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RESUMO

HEIDEMANN, Celina Inés. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, setembro
de 2009. Cariotipo e identificacdo de marcadores moleculares sexo-
especifico em Diatraea saccharalis. Orientadora: Dra. Maria Aparecida
Fernandez. Professoras Conselheiras: Dra. Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki e Dra. Ana Silvia Lapenta.

Uma das razbes para o interesse na genética e citogenética de
lepiddpteros € a grande quantidade de espécies pragas pertencentes a este grupo
que causam perdas consideraveis na agricultura. Consequentemente, ha
necessidade de obter novas estratégias para o controle destas pragas. A Diatraea
saccharalis € um inseto que ocasiona consideraveis prejuizos nas plantagdes de
cana-de-acgucar. Nessa area de atuacao, a nossa proposta foi de contribuir com o
conhecimento da biologia de D. saccharalis, especificamente com os seguintes
objetivos: (1) caracterizar citogenéticamente os cromossomos mitéticos de D.
saccharalis; (2) descrever fragmentos envolvidos na diferenciagdo de macho e
fémea desta espécie, com o marcador molecular RAPD GyakuU-13 que é
especifico para o cromossomo W de Bombyx mori; (3) avaliar a populagao de D.
saccharalis mantida no Departamento de Biologia Celular (DBC) da Universidade
Estadual de Maringa, em relacdo a heterose e a distancia genética. Para o
desenvolvimento desses experimentos, foram analisadas preparagdes de placas
metafasicas dos cromossomos mitéticos de células de hemolinfa de D.
saccharalis; deferido o perfil de fragmentos obtidos com o marcador sexual
GyakuU-13 de Bombyx mori; e estimada a variabilidade genética desta populagao
proveniente da Usina de Santa Terezinha, Distrito de Iguatemi, Municipio de
Maringa, que ja era mantida por endocruzamentos no laboratério da Usina e
foram trazidas para o DBC em 2004. Os resultados mostraram que a D.
saccharalis apresenta 16 pares de cromossomos holocéntricos e similares em
tamanho e forma em mais de 100 metafases analisadas, ndo sendo possivel a
diferenciagao sexual pela cariotipagem. Com o uso do marcador molecular foram
identificados dois fragmentos, um de aproximadamente 610 e outro de 1400 pares
de base, sugeridos como marcadores de D. saccharalis machos e fémeas,
respectivamente. O numero elevado de fragmentos amplificados possibilitou a

estimativa da heterozigosidade total (Ht) da populagdo estudada que foi de

Vi



0,3560. Esse resultado demonstra que a populacdo estudada apresenta
consideravel reserva de variabilidade genética. Em resumo os resultados obtidos
contribuem para o conhecimento da biologia de D. saccharalis, de interesse para

o desenvolvimento de novas metodologias e estratégias no controle dessa praga.

Palavras-chave: Diatraea saccharalis, cariétipo, marcador molecular sexo-

especifico.
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ABSTRACT

HEIDEMANN, Celina Inés. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, September,
2009. Karyotype and identification of sex-specific molecular markers in
Diatraea saccharalis. Adviser: Dra. Maria Aparecida Fernandez. Co-Advisers:
Dra. Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki e Dra. Ana Silvia Lapenta.

One of the reasons for the interest in genetics and cytogenetics of
lepidoptera is the enormous number of species of pests on this group that cause
considerable damage in agriculture. Therefore, there is need for new strategies to
control this pest. The Diatraea saccharalis is an insect that cause considerable
loss in the sugar cane culture. In this area of work, our proposal was to contribute
to the knowledge of the biology of D. saccharalis, especificaly with this following
objectives: (1) characterize the mitotic chromosomes of D. saccharalis; (2)
describe fragments involved in the differentiation between male and female of this
species, with the molecular marker RAPD GyakuU-13, which is specific for the W
chromosome of Bombyx mori; (3) evaluate the population of D. saccharalis raise in
the Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade Estadual de
Maringa (DBC), in face of heterosis and the genetic distance. For the development
of these experiments were analyzed metaphasic plates of mitotic chromosomes
from D. saccharalis hemolymph cells; deferred the profile of fragments obtained
whit the sexual marker GyakuU-13 of Bombyx mori; and estimated the genetic
variability of this population provided by Usina de Santa Terezinha, district of
Iguatemi, city of Maringa, that already was maintained by inbreeding in the
laboratory of the Usina Santa Terezinha and were brought for the DBC in the year
2004. The results showed that D. saccharalis has 16 pairs of holocentric
chromosomes and similar in size and shape in more than 100 analyzed
metaphases, but was not possible the sexual differentiation by karyotyping. The
molecular marks analysis showed that two fragments, one of them with
approximately 610 on the other one with 1400 pairs of base, could be correlated
as markers of D. saccharalis male and female, respectively. The elevated number
of amplified fragments allowed the estimation of total Heterozigosity (Ht) of the
population, which was 0.3560. This result shows that the population has

considerable reserve of genetic variability. In summary the results contribute to



knowledge of the biology of D. saccharalis, of interest for the development of new
methodologies and strategies for the control of this pest.

Key-words: D. saccharalis, karyotype, maker sex-specific.



1. INTRODUCAO

A cana-de-aguicar é originaria do Sudeste da Asia, pertence ao género
Saccharum ssp, familia Poaceae (Gramineae), sendo uma das espécies vegetais
mais importantes para a agricultura mundial. O cultivo da cana-de-agucar tem se
destacado, entre outras culturas, pela sua produtividade e adaptacdo as
condigdes climaticas e de solo de varias regides do Brasil.

