geral, apresentam um bom contetido informativo,
isto €, amostram o genoma em varios locos ao mesmo tempo, identificam um bom
numero de locos polimoérficos por reagdao, embora discriminem um baixo nimero de
alelos por loco (dois alelos, amplificado e nao-amplificado) (Borowsky, 2001).

Os marcadores RAPD s3o muito usados para estudos populacionais de
variabilidade genética e distincia genética (Landry et al., 1993; Lou et al., 1998;
Suazo et al., 1998; Vasconcelos, 1998; Waldschmidt et al., 2000, 2002; Oliveira et
al., 2004). Estes marcadores também podem ser usados para estudos geograficos de
zonas de hibridizagdo, na qual as populagdes diferem por poucas ou varias
caracteristicas, como resultado do intercruzamento entre populacdes distintas,
podendo fornecer informagdes sobre o grau de introgressdao génica (Futuyma,
1992).

Infelizmente, nao foram desenvolvidos estudos com marcadores
moleculares RAPD em populagdes de D. saccharalis at¢ o momento. Contudo
alguns estudos foram realizados com outros Lepidoptera.

A analise da genética de popula¢des de Spodoptera frugiperda (Smith) foi
realizada por Martinelli et al. (2006). O estudo foi desenvolvido com 10 populagdes
em diferentes regides do Brasil, com essa praga associada ao milho e algodao. Os
autores verificaram que 98% dos fragmentos detectados foram polimoérficos; 18%
da variagdo ocorre entre as populagdes e 82% da variacdo foi observada dentro das
populacdes. O estudo mostrou ainda que ha consideravel fluxo génico entre as
populagcdes que ocorrem no milho e no algoddo, permitindo conhecer melhor o
fluxo génico das populagdes de algodao e milho para um plano de controle mais
eficiente (Martubelli et al., 2006).

Poza et al. (2008) utilizaram oito primers de RAPD para analise de
estrutura de populagdes em Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae), os
quais produziram 65 fragmentos polimorfismos, representando uma média de 78%.
Nesse estudo, os autores verificaram que houve baixo fluxo génico entre as
populagoes de S. nonagrioides da Europa, o que poderia contribuir para uma
reducdo na taxa de alelos para resisténcia uma vez que esta foi desenvolvida em

uma unica localidade.
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Embora ndo haja informagdes avaliadas na estrutura genética de populacoes
de D. saccharalis, a analise da variabilidade genética é especialmente importante
para o bem sucedido programa de controle de pragas em larga escala.

A deteccao de polimorfismos ¢ essencial para o desenvolvimento de
marcadores moleculares como o RAPD, observando linhagens resistentes e
suscetiveis, para analise de estrutura de populagdes, contribuindo para estudos

posteriores de controle desses insetos.
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CAPITULO |
Caracterizacao bioquimica das esterases e analise da expressdo génica em
larvas de Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae), ap6s

contaminagao com agrotoxicos

RESUMO

Devido a importancia econdmica de D. saccharalis, principal inseto praga da cana-
de-agucar e a utilizagdo de inseticidas para o seu controle integrado, ¢ necessario
identificar alteragdes na expressdo génica de isoenzimas e proteinas que poderiam
estar relacionadas ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia desses insetos.
O emprego da contaminagdo em laboratdrio com concentracdes subletais de
inseticidas organofosforados, carbamatos e piretrdides podem contribuir com esses
estudos. Assim, larvas de broca da cana do segundo ao quinto instar foram
contaminadas com diferentes concentragdes desses pesticidas. Apos 24 horas, as
sobreviventes foram quantificadas, sacrificadas e submetidas a andlise
eletroforética. Apds a contaminagdo com carbamato, foi verificado que apenas no
terceiro instar ndo houve correlacdo entre a mortalidade e a concentracdo de
inseticida; com o piretroide, ndo houve correlacio entre a mortalidade e a
concentragdo de inseticida; com o organofosforado, houve correlagdo entre a
mortalidade e a concentracdo de inseticida nos quatro instars larvais da broca da
cana. As andlises eletroforéticas de extratos de larvas sobreviventes apds a
contaminacao com organofosforado mostraram que houve inibi¢ao parcial das EST-
7 (acetilesterase) e EST-8 nas concentragdes de 0,6% e 0,4% e total da EST-3
(colinesterase I) em todas as concentracdes empregadas. Apos a contaminagao com
o piretroide, foi detectada uma nova regiao de proteina, que provavelmente pode ter
papel na resisténcia a esse inseticida. As alteracoes na expressdo génica,
identificadas apos o contato com baixas concentracdes de inseticidas, mostram que
esses mecanismos podem estar associados a mecanismos de resisténcia da broca da
cana.

Palavras-chave: broca da cana, doses subletais, isoenzimas, resisténcia, pesticidas.
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ABSTRACT

Given the economic importance of Diatraea saccharalis, insect pests of sugar cane
and the use of insecticides for its control part, is to identify changes in gene
expression of isozymes and proteins that may be related to the development of
mechanisms of insects resistance. The use of contamination in the laboratory with
sublethal concentrations of organophosphate insecticides, carbamates and
pyrethroids may contribute to these studies. Thus, the sugarcane borer from second
to fifth instar were contaminated with different concentrations of these pesticides,
after 24 hours the survivors were measured, sacrificed and subjected to
electrophoretic analysis. After contamination with carbamate was found that only
the third call there was is no correlation between mortality and concentration of
insecticide with a pyrethroid, no correlation between mortality and the
concentration of insecticide; with the organophosphate there no correlation between
mortality and concentration of insecticide in four instars. The electrophoretic
analysis of extracts of larvae surviving after contamination with organophosphate
show that there was partial inhibition of EST-7 (acetilesterase) and EST-8 at
concentrations of 0.6% and 0.4% respectively and total inhibition and EST-3
(cholinesterase 1) at all concentrations employed. After contamination with the
pyrethroid was found a new region of protein, which probably could have role in
resistance to this insecticide. Changes in gene expression identified way after
contact with low concentrations of insecticides and show that these mechanisms

may be associated with mechanisms of resistance to the sugarcane borer.

Key words: sugarcane borer, sublethal doses, isozymes, resistance, pesticides
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1. INTRODUCAO

Entre os insetos mais prejudiciais esta a D. saccharalis (Fabricius, 1794)
que, devido a grande expansdo da cultura da cana-de-agtlicar, passou a atacar outras
culturas, dentre elas o sorgo € o milho (Boiga Junior e Lara, 1993).

A broca da cana-de-acticar € uma das principais pragas desta cultura e causa
prejuizos diretos, como abertura de galerias que levam a perda de peso da cana, e
provocam a morte das gemas, causando falhas no brotamento. Nas canas novas, a
broca produz o secamento dos ponteiros, conhecido como “coragdo morto”
(Wenzel, 2006).

Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento, 2009) a safra da
cana-de-agucar 2009/2010 representaria um aumento de 8,6% a 10,7% do obtido na
safra passada, ou seja, uma quantidade de 49,4 a 61,1 milhdes de toneladas
adicionais do produto.

A regido Centro-Sul inclui os Estados da regido Sudeste, Sul e Centro-
Oeste, com participacdo proxima de 90,0% do total nacional. O desempenho dos
estados revela que, na regido Centro-Sul, o crescimento da produg¢do ocorre em
praticamente todos os Estados, com destaque para os Estados de Goias, com
acréscimo de 47,3%; seguido de Mato Grosso do Sul, com 28,7%; Parand, com
20,2%; e Minas Gerais, com 14,9%. Esse se resultado deve a entrada, nesta safra, de
25 novas usinas no sistema produtivo (Conab, 2009).

A cultura da cana-de-agucar respondeu, em 2002, por 11,5% das vendas de
agrotoxicos no Brasil, atrds somente da cultura da soja. Em 2003, essa cultura
representou 8% da vendas, ocupando a quarta posi¢do e movimentando 251 milhdes
de dolares (Armas et al., 2005).

Em paises latino-americanos, principalmente no Brasil, o controle bioldgico
¢ o método mais comum de conter D. saccharalis. Insetos parasitas da ordem
Hymenoptera estdo sendo extensivamente usados para o controle biologico de D.
saccharalis (Conte, 1994).

Os primeiros registros do homem utilizando inseticida, com objetivo de

reduzir perdas pelo ataque dos insetos as suas culturas, datam de 1000 a.C. e o
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controle quimico de pragas teve inicio na década de 40, com o emprego do DDT
(Ware, 1994).

A broca da cana-de-agucar tem um historico de desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas de diferentes classes. Resisténcia para endrin foi detectado
em populagdes no campo depois de seis estagdes de pulverizacdo de
hidrocarbonetos clorados para fixar a aplicagdo em Lousiana (Yadav et al., 1965).
No Texas, resisténcia em populacdes de campo foi detectada para organofosforados
e carbamatos ap0s varios ciclos de aplicagdes (Reagan et al., 1979).

Os pesticidas mais empregados sdo os organofosforados e os carbamatos,
cujos efeitos toxicos resultam do actimulo de acetilcolina na fenda sinéptica,
levando a uma estimulagdao excessiva dos receptores de acetilcolina, produzindo
sintomas neurotoxicos (Stefanidou et al., 1996).

Rossiter et al. (2001) sugerem que a eletroforese pode ser empregada para
detectar alteragdes na atividade esterasica. Esta ferramenta ¢ simples e rapida, sendo
mais eficiente que a determinacdo quantitativa dessas enzimas, devido a capacidade
desta técnica para quantificar tanto diferengas quantitativas quanto qualitativas.

Uma das maneiras de realizar este estudo ¢ através de analises
eletroforéticas das esterases, verificando se h& auséncia ou presenca de alguma
regido esterasica ou de proteina total. Assim, ¢ possivel utilizar esta regido como
marcador bioquimico para detectar a presenca de determinado pesticida na regido.

Aliado ao estudo de doses subletais de pesticidas, o objetivo desse trabalho
foi verificar as alteragdes na atividade relativa das esterases e proteinas totais que

estariam associadas a resisténcia a agrotoxicos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

O desenvolvimento do estudo foi realizado com larvas de Diatraea
saccharalis, mantidas em laboratério de criagdo do Departamento de Biologia
Celular e Genética da Universidade Estadual de Maringa (DBC-UEM), sob
temperatura de 25 = 1°C, fotoperiodo de 12 a 14 horas, umidade de 70 a 10% e

dieta artificial desenvolvimento por Hensley e Hammond (1968).

2.2. Preparo das amostras

As amostras foram homogeneizadas individualmente em solugdo a 0,1% de 2-
mercaptoetanol, contendo glicerol a 10% (40 pL a 120 uL, conforme o instar da larva), e
mais 15 uL de tetracloreto de carbono, centrifugadas a 11751 xg por 15 minutos a 4°C. Do
sobrenadante resultante, 13 puL foram aplicados nos géis PAGE para analises das esterases
e padrao de inibicao dessas isozimas.

Para eletroforeses de proteinas totais foram retirados 15uL do sobrenadante,
os quais foram aplicados em tubos de 0,2 mL, acrescentados 15uL de tampao
contendo solucao de azul de bromofenol, mais SDS a 10%. Em seguida, os tubos
foram aquecidos a 100°C por 3 min, em banho-maria. 25 pL foram utilizados para

aplicagdo no gel SDS-PAGE.

2.3. Eletroforese PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) e SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Para deteccdo das esterases, eletroforeses PAGE foram realizadas,
utilizando géis de visualizacdo a 12% e de empilhamento a 5% .

Os géis de visualizagdo SDS-PAGE, para proteinas totais, foram preparados
a 14% e o gel de empilhamento a 5% .

O tampdo de corrida utilizado foi o Tris-glicina 0,IM pH 8,3 para
eletroforese de esterases e Tris-glicina 0,1M pH 8,3 + SDS 10% para eletroforese
de proteinas totais. As eletroforeses PAGE e SDS-PAGE foram realizadas a 200V
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por 6h, a 5°C e 90V em temperatura ambiente at¢ a saida do fronte,
respectivamente.

Para a realiza¢do da coloracdo para esterase, o gel foi incubado por 30min.
em 50mL da solucdo de tampao fosfato de sodio (0,1M pH 6,2). Em seguida, o
tampao foi descartado e o gel foi incubado com uma solucdo de coloragao,
contendo: 50mL de tampao fosfato de sodio 0,1M pH 6,2; 0,03g de a-naftil acetato;
0,03g de B-naftil acetato; 0,06g do corante Fast Blue RR Salt. O gel foi incubado
até o aparecimento das bandas.

Para coloragdo das proteinas totais, os géis foram incubados em uma
solucdo fixadora, contendo etanol (50%), acido acético (12%) e formaldeido
(0.075%) por no minimo 1 hora. Apos este periodo, o gel foi lavado 3 vezes com
solu¢do de etanol 50%, seguida de tratado com solugdo de tiossulfato de sédio
0,02% por 1 minuto. Posteriormente, o gel foi lavado novamente com &agua
destilada por trés vezes, seguida com uma solucao de nitrato de prata (0,2%) por 20
minutos e finalmente o gel foi incubado com uma solugdo reveladora, composta
por: Bicarbonato de soédio (6%), solucdo de tiossulfato de sodio, formaldeido e

agua.