A importancia dessa cultura pode ser atribuida a sua multipla utilizacao,
podendo ser empregada sob a forma de forragem, para alimentagao animal, ou
como matéria prima para a fabricacdo de acucar, alcool, rapadura, melado e
aguardente. Atualmente, a principal destinacdo da cana-de-agucar cultivada no
Brasil € a fabricagdo de acucar e alcool. O setor sucroalcooleiro é parte
importante do agronegdcio brasileiro, além de ser referéncia nesse aspecto para
os demais paises (Strapasson et al., 2007).

Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), o Brasil
apresenta uma area cultivada de cana-de-acucar que cobre aproximadamente 7,8
milhdes de hectares, sendo o maior produtor mundial seguido pela india e
Australia. Quase todos os estados brasileiros produzem cana, mas o maior estado
produtor € Sao Paulo, com cerca de 367,693 milhdes de toneladas, o que significa
aproximadamente 60% da produg¢do nacional. O Parand € o segundo maior
produtor com 54.193 milhdes de toneladas, seguido por Minas Gerais com
51.840,3 milhdes de toneladas.

Embora os indices de produtividade sejam altos, a produgéo brasileira de
cana-de-agucar ainda nao atingiu o esperado. Isto se deve a varios fatores, como
a deficiéncia nas operagdes agricolas, suscetibilidade a infeccbes por
microrganismos patogénicos, baixo potencial genético das variedades de plantas
existentes e perdas causadas pelo ataque de inumeros insetos (Castilho, 1982).

No Brasil, a broca da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794), € uma praga que causa prejuizos consideraveis a agroindustria sucro-

alcooleira. A broca é originaria das Antilhas, América Central e do Sul e sua
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ocorréncia verifica-se em todas as regides onde se processa o cultivo da cana.
Biologicamente, esta praga vem sendo controlada a partir da criagdo macica da
vespa Cotesia flavipes (Hymenoptera;, Braconidae) em laboratorios
especializados, uma vez que nio existe até o momento um inseticida eficiente
para o seu controle (Alleyne et al., 2001).

A D. saccharalis € um inseto de metamorfose completa e a duragéo do
seu ciclo biologico é bastante variavel, dependendo de inumeros fatores,
principalmente do clima e da planta hospedeira. O adulto desta espécie € uma
mariposa de habitos noturnos, que realiza a postura na parte dorsal das folhas.
Nascidas, as larvas descem pela folha e penetram no colmo, perfurando-o na
regidao nodal. Dentro do colmo cavam galerias, onde permanecem até o estagio
adulto (Cruz, 2007).

Os danos causados pela D. saccharalis a cana-de-agucar por efeitos
indiretos sdo os mais importantes. As galerias abertas pela broca-da-cana deixam
a planta vulneravel a entrada de fungos, que realizam inversao de sacarose; esta
doenca é conhecida como a “podriddo vermelha” (Botelho, 1992).

O ataque de modo direto, causado pela formacéo das galerias, em
plantas jovens, acarretam a morte das gemas apicais provocando o secamento
dos ponteiros, sintoma conhecido como “coragcdo morto”. Outros danos causados,
decorrentes do desenvolvimento do inseto no vegetal é o brotamento lateral,
perda de peso, enfraquecimento dos colmos com consequéncia aumento no
namero de canas quebradas, enraizamento aéreo e entrends atrofiados (Graga,
1976; Gallo et al. 1978; Padua, 1983). Portanto, o ataque desta praga a cultura da
cana-de-acgucar altera a qualidade da cana, acarretando perdas no rendimento
industrial desta matéria prima (Nardin, 2002).

A maior parte dos estudos sobre a D. saccharalis abordam aspectos de
criacdo, dinamica populacional, relagdes parasitdides-hospedeiros e alguns
aspectos basicos da morfologia, fisiologia, biologia molecular. Porém, ainda n&o
ha nenhum estudo relacionado a citogenética deste inseto. A falta destes
conhecimentos vem dificultando a implementagao de técnicas para seu controle
biolégico, uma vez que ha necessidade de conhecimentos basicos da biologia dos

insetos para realizar avaliacbes das interagdes entre o parasita e seu hospedeiro



(Conte, 1994; Dossi e Conte, 2002; Ruvolo-Takasusuki et al., 2002; Beserra e
Parra, 2004; Victoriano e Gregorio, 2004)

A caracterizagdo de cromossomos mitoticos de insetos oferece
possibilidades de investigacdo de processos mitdticos tais como a analise
citogenética da organizagao da heterocromatina, analises moleculares, bem como
estudos evolutivos. A analise do cariétipo € a primeira etapa neste processo de
caracterizacao (Borges et al., 2000).

Nos Lepidopteros, a identificagdo de cromossomos individuais baseados
no tamanho e nos padrées de bandeamento é dificil por causa do grande numero
de cromossomos, do tamanho pequeno e da aparente similaridade entre eles
(Mandrioli et al., 2003). Com isso, também se torna dificil a identificacdo dos
Cromossomos sexuais destas espécies.

Nessa ordem, fémeas sao heterogaméticas para o cromossomo sexual. O
sistema de cromossomos sexuais com fémeas heterogaméticas é representado
como WZ/ZZ e Z/ZZ, alternativamente designados WZ e Z0, dependendo da
presenga ou auséncia do cromossomo W. Abe et al. (1998, 2005) identificaram
marcadores moleculares para o cromossomo sexual de Bombyx mori,
possibilitando assim o reconhecimento do sexo genético de um embrido ou larva,
muito antes de qualquer marcador morfolégico tornar-se visivel.

O uso de marcadores moleculares também permite entender a
movimentacdo de bidtipos ou gendtipos dos insetos, sua estratégia de
convivéncia, sucesso reprodutivo e o padrao de dispersao geografica das
espécies de insetos-praga (Chandrasekhar et al., 2005).

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em
marcadores moleculares podem ser utilizados para fins de conservagéo,
domesticacdo, utilizagdo econbmica, melhoramento genético e para melhor
compreensao da dinamica dos alelos na populagcdo. Estas informacgdes, aliadas
aos conhecimentos da historia de vida e de caracteristicas ecoldgicas da espécie,
permitem conhecer parte da sua biologia.

Considerando as exposicbes acima, este trabalho teve os seguintes
objetivos: (1) caracterizar citogenéticamente os cromossomos mitéticos de D.
saccharalis; (2) descrever fragmentos envolvidos na diferenciagdo de macho e

fémea desta espécie, com o marcador molecular RAPD GyakuU-13 que é
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especifico para o cromossomo W de Bombyx mori; (3) avaliar a populagao de D.
saccharalis mantida no Departamento de Biologia Celular (DBC) da Universidade
Estadual de Maringa, em relacao a heterose e a distancia genética.

A populagdo de D. saccharalis utilizada em nossos estudos era
proveniente da Usina de Santa Terezinha, Distrito de Iguatemi, Municipio de
Maringa, sendo mantidas por endocruzamentos no laboratério da Usina e foram
trazidas para o DBC em 2004, continuando sua manutencdo por

endocruzamentos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cultura da cana-de-agucar

Originaria do sudeste da Asia, trazida ao Brasil em 1532 por Martim
Afonso de Sousa, a cana-de-agucar pertence ao género Saccharum ssp, familia
Poaceae (Gramineae), sendo uma das espécies vegetais mais importantes para a
agricultura mundial. E cultivada em uma extensa &rea territorial, apresentando
melhor rendimento em climas tropicais (Strapasson et al., 2007).

O cultivo da cana-de-agucar tem se destacado, entre outras culturas, pela
sua produtividade e adaptacdo as condi¢des climaticas e solo de varias regides
do pais. O clima ideal para a produgao da cana-de-acucar € aquele que apresenta
duas estagdes distintas: uma quente e umida para proporcionar a germinagao,
perfilhamento e desenvolvimento vegetativo; seguida de outra fria e seca, para
promover a maturacdo e consequente acumulo de sacarose. A época de plantio
ideal para a regiao Centro-Sul é de janeiro a marco, enquanto na Regido Norte-
Nordeste € de maio a julho. Segundo Wrege et al. (2005), no Parana, as areas de
menor altitude do norte apresentam menor ocorréncia de geadas, o que torna a
regido apta para plantio da cana-de-agucar.

A importancia da cana de acgucar pode ser atribuida a sua multipla
utilizagdo, podendo ser empregada sob a forma de forragem, para alimentagao
animal, ou como matéria prima para a fabricacdo de acucar, alcool, rapadura,
melado e aguardente. Atualmente, a principal destinagdo da cana-de-agucar
cultivada no Brasil € a fabricagdo de acucar e alcool. O setor sucroalcooleiro é
parte importante do agronegécio brasileiro, além de ser referéncia nesse aspecto
para os demais paises. A cana-de-agucar € a matéria-prima que permite os
menores custos de produgédo de agucar e alcool, devido a energia consumida no
processo ser produzida a partir dos seus préprios residuos (Strapasson et al.,
2007).



O setor sucroalcooleiro estd em plena ascensdo em fungdo da forte
demanda interna e externa, o que justifica as pesquisas tecnoldgicas no processo
de produgdo de cana-de-agucar, tais como: obtencdo de novas variedades
adaptadas ao clima, tipo de solo, sistema de corte (manual e mecéanico) e

pesquisas relacionadas ao combate das pragas que atingem essa cultura.

2.1.1. Producédo da cana-de-acucar

Inicialmente, o principal polo de producdo da cana-de-acgucar era a Zona
da Mata nordestina, com posterior expansao para a regiao Sudeste, notadamente
no Estado de Sdo Paulo. Hoje, quase todos os estados brasileiros produzem
cana, mas o maior estado produtor € Sdo Paulo, com cerca de 367,693 milhdes
de toneladas o que significa aproximadamente 60% da produgdo nacional. O
Parana é o segundo maior produtor do Brasil com produg¢ao de 54,193 milhdes de
toneladas.

O IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) estimou a safra
2009 em aproximadamente 691,790 milhdes de toneladas, superior 6,6% a safra
do ano passado que foi de aproximadamente 648,973 milhdes de toneladas. Este
volume representa uma quantidade de 42,817 milhdes de toneladas adicionais do
produto.

Um estudo realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab) diz que a safra de 2009, para a regiao Centro-Sul, que inclui os Estados
da regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste, pode chegar a aproximadamente 568,992
milhdes de toneladas. Esse dado mostra a participacdo de 82,0% do total
nacional, indicando aumento de 10,1% a 12,3% no volume da cana a ser
processada. Desse total, foi estimado que 44,7% serdo destinados a fabricagao
de acgucar e 55,3% a producgao de alcool.

O desempenho dos estados revela que na regido Centro-Sul, o
crescimento da producdo ocorre em praticamente todos os Estados, com
destaque para os Estados de Goias com acréscimo de 47,3%, seguido de Mato
Grosso do Sul (28,7%), Parana (20,2%) e Minas Gerais com 14,9%. Esse
resultado deve-se a entrada nesta safra, de 25 novas usinas no sistema

produtivo.



Para os principais produtos derivados da cana-de-agucar para esta safra
observa-se a tendéncia de expansdo mais acentuada para o agucar. Neste
sentido, a produgdo estimada de acucar para o Pais, como um todo, devera
atingir de 36,42 a 37,91 milhdes de toneladas, com um crescimento percentual de
15,18% a 19,88%. Para o élcool, o estudo indica um crescimento entre 4,1% e
7,2% devendo atingir uma produgao entre 27,78 e 28,60 milhdes de litros.

Embora os indices de produtividade sejam altos, a produgéo brasileira de
cana-de-agucar ainda ndo atingiu o esperado. Isto se deve a varios fatores como:
deficiéncia nas operagdes agricolas, suscetibilidade a infecgdes por
microrganismos patogénicos, baixo potencial genético das variedades de plantas

existentes e perdas causadas pelo ataque de inumeros insetos (Castilho, 1982).