2.4. Testes de inibicdo

Os extratos de cada larva foram utilizados duas vezes no mesmo gel PAGE,
a primeira como controle e a segunda vez para o teste de inibi¢ao. Para a realizacao
da coloragdo, primeiramente, o gel foi cortado e separado em duas partes: controle e
inibicdo. O controle foi incubado apenas com 50 mL de tampao fosfato de sodio 0,1
M pH 6,2 por 30 min; enquanto que para inibicdo foi acrescentado um dos
inibidores em cada teste: 80uL organofosforado (malathion), 0,06g
paracloromercuriobenzoato (p-CMB) ou 0,06g sulfato de eserina. ApoOs esse
periodo, o tampao de incubagdo foi descartado e foi acrescentada a solucao de
coloragdo para esterases contendo um dos inibidores.

Healy et al. (1991) utilizaram os reagentes sulfato de eserina, pCMB e
organofosforado para classificar as esterases de acordo com a sensibilidade a esses

inibidores.
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Para classificacdo, foi utilizado o método empregado por Healy et al.(1990).
Nestes, as carboxilesterases seriam inibidas por organofosforados, mas insensiveis
ao sulfato de eserina; as arilesterases nao seriam inibidas por organofosforados, mas
sdo sensiveis ao p-CMB; as acetilesterases nao seriam inibidas por nenhum dos trés
grupos de inibidores e as colinesterases seriam inibidas pelo organofosfarado e
sulfato de eserina. As colinesterases poderiam ser classificadas como subclasse 1,
quando ndo sdo inibidas pelo p-CMB, e subclasse I, quando sdo inibidas por esse

reagente.

2.5. Bioensaios

Para os bioensaios, foram utilizadas larvas recém eclodidas do laboratorio
de criacdo de D. saccharalis do DBC-UEM. As larvas de primeiro instar foram
mantidas com alimentacdo artificial, segundo Hensley e Hammond (1968), até o
final do 5° instar, quando entram em fase de pupa. Os bioensaios foram montados
com larvas do 2° ao 5° instar com diferentes concentragdes subletais de inseticidas.
Cada bioensaio era composto de trés repeticdes e um controle. Os testes foram
realizados separadamente para cada instar em diferentes concentragoes do
inseticida. Os experimentos foram montados em placas de Petri de 20 cm de
diametro, contendo papel de filtro embebido com 1,5 mL de solu¢do com inseticida
e alimento preparado no laboratorio. Em cada placa de Petri foram colocadas 25
larvas e mantidas por um periodo de 24 horas.

Os inseticidas utilizados foram o Larvin (carbamato), Galgotrin (piretréide)
e Malathion (organofosforado) em concentragdes subletais (Quadros 2, 3 e 4
respectivamente). Apods esse tempo, as sobreviventes foram contadas, sacrificadas e
submetidas a eletroforese. As amostras foram estocadas a -20°C pelo menor espago

de tempo possivel para analise das isozimas.

2.6. Analise de dados

Apos a visualizagao das bandas, foi realizada a comparagao entre o controle
e a inibi¢do para posterior classificagdo das esterases. Os dados de mortalidade

foram submetidos ao programa SPSS 13.0, para andlise de correlagdo entre
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concentragdo do inseticida e mortalidade, e estimativa do coeficiente de

determinacdo (R?).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em larvas de D. saccharalis foram detectadas oito regides de esterases
denominadas de EST-1 a EST-8 de acordo com a mobilidade eletroforética (Figura
1). A caracterizagdo bioquimica das esterases foi importante para o
desenvolvimento do estudo sobre as alteragdes da expressdao dessas isozimas apds a

contamina¢ao com pesticidas.

1 2 345 6 78 9101112 131415161718 19 20

Figura 1 - Perfil eletroforético das esterases em extratos de larvas de segundo instar
de Diatraea saccharalis, submetidas a doses subletais do organofosforado
malathion:. 1-4= 0,4%; 5-8= 0,2%; 9-12= controle; 13-16=0,1%; 17 a 20=0,025%.

O Quadro 1 mostra os resultados do padrao de inibi¢do. As EST-1, EST-2,
EST-6 e EST-8 ndo foram classificadas, pois ndo seguem o padrao de inibi¢ao para
a classificacdo utilizada por Healy et al. (1991). A EST-3 ¢ uma colinesterase I e as

EST-5 e EST-7 sao acetilesterases.
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Quadro 1 - Classificacdo das esterases de larvas de Diatraea saccharalis acordo
com Healy et al. (1991). (+) inibigdo, (-) ndo inibi¢ao

Esterases

Malathion

p-CMB

Sulfato de eserina

Classificacao

EST-1

EST-2

EST-3

EST-4

EST-5

EST-6

EST-7

EST-8

+

+

Os bioensaios com carbamato (Larvin) mostraram que somente no 3° instar

nao houve correlacdo entre a mortalidade e a concentracdo de inseticida utilizado

(Figura 2). Os valores de R? obtidos foram semelhantes no 4° e 5° instares (Quadro

2).

Quadro 2 - Valores de mortalidade em porcentagem (%) e de coeficiente de
determinacdo para as concentracoes de Carbamato (Larvin) empregadas nos
bioensaios com larvas de Diatraea saccharalis. R*= coeficiente de determinacio

[nstar Concentracao do Carbamato (%) R’

7 6 5 4
2° 68% 58% 52% 52% 0,865
3° 72% 56% 65% 61% 0,180
4° 57% 57% 49% 25,33% 0,743
5° 40% 32% 24% 2% 0,741
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Figura 2 - Analise de regressdo da mortalidade das larvas de Diatraea saccharalis
apos a contaminagdo com o inseticida carbamato (Larvin). A= segundo instar (R*=
0,865); B= terceiro instar (R2= 0,180); C= quarto instar (R2= 0,743); D= quinto
instar (R’= 0,741).

Os resultados obtidos com o piretroide Galgotrin mostraram que ndo houve
correlacdo entre a mortalidade e a concentragdo de inseticida empregado (Quadro 3

e Figura 3) em todas idades analisadas.
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Quadro 3 - Valores de mortalidade em porcentagem (%) e de coeficiente de
determinacdo para as concentragdes de piretroide (Galgotrin) empregadas nos
bioensaios com larvas de Diatraea saccharalis. R>= coeficiente de determinacdo

[nstar Concentracao do Piretroide (%) R’
10 8 7 6
2° 40% 36% 26,6% 34,66% 0,356
3° 28% 45,33% 25,33% 10,66% 0,383
4° 30,66% 40% 26,66% 2,66% 0,479
5° 2,66% 28% 0% 1,33% 0,124
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Figura 3 - Analise de regressdo da mortalidade das larvas de Diatraea saccharalis
apdés a contaminagdo com o inseticida piretrdide (Galgotrin). A= segundo instar
(R>= 0,356); B= terceiro instar (R*= 0,383); C= quarto instar (R>= 0,479); D=
quinto instar (R’= 0,124).