2.2. Biologia da Diatraea saccharalis

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera:Cambridae) é originaria das Antilhas,
América Central e do Sul, mas se espalhou para as regides onde é cultivada a
cana-de-agucar e estabeleceu-se como uma praga, causando prejuizos
consideraveis as industrias sucro-alcooleiras (Alleyne et al., 2001).

Os principais danos causados pelas larvas dessa espécie (“brocas-da-
cana”) sdo decorrentes da alimentagdo dentro do colmo da planta. Em fungéo
desse habito, as medidas convencionais de controle, por meio de inseticidas
quimicos direcionados para a larva, sao praticamente ineficientes. Na realidade,
qualquer tentativa de controle deve ser sempre baseada no conhecimento estreito
sobre a biologia e o comportamento da praga (Randolph et al., 1967; Dinther,
1971).

Essa espécie é polifaga. Originalmente era uma espécie presente em
pastos aquaticos e semi-aquaticos (Elias, 1970). Jepson (1964) afirma que a
“broca-da-cana” pode infestar 65 espécies vegetais, sendo 30 espécies de
pastagens de importancia econdmica, além de cana-de-agucar, milho, milheto,

sorgo sacarino, trigo, sorgo granifero e arroz.



2.2.1. Ciclo de vida

Cruz (2007) detalhou o ciclo de vida da D. saccharalis. A duragdo do ciclo
esta em torno de 40 a 60 dias, sendo que podem ocorrer até quatro geracdes
anuais (em casos excepcionais até cinco), dependendo das condigdes do clima. A
“broca-da-cana” tem metamorfose completa, ou seja, passa pelas fases de ovo,
larva, pupa e adulto (Figura 1).

Os ovos séo depositados em agrupamentos, na parte dorsal da folha,
contendo de dois a 50 ovos, estes sao inicialmente brancos, tornando-se marrom
com a idade. A duracao da fase de ovo é de quatro a seis dias.

As larvas originadas de uma mesma massa de ovos eclodem quase que
sincronicamente, ou pelo menos dentro de algumas horas. As larvas comegam a
alimentar-se logo apds a eclosdo. Depois da primeira ou segunda muda descem
pela folhna e penetram no colmo, perfurando-o na regidao nodal. Dentro do colmo
abrem galerias, onde permanecem até o estagio adulto. As larvas apresentam de
5 a 6 instares caracteristicos da ordem Lepidoptera. Quando criadas em dietas
artificiais, a maioria das larvas tende a exibir seis instares (Hensley, 1971).
Holloway et al. (1928) relatam duragdes dos instares de 3 a 9 dias para larvas
alimentando-se em cana-de-agucar, com tempo de desenvolvimento larval de 25
a 35 dias, estas podem chegar a um comprimento de 20 a 30 mm. Os o6rgaos
reprodutores nao sao bem desenvolvidos nesta fase.

A fase de pupa acontece no interior da planta, nas galerias criadas pela
larva. A larva limpa e amplia as galerias antes da metamorfose, deixando
somente uma fina camada de tecido da planta que é removido pela mariposa
quando saida. A pupa € alongada, fina, de coloragdo marrom-amarelada a
marrom mais escuro, medindo entre 16 e 20 mm de comprimento e possuindo
tubérculos pontudos e proeminentes nos segmentos distais. A duragao da fase de
pupa normalmente é de seis a quatorze dias, mas, sob condi¢cbes mais amenas
de temperatura, pode estender-se até 22 dias. Os érgéos reprodutores comegam
a diferenciar nesta fase do desenvolvimento.

O adulto € uma mariposa marrom-amarelada, com envergadura entre 18
e 28 mm, em machos, e 27 a 39 mm, em fémeas. Os 6rgaos reprodutores ja

estao totalmente desenvolvidos nesta fase. Os adultos possuem habitos noturnos,
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e realizam a postura na parte dorsal das folhas. As fémeas podem depositar ovos

por até quatro dias. A duracao da fase de adulto é de trés a oito dias.

- 4 a 6 dias
_—
Ovos Larva
3 a 8 dias 5 a 35 dias
6 a 14 dias
«—
Mariposa Pupa

Figura 1 — Ciclo de vida da D. saccharalis. Metamorfose completa: ovo, larva,
pupa e mariposa.

2.2.2. Importancia econdémica

Os danos por efeitos indiretos, causados pela D. saccharalis na cana-de-
agucar, sdo os mais importantes, uma vez que através dos orificios e galerias
abertos pelas larvas penetram fungos (Colletotrichum falcatum e Fusarium
moliniforme) que realizam invers&o de sacarose, diminuindo a pureza do caldo de
10 a 20% e, consequentemente, o rendimento de agucar e alcool; esta doenga é
conhecida como “podriddao vermelha” por causa do vermelhdo no interior dos
entrends (Botelho, 1992).

O ataque de modo direto, causado pela formacédo das galerias, em
plantas jovens, acarretam a morte das gemas apicais provocando o secamento
dos ponteiros, sintoma conhecido como “coracdo morto”. Outros danos causados,
decorrentes do desenvolvimento do inseto no vegetal é o brotamento lateral,
perda de peso, enfraquecimento dos colmos com consequente aumento no

numero de canas quebradas, enraizamento aéreo e entrends atrofiados (Graga,
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1976; Gallo et al. 1978; Padua, 1983). Portanto, os danos causados pela D.
saccharalis alteram a qualidade da cana-de-agucar, acarretando perdas no
rendimento industrial desta matéria prima (Nardin, 2002).