33



Segundo Saleem et al. (2008), flutuagdes na resisténcia a inseticidas, na
auséncia de pressdo de sele¢do, podem ser devidas a um fitness ndo medido de
genes para resisténcia, a0 movimento de insetos dentro da 4rea global de cultivo
e/ou dilui¢do de resisténcia por meio de cruzamentos com individuos susceptiveis.
Tal fato permite sugerir que a introducao de inseticidas com novos modos de agdo
poderiam ajudar na redu¢do da freqiiéncia de genes para resisténcia (Razaq et al.,
2007). Esta sugestdo esta sendo facilitada pela introducdo continua de novas classes
de inseticidas. como neonicotinoides e reguladores de crescimento de inseto que
seriam mais compativeis com o controle integrado de insetos que os inseticidas
mais velhos (Saleem et al., 2008).

A Figura 4 mostra que houve correlacio entre a mortalidade e a
concentracdo de organofosforado (Malathion), empregado nos quatro instares das
larvas da broca da cana. Foi verificada uma diminui¢do nessa correlagdo com
aumento da idade das larvas, sendo que no quinto instar detectamos a menor

correlacao (Quadro 4).

Quadro 4 - Valores de mortalidade em porcentagem (%) e de coeficiente de
determinacdo para as concentracoes de organofosforado (Malathion) empregado nos
bioensaios com larvas de Diatraea saccharalis. R*= coeficiente de determinacio

Instar Concentracao do Organofosforado (%) R*
0,8 0,6 0,4 0,2 0,1 0,025

2° - 74,6%  74,6%  29,33% 8% 2,67% 0,808

3° - 72% 10,67% 8% 0% 0% 0,788

4° 64% 40% 25,33% 34,67% 0% 0% 0,609

5° 54,66%  52% 10,66% 16% 0% 1,33% 0,505

Resultado similar foi obtido por Urbaneja et al. (2009), trabalhando com
Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae). Neste trabalho, encontraram 60% de
mortalidade e efeitos subletais nos sobreviventes, como baixa fecundidade ¢ baixa

sobrevivéncia de fémeas.
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Figura 4 - Analise de regressdo da mortalidade das larvas de Diatraea saccharalis
apds a contaminagdo com o inseticida organofosforado (Malathion). A= segundo
instar (R?= 0,808); B= terceiro instar (R*= 0,788); C= quarto instar (R*= 0,609); D=
quinto instar (R*= 0,505).

As andlises eletroforéticas de extratos de larvas sobreviventes, apds a
contamina¢ao com organofosforado (Malathion), mostraram que houve inibicao
parcial das EST-7 e EST-8, nas concentragdes de 0,6%, 0,4% e 0,2%, e total da
EST-3 em todas as concentragdes empregadas (Figura 1). Esses resultados mostram
que a EST-3, que ¢ uma colinestarase I, pode se tornar uma isozima importante para
o estudo da resisténcia de D. saccharalis apds a contaminagdo com doses subletais
de malathion. Na literatura, ha duas hipdteses sobre o mecanismo de resisténcia aos

organofosforados. A primeira sugere que ha um aumento na atividade de
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detoxicacdo de enzimas (Gunning et al., 2005). A segunda sugere modificacdo na
enzima acetilcolinaesterase, que seria o sitio alvo desse inseticida (Hama, 1983).

Alteragdes na atividade relativa das esterases foram obtidas por Attencia et
al. (2005) apos contaminagdo de abelhas A. mellifera com concentragdes subletais
do organofosforado Malathion. Nesse estudo, os autores obtiveram tanto aumento
quanto a reducdo da atividade relativa dessas isozimas ap0s a contamina¢do com o
inseticida.

Os organofosforados e os carbamatos, t€ém sido largamente utilizados como
inseticidas, pois inibem a enzima acetilcolinaesterase (AChE) no sistema nervoso de
vertebrados e de invertebrados (Segall e Casida, 1982). O principal sitio de agcdo dos
inseticidas organofosforados (Steenland, 1996) ¢ o sistema nervoso na juncao
neuromuscular, interagindo com a AChE, cuja fun¢do ¢ catalisar a hidrolise da
acetilcolina (ACh) em acido acético e colina, interrompendo a transmissdao de
impulsos nervosos nas sinapes dos neurdnios colinérgicos do sistema nervoso
central e periférico (O’Brien, 1960; Marrs, 1993). A ACh ¢ um mediador quimico,
necessario para transmissdao dos impulsos nervosos, presente nos mamiferos e
insetos e, quando a AChE ¢ inibida, ocorre a paralisia e morte do inseto (Karczmar,
1998).

O processo de inibicio da AChE depende muito da estrutura do
organofosforado inibidor (Sultatos, 1994). A interacdo entre a acetilcolinaesterase e
seu inibidor organofosforado parece envolver somente o sitio esterasico, formando
um complexo bastante estdvel, sendo esta estabilidade relacionada
fundamentalmente a estrutura quimica do inibidor. A inibi¢do da AChE ¢
irreversivel; ela ¢ impedida de reagir com o sitio esterdsico, ocorrendo seu acimulo
onde ¢ normalmente liberada, resultando em toda a sintomatologia da intoxicacao
por Ach, ocasionada por compostos organofosforados (Segall e Casida, 1983;
Seanaayake et al., 1987; Lotti, 1992; Ecobichon, 1996).

Os resultados obtidos das analises das esterases presentes em larvas de D.
saccharalis apés a contaminagdo com carbamato ¢ piretroide mostraram que a

atividade relativa dessas isozimas ndo foi alterada apos os bioensaios realizados.
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A andlise de proteinas totais para todas as concentracoes com
organofosforado e carbamato mostrou que nao houve nenhuma alteracdo na
expressao destas proteinas.

Apos a contaminagdo com o piretroide galgotrin foi detectada uma nova
regido de proteina. A contaminacdo com o piretréide provavelmente ativou a
expressao de genes que atuam de alguma maneira na detoxificacdo do organismo do
inseto. Estes resultados permitem sugerir que essa proteina pode ter papel na
resisténcia ao piretroide.

Os piretroides t€ém como alvo os canais de s6dio dependentes de voltagem
(Savage et al., 1988; Rosenstock, et al., 1991; Hirata, 1995). Estes inseticidas
interferem na condutancia i6nica da membrana nervosa pelo prolongamento da
corrente de sodio, estimulando os nervos a descarregarem repetidamente e
causando hiperexcitabilidade nos animais contaminados.

Os principais sistemas de metabolismo do piretrdéide envolvem a quebra de
¢éster por acdo de esterase e oxidacdo de varias partes da molécula. Dessa maneira,
em nosso estudo, apds a contaminagdo com o piretrdéide, pode ter ocorrido a
ativacao de genes para esterases que nao seriam detectados nas coloragdes com o e
B-naftil acetato, mas que atuaram no metabolismo desse inseticida. Assim, serd
importante o desenvolvimento de estudo para a identificacdo desse peptideo,
detectado apos a contaminag¢do pelo piretrdide, para entendermos melhor o seu
mecanismo de desintoxicacao e possivelmente resisténcia ao inseticida.