Os prejuizos causados pela broca-da-cana diminuiram pela utilizagdo de
programas de controle biolégico com a criagdo macica em laboratérios
especializados da vespa Cotesia flavipes (Hymenoptera; Braconidae), parasita
natural da D. saccharalis (Mendonga, 1996; Botelho e Macedo, 2002). No entanto,
0s prejuizos estimados em cerca de 20 milhdes de ddlares continuam sendo
significativos para a industria sucro-alcooleira (Jornal da Ciéncia, 2004).

A maior parte dos estudos existentes com a D. saccharalis é relacionada
a sua morfologia (Victoriano e Gregorio, 2004), existindo também relatos sobre a
analise de genes de importancia para o controle biolégico, como os envolvidos
nos processos digestivos da lagarta (Azevedo et al., 2003) e sobre variabilidade
isoenzimatica (Ruvolo-Takasusuki et al., 2002). Trabalhos recentes relacionados
com a resisténcia de plantas transgénicas a broca-da-cana iniciam outro
importante campo de pesquisa (Rang et al., 2004). Embora muitos estudos
relatem aspectos bioquimicos e morfoldgicos das interagdes parasita-hospedeiro
e descrevam caracteristicas do controle biolégico, ndo se tem ainda
conhecimento a respeito da citogenética de D. saccharalis, o que poderia nos

fornecer subsidios para melhoria das técnicas de seu controle.

2.3. Cariétipo em Lepidoptera

A descricdo do conjunto cromossdmico de uma espécie € conhecida
como cariotipo. Uma caracterizacao clara e precisa do cariétipo é de fundamental
importancia quando se quer comparar citogeneticamente espécies diferentes, ou
examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie. Os cariotipos ndo sao
estruturas rigidamente estaveis, e em praticamente todas as espécies se
encontram variagdes cromossémicas que desempenham um papel importante na
evolucdo das espécies. Essa variagdo pode ser numérica, quando ha um
aumento ou diminuicdo do numero de cromossomos, ou estrutural, quando os
cromossomos apresentam variagdes no seu tamanho, posicdo do centrbmero,

quantidade de DNA, quantidade de heterocromatina ou numero e posicao relativa
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de suas bandas C e G. Os bandamentos sdo importantes para a identificacdo de
cromossomas homoélogos e na caracterizagao de polimorfismos ou de relagdes de
parentesco entre espécies proximas, distinguindo possiveis rearranjos
cromossémicos. (Guerra, 1988).

A caracterizacdo de cromossomos de insetos oferece muitas
possibilidades em investigacbes de processos mitdticos como a analise
citogenética da heterocromatina (Gatti e Pimpinelli, 1992; Eugénio e Cella, 1996),
estudos da cariocinese (Glover, 1990; Gatti e Goldberg,1991), analise molecular
(Reed e Phillips, 1995) bem como estudos evolutivos (Baimai, 1998) e de
delimitacado zoografica (Shyamala e Ranganath, 1989).

A origem de novas espécies, ou seja, especiagdo, envolve o
estabelecimento do isolamento reprodutivo. O cariétipo das espécies pode estar
relacionado a formacao da separagcao poés-zigotica (White, 1973). Cruzamentos
entre espécies com caridtipos diferentes produzem hibridos que sao heterozigotos
para os rearranjos cromossOmicos. Estes hibridos possuem a fertilidade reduzida
devido a segregacao nao regular dos cromossomos homélogos durante a primeira
divisdo meidtica (Lorkovic, 1974; John et al., 1983; Forejt 1996). Embora os
diferentes tipos de rearranjos cromossomaticos tenham varios efeitos na
fertilidade do hibrido heterozigoto (King, 1993), a fertilidade hibrida geralmente
esta correlacionada negativamente com a divergéncia cariotipica dos parentais
(White 1973; Gropp et al., 1982).

As espécies em alguns géneros animais exibem extrema diversidade
cariotipica interespecifica. Nos mamiferos, por exemplo, o género Muntiacus
(Mammalia:Cervidae) inclui espécies com diferentes cariétipos que variam de uma
escala de n = 3 a n = 23 (Yang et al, 1997), e o género Sigmodon
(Mammalia:Cricetidae) tem uma diversidade cariotipica interspecifica de n = 11 a
n = 26 (Zimmerman, 1970). As maiores escalas em numeros de cromossomos, a
nivel de género, sdo encontradas nos insetos, como por exemplo no género
Apiomorpha (Hemipteros:Eriococcidae) que tem diversidade cariotipica
interespecifica de n =2 a n = 96 (Cook, 2000).

Os numeros de cromossomos dos Lepidoptera estdo geralmente entre 28
e 32 pares (Suomalainen, 1969; Robinson, 1971), mas podem variar

extensamente. O exemplo mais impressionante em nivel de género € encontrado
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em Agrodiaetus, com numero hapléide de cromossomos que varia entre 10 e 134
(Kandul et al., 2007). Algumas subespécies como Samia cynthia mostram, além
de diferentes numeros de cromossomos, um polimorfismo elevado dos
cromossomos sexuais (Yoshido et al., 2005), que pode ter um papel importante
na populacao e na divergéncia das espécies (Charlesworth et al., 1987; Prowell,
1998).

Toda essa variagdo pode ser consequéncia de um arranjo cromossoémico
holocéntrico, ou seja, quando os cromossomos ndo apresentam um centrébmero
distinto, e sim difuso, portanto, eles ndo podem ser caracterizados pela posicao
do centrdbmero. Os centrOmeros sao difusos supostamente para facilitar a fusao e
a divisdo dos cromossomos (Suomalainen, 1969).

Os cromossomos sé&o geralmente pequenos e numerosos e as cromatides
irmas separam-se pela disjungéo paralela na metafase mitética (Murakami e Imai,
1974). Algumas descobertas sugerem que os cromossomos de lepidoptera nao
sdo verdadeiramente holocéntricos, mas exibem um cinetdcoro que, em contraste
com um tipico cromossomo monocéntrico, envolve uma grande por¢ao, cerca de
30 a 70%, da superficie cromossomal. Estas descobertas favorecem um tipo
intermediario de cromossomo entre os holocéntricos e monocéntricos tradicionais
(Wolf, 1996).