Esses diferentes mecanismos de resisténcia surgem com a contaminagao por
doses subletais dos inseticidas. Nossos resultados mostraram que esses mecanismos
podem estar associados a expressdo génica diferencial apds o contato com baixas
concentragdes de inseticidas, principalmente organofosforado e piretrdide, pois foi
detectada a inibicado total da EST-3 e parcial das EST-7 e EST-8, apos
contaminagdo com o malathion e identificacdo de um novo peptideo apods
contaminacdo com o galgotrin.

A partir desses dados, serdo necessarios novos estudos de sequenciamento
dessas proteinas e se possivel identificagdo dos genes em nivel molecular para

podermos inferir a sua atuagdo na resisténcia de larvas de D. saccharalis.
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4. CONCLUSOES

a) Houve inibicdo parcial da EST-7 e EST-8 e inibicao total da EST-3 apods o
contato com organofosforado Malathion.

b) Os bioensaios com o inseticida organofosforado malathion permitiram verificar
que houve correlacdo entre a mortalidade e a concentracdo desse inseticida apos
contaminacao por contato em todos os instares analisados.

c) Foi detectada uma nova regido de proteina apds o contato com o inseticida

piretroide Galgotrin.
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CAPITULO II
Genética de populacBes de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera:
Crambidae) por meio de RAPD

RESUMO

As brocas do género Diatraea, como a D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae),
sdao consideradas as principais pragas da cana-de-acucar, estando distribuidas em
todas as regides canavieiras do pais. A espécie D. saccharalis ¢ encontrada em todo
o Brasil, infestando varias gramineas e provocando perdas econdmicas. Em paises
latino-americanos, o controle integrado ¢ o método mais comum de conter esta
praga. Embora ndo haja informagdes sobre a estrutura genética de populagdes de D.
saccharalis, a analise da variabilidade genética é especialmente importante para o
bem sucedido programa de controle de pragas em larga escala. O objetivo desse
trabalho foi o estudo da genética de populacdes por meio de marcadores RAPD em
D. saccharalis. As amostras foram coletadas em quatro regides do estado do
Parana: Paranacity, Engenheiro Beltrao, Tapejara e Centenario do Sul; e uma do
estado de Sao Paulo: Itoror6 do Paranapanema. Foram empregados 12 primers
RAPD, os quais produziram 216 fragmentos, com 99,54% de polimorfismo. O
indice de Shannon foi em média 0,3797 (= 0, 1729) e o valor médio encontrado do
Ggr nas cinco populagdes foi de 0,0909, mostrando que as populagdes nao estao
diferenciadas e poderiam estar ocorrendo fluxo génico entre elas. O alto grau de
polimorfismo dentro e entre as populagdes mostrou que esses insetos provavelmente
apresentam resisténcia a inseticidas ou que rapidamente poderdo desenvolver esse
tipo de resisténcia. De acordo com os resultados do trabalho, o controle € o manejo
dessa praga necessita de constantes avaliagdes de variabilidade genética para que

estratégias adequadas sejam encaminhadas.

Palavras-chave: Diatrea saccharalis, genética de populagdes, polimorfismo.
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ABSTRACT

The borer of the genus Diatraea such D. saccharalis is regarded as the main pests
of sugar cane, being distributed in all regions of the country. D. saccharalis. The
species is found throughout Brazil infesting various grasses and causing at times
economic losses. In Latin American countries, the integrated control is the most
common method of containing D. saccharalis. Although no information on the
genetic structure of populations D. saccharalis, the analysis of genetic variability is
especially important for the successful program to control pests in large scale, and
based on that the aim of this work was to study the genetics of populations by
means of RAPD markers in D. saccharalis. Samples were collected in four regions
of the northwest of Parand: Paranacity, Engenheiro Beltrao, Primeiro Centenario
and Tapejara; and a state of Sdo Paulo: Itororé de Paranapanema. We used 12
RAPD primers, which produced 216 fragments, with 99, 54% of polymorphism.
The Shannon index was on average 0.3797 (£ 0, 1729), and the average value of the
GST found in the five populations was 0.0909, showing that populations are not
differentiated and may be occurring gene flow between them. The high degree of
polymorphism within and between populations shows that these insects probably
have resistance to quickly insecticides or that can develop this type of resistance.
These results provide indication that the control and management of this pest
requires a constant assessment of genetic variability that appropriate strategies are

implemented.

Key words: Diatraea saccharalis, polymorphisms, genetics of populations

44



1. INTRODUCAO

A medida que as 4reas de plantio de cana-de-agicar vém se expandindo,
ocorre um aumento proporcional da populagdo das pragas-chave da cultura, dentre
estas, destaca-se a broca D. Saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) (Folegatti, 1985).

As brocas do género Diatraea, como a D. saccharalis, sdo consideradas as
principais pragas da cana-de-agucar, estando distribuidas em todas as regides
canavieiras do pais (Planalsucar, 1977). Os prejuizos decorrentes das infestacdes
por Diatraea em cana-de-agucar alcangam cifras significativas entre 1% a 6%.

Além da cana-de-agucar, esses insetos infestam varias outras gramineas e
provocando, as vezes, perdas econdmicas (Ferreira, 1998; 1999; Ferreira et al.,
2001).

As lagartas da broca da cana causam prejuizo direto pela abertura de
galerias, que ocasionam perda de peso da cana e provocam a morte das gemas,
causando falhas na germinacdo. Quando a broca faz galerias circulares
(transversais), seccionando o colmo, elas provocam o tombamento da cana pelo
vento. Enraizamento aéreo e brotacdes laterais podem também ocorrer devido ao
ataque da praga (Gallo et al., 2002). Uma vez no interior do colmo, o controle das
larvas torna-se muito dificil e, devido a essa dificuldade, passou-se a enfatizar
trabalhos que busquem obter medidas alternativas, dentre elas a resisténcia de
plantas, podendo ela ser constitutiva ou induzida (Lara, 1991).

As condicdes climaticas e ecologicas prevalecem no Brasil. A broca da
cana-de-agucar também aumenta a susceptibilidade de patdogenos, permitindo a
invasdo deles por podridao do caule das larvas através dos tineis, com infeccao
vermelha causada por fungos (Physalospora tucumanensis), particularmente
freqiiente.

Em paises latino-americanos, o controle biologico ¢ o método mais comum
de conter D. saccharalis (William et al., 1969; Guagliumi, 1973). Insetos parasitas
hymenopteras estdo sendo extensivamente usados para o controle biologico de D.

saccharalis (Conte, 1994).
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Ruvolo-Takasusuki et al. (2002) avaliaram o polimorfismo de esterases em
pupas de D. saccharalis mantidas em laboratdrio. Nesse estudo foram detectadas
oito regides de atividade esterdsica, mas somente a EST-3 foi polimorfica. Os
autores detectaram a presenca de dois alelos para essa isozima, com alta
heterozigosidade e inferiram que a EST-3 poderia ser utilizada como marcador
molecular para esse inseto.

Até o momento nao ha estudos sobre genética de populacdes de D.
Saccharali, mas estdo sendo desenvolvidas pesquisas com outras espécies de
Lepidoptera, como Spodoptera frugiperda (Smith), praga do algoddo, milho e arroz,
e Sesamia nonagrioides (Lefebvre), praga do milho.

A utilizacdo de marcadores moleculares dominantes, como o AFLP
(Amplified fragment length polymorphism) e RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphic DNA - Polymerase Chain Reaction), poderiam contribuir com o
conhecimento sobre a diversidade e a estrutura genética das populacdes desses
insetos pragas. A diversidade genética e o fluxo génico dentro e entre populagdes
dessas espécies tém papel importante na resisténcia ou susceptibilidade a
inseticidas. Essas informag¢des sdo importantes para o estabelecimento de manejo e
controle desses insetos.

Busato et al. (2004) analisaram a estrutura e a diversidade molecular de
quatro populagdes de S. frugiperda associadas as culturas de milho e arroz no Rio
Grande do Sul por meio do marcador AFLP. Nesse estudo foi estimado que 95%
dos locos eram polimorficos. Os indices de diversidade evidenciaram que 88% da
diversidade genética foram observadas dentro das populacdes e 12% entre as
populagdes de S. frugiperda. Os autores verificaram que houve diferenciacdo entre
as populacdes de acordo com a planta hospedeira, ou seja, foram detectados dois
bidtipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda.

Martinelli et al. (2006) analisaram 10 popula¢des de S. frugiperda,
coletadas em culturas de milho (Zea mays L.) ou algoddo (Gossypium hirsutum L.),
em varias regides geograficas do Brasil, com o marcador molecular RAPD-PCR. Os
autores detectaram 98% de polimorfismo. Os resultados obtidos permitiram aos

autores verificar consideravel fluxo génico entre populacdes desse inseto associado
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com as culturas de milho e algoddo nas mesmas regides geograficas. Estas
evidéncias sdo extremamente importantes, porque S. frugiperda é conhecida por se
alimentar de ambas as culturas. Os autores ainda sugeriram que sera importante
desenvolver marcadores moleculares apropriados para estudar o fluxo génico entre
populagdes do inseto, associadas com outras plantas hospedeiras em diferentes
regioes do Brasil.

A estrutura de populagdes de Sesamia nonagrioides (Lefebvre), a broca do
milho do mediterraneo, foi analisada por meio de RAPD-PCR. Nesse estudo Poza et
al. (2008) utilizaram populacdes da broca do milho da Espanha, da Franca, da Itélia,
da Grécia e da Turquia. Todas as populacdes analisadas estavam significativamente
diferenciadas, formando grupamentos geograficos. Os autores verificaram que ha
uma limitada troca genética entre populagdes de S. nonagrioides da Europa, que
pode contribuir para uma diminui¢do na taxa de propagacdo de alelos para
resisténcia, uma vez que a resisténcia tenha sido desenvolvida em determinada
localidade.

Os estudos sobre genética de populagdes das brocas ainda ¢ inicial. O objetivo
deste trabalho foi demonstrar a importancia do conhecimento e entendimento do fluxo de
genes entre as populagdes dessas pragas, para o entendimento da resisténcia a pesticidas.

Nesse sentido o estudo da variabilidade genética por meio de marcadores RAPD em D.

saccharalis foi realizado.

47



2.1. Material

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de larvas D. saccharalis foram coletadas em quatro regides do

noroeste do Parand e uma do Estado de Sdo Paulo, pertencentes a trés usinas (Quadro 1,

Figura 1). Apos a coleta, os insetos foram sacrificados, colocados em gelo, levados ao

laboratorio e estocadas a -20°C para isolamento de DNA o mais rapido possivel.

Quadro 1 - Identificagdo das popula¢des de Diatraea saccharalis, local de coleta das
amostras e a quantidade de amostras utilizadas para isolamento de DNA

Populagdes Usinas Coordenadas Cidade Estado Numero de
geograficas amostras
popl Santa 22°55°48”S 52°09°03”0 Paranacity Parana 12
Terezinha
Pop2 Sabaralcool 23°47'49" S 52°16'08"  Engenheiro  Parana 12
O Beltrao
Pop3 Santa 23°43'59"S 52°52'24"0 Tapejara Parana 12
Terezinha
Pop4 Alto 22°49'15"S  51°35'42"  Centenario do  Parana 12
Alegre O Sul
pop5 Alto 22° 36°35”S 51° 43°16” Itoror6 do Sao 12
Alegre O Paranapanema Paulo
Legenda;
A Paranacity
& . .
SP d Engenteiro Belirio
i D
b Taoejara
A A |
b Centendrio do sul
s & Trotord do Faranapanetra

Figura 1 - Mapa dos Estados do Parana e Sdo Paulo, identificando os locais de
coleta de Diatraea saccharalis.
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2.2. Métodos — RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

2.3. Isolamento de DNA Gendmico

As larvas de broca foram coletadas, sacrificadas e armazenadas a -20°C por um
curto periodo de tempo. O numero de larvas utilizadas por localidade ¢ mostrado no
Quadro 1.

O DNA gendmico foi extraido de acordo com a metodologia de Doyle & Doyle
(1990) modificado. As amostras foram maceradas individualmente em 500uL de solugdo
tampao (Tris-HCI pH 8,0 0,1M; NaCl 1,4M; 2% CTAB e 0,02M EDTA) e 5 uL de
proteinase K, permanecendo em banho-maria por 2 horas a 65°C. Em seguida, foram
centrifugadas a 11751 xg por 10 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi
retirado e acrescentado 500uL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), e foi
centrifugado a 11751 xg por 10min em temperatura ambiente. ApoOs este periodo o
sobrenadante foi retirado, transferido e acrescentado duas fases de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) consecutivas. Apos a homogeneizagao e centrifugagdo da ultima fase de
cloroférmio: 4lcool isoamilico, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
acrescentado 250 pL de isopropanol para precipitacdo do DNA por 12 horas. Apds este
periodo, o DNA foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado e deixado secar em
temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 60 uL de tampao TE (0,01M Tris-
HCIl pH 8,0, 0,001M EDTA) e armazenado a -20°C .

A integridade e quantificacdo do DNA foram avaliadas em gel de agarose
0,8% com tampao TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA, pH 8,0). A quantidade de
DNA presente em cada amostra foi estimada por meio de comparagdo com
concentragdes conhecidas e graduadas de DNA-padrao (phago A). Os géis foram
corados com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL), as bandas de DNA

visualizadas sob luz ultravioleta e a imagem capturada por sistema da EDAS

(Kodak 1 D Image Analysis 3.5).