Nos Lepidopteros, a identificagdo de cromossomos individuais baseados
no tamanho e nos padrées de bandeamento é dificil por causa do seu grande

numero, do pequeno tamanho e da aparente similaridade entre eles.

2.4. Determinacao do sexo em Lepidoptera

Na maioria dos animais, ocorre a predominancia de machos
heterogaméticos, baseado no mecanismo do cromossomo sexual XX/XY (ou em
variagbes XX/XY XX/XY1Y2). No entanto, nos Lepidopteros, fémeas sé&o
heterogaméticas para o cromossomo sexual. O sistema de cromossomos sexuais
com fémeas heterogaméticas € representado como WZ/ZZ e Z/ZZ,
alternativamente designado WZ e Z0, dependendo da presencga ou auséncia do

cromossomo W (Lukhtanov, 2000).
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Em sistemas de fémeas heterogaméticas, a constituicdo dos
Cromossomos sexuais nos ovos € que decide o desenvolvimento sexual do
embrido. Os embrides ZZ tornam-se machos, embrides WZ (ou embrides Z0 em
sistemas Z/ZZ) tornam-se fémeas.

Embora o sistema de fémeas heterogaméticas seja conservado em todas
as espécies de lepiddpteros investigadas até agora, o papel do cromossomo
sexual na determinagdo do sexo ainda ndo € bem claro. Sistemas WZ n&o séo
diferentes dos sistemas XY. Teoricamente, o primeiro sinal de determinacédo do
sexo em um sistema WZ/ZZ pode ser gerado (1) pela ativagdo de genes no
cromossomo W envolvidos na determinacdao do sexo feminino enquanto o
desenvolvimento do sexo masculino € reprimido; assim a presenga do W
proporciona o desenvolvimento de fémeas e a auséncia do W promove o
desenvolvimento de machos; ou (2) pela ativagdo de genes no cromossomo Z
que age inibe genes envolvidos na determinagcdo do sexo feminino localizados
nos autossomos; ou (3) a ativagdo de genes de efeito materno, que podem estar
presentes em qualquer cromossomo incluindo o W. Estes dois ultimos sistemas
de determinagao sexual sdo mecanismos de soma de Z: um unico cromossomo Z
promove o desenvolvimento de fémeas, dois Z promovem o desenvolvimento do
macho. Embora ndo se conhega precisamente os genes envolvidos na geragao
do primeiro sinal de determinacédo do sexo, ambos sistemas o “W dominante” e o
“Z recessivo” ocorrem nos lepidopteros (Traut et al., 2008)

No que diz respeito a recombinag¢ao génica, os lepidopteros mostram que
nos machos ocorre recombinacdo entre seus cromossomos Z, e as fémeas nao
fazem cruzamentos nos cromossomos sexuais (Sturtevant, 1915). A meiose
masculina segue o esquema citogenético convencional com tipicas figuras de
quiasma nos cromossomos sexuais (Maeda, 1939; Traut, 1977; Banno et al.,
1996; Traut e Clarke, 1996). A meiose feminina, entretanto, ndo apresenta
quiasmas, isto é, ndo ocorrem cruzamentos entre 0S Cromossomos sexuais
(Maeda, 1939; Suomalainen, 1965; Traut, 1977; Nokkala, 1987).
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2.4.1. Composigdo do cromossomo sexual

O genoma do bicho-da-seda (Bombyx mori) foi sequenciado,
independentemente, por pesquisadores chineses e japoneses (Mita et al., 2004,
Xia et al., 2004). Em ambos os grupos, os genomas masculinos também foram
sequenciados para evitar interferéncia do cromossomo W. As sequencias do
cromossomo Z ndao mostram nenhuma diferenga na em relagdo aos autossomos.
Mapas genéticos convencionais tém sido estabelecidos ndo somente para o bicho
da seda, mas também para a broca do milho Ostrinia nubilalis (Dopman et al.,
2004), Helicoius melpomene (Jiggins et al., 2005) e para Heliconius erato (Tobler
et al., 2005). O cromossomo Z possui muitos genes funcionais, o que leva a
evidéncia da conservacgao de pelo menos uma parte dele lepidopteros. (Yasukochi
et al., 2006; Scriber et al., 1996; Dopman et al., 2005; Gotter et al., 1999).

Os genes do cromossomo Z parecem contribuir em uma maior proporgao
para o processo de especiagao (Sperling, 1994; Naisbit et al., 2002; Dopman et
al., 2005). Particularmente, as respostas comportamentais masculinas ao
ferombnio tém um papel claro nas barreiras reprodutivas e sdo muitas vezes
ligadas ao Z, supondo a distribui¢cao aleatéria, dado o numero geralmente elevado
de grupos de linhagens nos Lepidoptera.

Poucos genes foram encontrados ligados ao cromossomo W. O fator
determinante de fémea, Fem, no B. mori, € o mais proeminente (Tazima, 1964). O
gene Esd de gigantismo no ovo é associado com o cromossomo de W, mas sua
localizag&o nao foi confirmada ainda (Kawamura, 1988, 1990). Resultados obtidos
com mutantes do cromossomo sexual de Ephestia kuehniella sugerem a presenga
de um fator “male-killing” no cromossomo W (Marec et al.,, 2001). Em Papilo
glaucus, a mancha escura observada nas borboletas é transmitida pela fémea e,
consequentemente, considerada ligada ao W, mas a ligagdo € interrompida em
alguns cruzamentos, supostamente devido a um supressor ligado ao Z (Scriber et
al., 1996).

Para analisar o cromossomo W de B. mori a nivel molecular, foram
obtidos marcadores moleculares. Abe et al. (1998, 2005) identificaram 13

marcadores RAPD W-especifico. As sequéncias de nucleotideos da maioria
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desses fragmentos RAPD W-especificos apresentaram identidade significativa a
retrotransposons previamente relatados no B. mori € em outros organismos.

A anadlise da presenga ou auséncia do cromossomo sexual apresenta-se
como uma maneira eficiente de reconhecer o sexo genético de um embrido ou
larva muito antes de qualquer marcador morfolégico tornar-se visivel. No caso do
bicho da seda, que possui grande importancia comercial, este conhecimento
possibilita a selecdo de embrides masculinos, ja que estes produzem
aproximadamente 20% mais seda do que fémeas (Tazima, 1964; Strunnikov,
1975; Ohnuma e Tazima, 1983; Ohnuma, 1988; Ohnuma, 2005).

Ha também uma crescente necessidade de desenvolver um mecanismo
de esterilidade em insetos pragas (SIT). O SIT tem como objetivo a liberagédo de
um grande numero de insetos geneticamente estéreis em uma populagdo
selvagem o que, consequentemente, levara a diminuigdo da populagao (Marec et
al., 2005).

2.5. Diversidade genética

Ao examinarmos 0s organismos que nos rodeiam, pertengam eles ao
reino animal ou vegetal, observamos uma grande diversidade genética. Esta
diversidade determina a variagdo genética dentro de cada espécie, tanto entre
populagdes geograficamente separadas como entre os individuos de uma dada
populacdo. A variabilidade genética avalia a tendéncia dos diferentes alelos de
um mesmo gene apresentar variabilidade entre si, numa dada populagdo
(Primack, 2006).

A capacidade de uma populacdo para se adaptar a um ambiente em
mudancga depende da variabilidade genética. A continua produgdo de novas
variedades é garantida pelo processo de mutagdo e recombinagdo, enquanto o
processo de adaptagdo ao ambiente e a deriva genética moldam a distribuigéo da
diversidade genética no espago e no tempo. A amplitude do modo pelas quais as
populagdes podem responder aos desafios do ambiente é determinada pela
variagdo genética contida nas populagbes que compdem a espécie (Endler,
1986).
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A diversidade genética pode ser abordada sob o ponto de vista
estatistico, uma vez que é também uma propriedade de um grupo de individuos,
populacdes ou amostra, sendo deste modo caracterizado por média e variancia
(Paim, 1995).

A aplicagao de técnicas multivariadas em estudos de diversidade genética
tem permitido a potencializagdo da discriminacdo genotipica. Os marcadores
moleculares sao uma dessas técnicas, pois permitem o estudo da variacéo
genética em nivel do DNA (Cruz e Regazzi, 1997).

Referindo-se aos marcadores moleculares, Ferreira e Grattapaglia (1998)
relatam que esses recursos permitem ao pesquisador mais informagdes sobre o
genotipo, que, associadas aos dados fenotipicos, complementam os resultados
desejados para os programas de melhoramento, exemplificando-se o
planejamento de cruzamentos, o agrupamento de gendétipos e a identificagao de
hibridos.

O uso de marcadores moleculares tem possibilitado descobertas nas
diferentes areas da biologia, através da caracterizacdo e identificacdo de
populacdes, ragas e/ou espécies como, por exemplo, trabalhos para a
caracterizagdo de arroz (Tcacenco et al.,, 2005), fungos entomopatogénicos
(Wang et al.,, 2002) e insetos (Sosa-Gomez, 2004). Estudos moleculares
permitem entender a movimentagdo de bidtipos ou gendtipos dos insetos, sua
estratégia, sucesso reprodutivo e qual o padrao de dispersdo geografica ocorre
nas espécies de insetos-praga (Chandrasekhar et al., 2005).

Trabalhos recentes tém demonstrado a existéncia de biotipos de insetos
associados a plantas hospedeiras. Busato et al. (2004) utilizaram marcadores
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e identificaram biotipos de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ocorrendo em lavouras de milho
e arroz. Sosa-Gomez et al. (2004) caracterizaram populagbes de Euschistus
heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), utilizando marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), demonstrando que as populagdes
estudadas diferem entre si e sdo geograficamente isoladas. De acordo com os
autores, a identificacdo desse isolamento geografico e do polimorfismo existente
entre cada populagdo permite associa-lo a genes de resisténcia a inseticidas,

subsidiando programas de manejo de E. heros na cultura da soja (Glycine max).
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O RAPD é uma dentre as técnicas moleculares disponiveis para a
identificacdo de polimorfismo nas espécies. Esta técnica utiliza um unico “primer”
de sequéncia arbitraria de poucos nucleotideos, o qual é capaz de amplificar as
sequéncias de DNA incluidas entre dois sitios de anelamento (Welsh e
McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Apesar de ser uma técnica que usa
sequéncias arbitrarias, alguns trabalhos tém demonstrado sua eficiéncia na
identificacdo de populagdes de insetos (Carvalho e Vieira, 2001; Oliveira et al.,
2002; Lopes-da-Silva et al., 2004).