2.4. Amplificacdo de DNA

Para as analises RAPD foram realizados testes com 80 primers aleatdrios
desenvolvidos pela Operon Technologies Inc - Alameda, CA, USA, dos quais 12

foram amplificados (Quadro 2). As reagdes de amplificagdo foram feitas em um

49



termociclador Techne, conforme o protocolo original descrito por Williams et al.
(1990) com pequenas modificagdes.

As reagdes foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 0,2
uM de primers, 2 unidades de Tag-DNA polimerase (Gibco - BRL), 2,5 uL de
tampao de reagdo 10X (Gibco - BRL), 0,1 mM de cada dANTP e 2,5-3,0 mM de
MgClp.

A desnaturagdo inicial do DNA foi a 94 °C por 5 minutos. Esta etapa foi
seguida por 45 ciclos de amplificacdo (94 °C : 1 min.; 35 °C : 1 min.; 72 °C : 2
min.). Apos os 45 ciclos, foi realizada uma extensao final de 7 min a 72 °C.

Os produtos das amplificacdes foram preparados e separados em gel de
agarose 1,5% com tampao TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM 4cido bérico e 2 mM
EDTA). Apo6s este periodo, os géis foram corados em banho de brometo de etidio
(0,5 pg/mL). Os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz ultravioleta e a
imagem capturada por sistema EDAS (Kodak 1 D Image Analysis 3.5).

Um marcador de peso molecular de DNA (1Kb Kadder - Gibco-BRL) foi

usado para determinar o tamanho dos fragmentos gerados.

2.5. Analise da genética de populactes

As andlises dos dados moleculares envolveram a interpretagdo dos
fragmentos (bandas) de DNA gendmico obtidos. Os individuos foram comparados
dentro e entre as populacdes, sendo as comparagdes feitas pela presenca (1) ou
auséncia (0) de fragmentos de tamanhos moleculares idénticos (localizados no
mesmo loco) para cada individuo analisado.

A variabilidade genética, dentro e entre as populagdes, foi determinada pela
porcentagem de locos polimorficos. A diversidade genética das populagdes
analisadas foi calculada pelo indice de Shannon (I). Também foram calculados os
valores de Ggr. Para o célculo dessas andlises foi utilizado o programa Popgene
1.31 (Yeh et al., 1999).

A matriz de similaridade foi submetida a uma analise de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) para

construcdo de um dendrograma. Para esta analise foi utilizado o programa NTSYS
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1.7 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989),
baseado no complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e o programa

Popgene 1.31 (Yeh et al., 1999), com base no complemento aritmético da distancia

genética de Nei (1978).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 2 mostra que foram obtidos 216 fragmentos, sendo 215
polimérificos, correspondendo a 99,54% de polimorfismo. Esses resultados
mostraram que a broca da cana D. saccharalis apresentou alto polimorfismo RAPD.
Neste quadro, pode-se observar que o primer OPP-17 (25 fragmentos) apresentou o
maior nimero de fragmentos. O menor numero foi detectado com o primer OPA-02
(11 fragmentos).

O ntmero e a proporcao de fragmentos polimorficos detectados nas cinco
populagoes de D. saccharalis analisadas estdo apresentados no Quadro 3. Na
populacdo de Paranacity (PR), foi identificada a maior proporcao de fragmentos
polimérficos (87,50%) e na populacdo de Centenario do Sul (PR) a menor

(75,46%).

Quadro 2 - Seqiiéncia de nucleotideos dos primers utilizados, nimero de fragmentos
obtidos e fragmentos polimoérficos por primer utilizado nas analises RAPD de
Diatraea saccharalis

Primer Seqiiéncias de nucleotideos Numero de Numero de
fragmentos fragmentos
polimérficos
OPA-01 5’- CAGGCCCTTC -3’ 16 16
OPA-02 5’-TGCCGAGCTG-3’ 11 11
OPA -08 5’- GTGACGTAGG -3’ 20 20
OPA-11 5- CAATCGCCGT -3’ 21 21
OPB-04 5’ - GGACTGGAGT -3’ 19 19
OPB-08 5’- GTCCACACGG -3’ 20 20
OPB- 10 5’- CTGCTGGGAC -3’ 15 14
OPB- 18 5’- CCACAGCAGT-3’ 15 15
OPC-11 5- AAAGCTGCGG -3’ 21 21
OPC-19 5 - GTTGCCAGCC -3’ 15 15
OPP-10 5’- TCCCGCCTAC -3’ 18 18
OPP-17  5- TGACCCGCCT -3’ 25 25
Total 216 215
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Resultado similar foi obtido por Martinelli et al. (2006), trabalhando com
variabilidade genética em 10 popula¢des de S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae),
com marcadores dominantes RAPD. Utilizando 10 primers, obtiveram em média
98% de polimorfismo dos 208 fragmentos amplificados.

Poza et al. (2008) utilizaram 8 primers de RAPD para analise de estrutura
de populagdes em Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ detectaram

menor polimorfismo: 65 fragmentos polimorfismos, com média de 78%.

Quadro 3 - Numero e propor¢do de fragmentos polimorficos obtidos nas analises
RAPD em cinco populagdes de Diatraea saccharalis

Populagdo Numero de Numero de fragmentos Fragmentos polimorficos
Amostra polimorficos (%)

Paranacity 12 189 87,50

Engenheiro 12 171 79,17

Beltrao

Tapejara 12 171 79,17

Centenario do 12 163 75,46

Sul

Itoror6 do 12 176 81,48

Paranapanema

Total 60 216 99,54

Outros autores, estudando a variabilidade genética em Lepidoptera por
meio do marcador molecular AFLP, detectaram altos valores de polimorfismo.
Busato et al. (2004), utilizando cinco combinacdes de oligonucleotideos em quatro
populagdes de S. frugiperda, obtiveram um total de 241 bandas, sendo 229
polimoérficas, representando 95% de polimorfismo. Resultado similar foi obtido por
Timm et al. (2008), empregando 5 combinag¢des de oligonucleotideos. Os
pesquisadores  analisaram a estrutura de populagdes de Grapholita molesta
(Lepidoptera: Tortricidae), obtendo 95% de locos polimorficos.

Em D. saccharalis, a estimativa da diversidade genética pelo indice de
Shannon foi em média 0,3797 (£ 0, 1729) em todas as populagdes. Na populagdo de
Paranacity foi detectada a maior diversidade genética: 35,77% (£ 0,2153). Na

populagdo de Itoror6 do Paranapanema (Sao Paulo) foi verificada a menor
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diversidade genética: 31,30% (= 0,2108). Os valores do indice de Shannon estao

apresentados no Quadro 4.

Quadro 4 - Indice de Diversidade de Shannon (I) das cinco popula¢des de
Diatraea saccharalis analisadas

Populacdo indice de Shannon (1) Desvio- padrao
Paranacity 0,3577 +0,2153
Engenheiro Beltrao 0,3536 +0,2355
Tapejara 0,3368 +0,2328
Centenario do Sul 0,3222 +0,2402
Itorord do 0,3130 +0,2108
Paranapanema

Total 0,3797 +0, 1729

O valor de Ggr obtido para as cinco populacoes foi de 0,0909, indicando
que as populagdes ndo foram diferenciadas e podem ser consideradas como
populagdo Unica.

Com esses resultados observa-se que a broca, ou tem a capacidade de voar
longas distancias, o que discorda de Hayward (1943) que verificou que a D.
saccharalis ndo seria uma boa voadora, uma vez que seu voo tem uma extensao de
aproximadamente 200 a 300 metros, podendo chegar a 700 metros com auxilio do
vento. Ou, 0 mecanismo que seria mais provavel € que as brocas sdo levadas para

varias localidades nos deslocamentos humanos entre as usinas.

Quadro 5 - Valores da identidade genética e distdncia Genética de Nei (1978)
obtidos pelo programa Popgene 1.31 para as cinco populacdes de Diatraea
saccharalis analisadas

Pop/ID Paranacity =~ Engenheiro  Tapejara  Centenario Itorord do
Beltrao do Sul Paranapanema

Paranacity ok 0,9835 0,9784 0,9763 0,9807

Eng. Beltrao 0,0166 ok 0,9717 0,9729 0,9719

Tapejara 0,0219 0,0288 xRk 0,9753 0,9832

Cent. do Sul 0,0240 0,0274 0,0250 ok 0,9862

It. Paranap. 0,0195 0,0285 0,0170 0,0139 ook

*Qs valores da Identidade genética de Nei estdo representados acima da diagonal e
a Distancia genética de Nei estdo abaixo da diagonal.
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Os valores de identidade genética e a distancia genética de Nei (1978) entre
as cinco populacgdes estdo apresentadas no Quadro 5. As populagdes que obtiveram
a maior similaridade foram Centendrio do Sul e Itoror6 do Paranapanema,
provavelmente devido a pequena distancia geografica entre as localidades.

No dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1978) pode-se
observar que as populacdes de Paranacity e Engenheiro Beltrdo podem ser
agrupadas, assim como as populagdes de Centendrio do Sul e Itoror6 do

Paranapanema puderam ser agrupadas com a populacao de Tapejara (Figura 2).

g
5

Grteraiocb U

ltoraochRrargerea

557 105 08306 Qm

Figura 2 - Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), obtido por marcadores RAPD. Os individuos das populagdes de
Diatraea saccharalis, coletados em Parnacity, Engenheiro Beltrdo, Tapejara,
Centenario do Sul e Itoror6 do Paranapanema, foram agrupados pelo método
UPGMA, utilizando o programa Popgene 1.31.
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Quando as analises de agrupamento foram realizadas pelo coeficiente
Jaccard, o dendrograma obtido (Figura 3) mostrou que as populagdes de Paranacity,
Centendrio do Sul, Tapejara e Itoror6 do Paranapanema ndo se separaram,

apresentando grande similaridade.

Os resultados obtidos mostraram que as populagdes de D. saccharalis
analisadas possuem alto polimorfismo RAPD e ndo estariam diferenciadas (Gst=
0,0909) o que poderia levar a ocorréncia de cruzamentos entre elas, como pode ser
observado nas Figuras 2 e 3. Esses provaveis cruzamentos entre mariposas adultas
das diferentes localidades podem levar a resisténcia a inseticidas de duas maneiras:
populacdes que ndo eram resistentes a um inseticida passariam a ser pela troca de
genes nos cruzamentos entre populacdes; ou poderia ocorrer resisténcia cruzada a
inseticidas, ou seja, individuos de uma populacao resistente a um tipo de inseticida
se reproduziriam com individuos de uma populacdo resistente a outro tipo de

inseticida e seus descendentes seriam resistentes aos dois tipos de agrotdxico.

Esse tipo de ocorréncia foi descrito no estudo realizado por Saleem et al.
(2008) com resisténcia a organoclorina, organofosforado, carbamato e piretréide em
Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) do Paquistdo. Os autores propuseram
que a resisténcia a inseticidas detectada pode ter ocorrido devido a migragdo de

insetos de areas onde a resisténcia ja havia sido descrita.

Programas integrados de controle da broca da cana precisam de uma
supervisdo maior. Seria necessario analisar o polimorfismo das D. saccharalis
presentes nas culturas de cana para avaliar com mais cautela quais inseticidas
seriam utilizados e quando liberar Cotesia para o controle bioldgico dessa praga.
Seria importante que as usinas trabalhassem em conjunto para que inseticidas
diferentes nao fossem aplicados, evitando, assim, a resisténcia cruzada, devido ao
grande polimorfismo e a facilidade de cruzamento entre brocas de diferentes

localidades.
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Figura 3 - Dendrograma baseado no complemento aritmético do coeficiente de
Jaccard, obtido por marcadores RAPD. Os individuos 1-12 (Paranacity), 13-24
(Engenheiro Beltrdo), 25-36 (Tapejara), 37-48 (Centenario do Sul), 49-60 (Itoror6
do Paranapanema). Os individuos analisados foram agrupados pelo método

UPGMA, utilizando o programa NTSYS.
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4. CONCLUSOES

a) As cinco populagdes de D. saccharalis analisadas apresentaram alto
polimorfismo RAPD.

b) As populagdes ndo estdo diferenciadas e estd ocorrendo fluxo génico entre elas, o
que podera levar a resisténcia a inseticidas em localidades onde as brocas nao sio
resistentes.

c¢) Seria importante que os responsaveis pelos programas de controle integrado da
broca realizassem periodicamente analise da variabilidade genética das D.
saccharalis presentes nas diferentes localidades, para um melhor manejo e controle

dessa praga.
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6. CONCLUSOES GERAIS

a) A inibicao parcial da EST-7 e EST-8 ¢ a inibigdo total da EST-3, apods o contato
com organofosforado malathion, a correlagdo estimada entre a mortalidade e a
concentragdo empregada desse inseticida apds contaminagao por contato em todos
os instares analisados indicam que esses parametros poderdo ser utilizados como
marcadores para novos estudos com resisténcia a inseticidas organofosforados em
D. saccharalis.

b) A nova regido de proteina detectada, apds a contaminag¢do por contato com o
inseticida piretroide galgotrin, poderd ser utilizada para o entendimento de
resisténcia a esse inseticida apos a caracterizagdo e identificagao desse polipeptideo.
¢) A alta porcentagem de polimorfismos RAPD e a similaridade entre as populagdes
de D. saccharalis avaliadas mostraram que estd ocorrendo fluxo génico dentro e
entre as populagdes. Esse contato pode levar ao aumento de resisténcia a inseticidas
utilizados nas culturas de cana de agucar da regido.

d) Seria importante que novas estratégias de manejo e controle dessa praga sejam
desenvolvidas, dentre elas, a avaliacao periddica do polimorfismo genético da D.
saccharalis presente na regido, para dificultar a ocorréncia de resisténcia a

inseticidas.
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