Ha necessidade de mais estudos empregando métodos moleculares para
investigar a diversidade genética em Lepidoptera. Ha poucos estudos de variagao
e diferenciacdo populacional intra-especifica, sendo um tema de maior
importancia para o campo da biodiversidade e suas aplicagdes ao manejo,

conservagao e utilizagao sustentavel (Lewinsohn e Prado, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biologico

As larvas da Diatraea saccharalis (Lepidoptera; Crambidae) foram obtidas
nos canaviais da Usina Santa Terezinha, distrito de Iguatemi, municipio de
Maringa/PR, em 2004, onde ja eram mantidas através de endocruzamentos no
laboratdrio da usina, por um periodo nao conhecido. Essas larvas foram mantidas
na sala de criagcdo do DBC (Departamento de Biologia Celular e Genética),
Universidade Estadual de Maringa-UEM, alimentando-se de dieta artificial
desenvolvida por Hensley e Hammond (1968), sendo incubadas em caixas
plasticas em estufa Biologic Oxygen Demand (B.O.D.) com fotoperiodo de 12
horas, temperatura de 25 + 2° C e umidade relativa de 70 + 10%. Nas condigbes
acima descritas, o ciclo biolégico completo, com duragdo de aproximadamente 40
dias, era mantido obtendo ovos, larvas, pupas e adultos. Os adultos permanecem
em camara de acasalamento construidas com tubo de PVC com
aproximadamente 10 cm de diametro x 25 cm de altura e revestido internamente
com papel sulfite, os cruzamentos eram feitos somente com os individuos criados
no departamento. Apds a postura dos ovos, esses foram coletados e lavados em
solugdes de formol 0,5%, agua destilada e sulfato de cobre 1% para que estes
eclodam em periodo mais curto na mesma época.

Nos experimentos, foram utilizadas larvas de quinto instar e mariposas
machos de D. saccharalis desde que nao € possivel diferenciar machos e fémeas
na fase larval. Larvas de quinto instar foram escolhidas por fornecerem uma
quantidade de hemolinfa suficiente para a preparacao das laminas e um DNA da
glandula sericigena com maior grau de pureza.

Para encontrar fragmentos sexo-especificos e determinar a diversidade
genética desta populagao de D. Saccharalis, foram utilizados 31 individuos (larva)
de sexo nao identificado e 4 individuos machos (mariposa), utilizado como padréo

na diferenciagcdo molecular entre machos e fémeas.
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3.2. Preparacdo de cromossomos mitdticos de larvas de 5° Instar de D.

saccharalis em células de hemolinfa

As preparagdes dos cromossomos mitéticos de D. saccharalis foram
feitas de acordo com o protocolo descrito por Odierna et al. (1993), com algumas
modificagdes. A coleta da hemolinfa foi realizada através de um pequeno corte na
Ultima perna em larvas no 5° instar de D. saccharalis. A hemolinfa coletada foi
adicionado o mesmo volume de tampao antioxidante (Pawell et al., 2001), sendo
que essa mistura foi mantida a 4°C e centrifugada a 500 xg, por 5 minutos a 4°C.
As células foram hipotonizadas com 100 pl de acido citrico 0,6%, por 45 minutos e
fixadas duas vezes com 50 pl de metanol/acido acético (3:1) por 1 minuto, sendo
utilizado 15 ul dessa preparagdo em cada lamina.

As laminas foram coradas com Giemsa e DAPI (4°,6-diamidino-
2phenylindole) seguindo o protocolo de Vitturi et al., (1996) e Donlon e Magenis,
(1983), respectivamente. Apds a coloragdo, as laminas foram analisadas em

microscopio de luz Olympus CBA e fotografadas no Axioscop 100 Carl Zeiss.

3.3. Extracdo de DNA gendmico de mariposa e glandula sericigena de larvas
de 5° Instar de D. saccharalis

O DNA gendmico foi extraido conforme descrito por Monesi et al. (1998),
com modificacdes. As mariposas machos foram maceradas em nitrogénio liquido
até a formagdo de um po fino. Ao pd foi acrescentado 350 ul de tampédo de
homogeinizagao (Tris HClI 10 mM pH 7,5, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM pH 8,00,
sacarose 5%, espermidina 0,15 mM, espermina 0,15 mM). Para remogao de
proteinas foi adicionado o mesmo volume de tampao de proteinase K (Tris HCI
200 mM pH 9,0 1M, EDTA 30 mM pH 8,00, SDS 2%) e 100 ug/ml de proteinase K,
incubando a mistura por 1 hora a 60°C.

Para a extracdo do DNA da glandula sericigena de larvas de 5° instar
seguiu-se um protocolo diferente. As larvas foram resfriadas a 4°C por 15 minutos
e fixadas em placa de Petri, contendo uma camada de cera. A dissecgao da
glandula foi feita por um corte ao longo da regido ventral com o auxilio de uma

lupa, gotejando-se solucéo salina 0,7% (NaCl). A glandula foi macerada com
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pistilo descartavel em tubo eppendorf com auxilio de um “motor cordless” em 350
ul de tamp&o de homogeinizacdo. A mistura foi adicionado tampao da proteinase
K e proteinase K, conforme descrito acima. A purificagdo do DNA, tanto da
mariposa como da glandula sericigena, foi realizada por meio de extragdo com
fenol/cloroformio. Os DNAs foram precipitados com isopropanol e NaCl,
ressuspendidos em TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) e armazenados a -20°C.

A anadlise da qualidade e quantidade de DNA foi realizada através de
eletroforese em géis de agarose 0,7% corado com 0,1 ug/ml de brometo de
etideo. A concentracdao de DNA foi estimada pela comparagao com o padrao de
DNA A Hind Ill (Biolabs). Os géis foram fotografados sob luz UV.

3.4. Amplificacdo dos DNAs gendmico de D. saccharalis com o primer
gyakuU-13

O primer gyakuU-13, com sequéncia 5 CCTTGGTCGG 3’, descrito por
Abe et al. (2005), € um marcador RAPD especifico para o cromossomo W de
Bombyx mori. Esse marcador foi utilizado para as reagdes de amplificacdo de
DNA gendmico de D. saccharalis, com a finalidade de encontrar uma possivel
diferenciagdo molecular entre machos e fémeas dessa espécie. As reacdes de
amplificagdo (Polymerase Chain Reaction, PCR) foram realizadas segundo as
recomendagdes do fabricante da enzima Taq Polimerase: tampao 1 X da enzima
Taq, 2,5mM de cada dNTPs, 0,75mM de MgCl,, 25mMol do primer; 150ng do

DNA e 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), em um volume final de 15pl.

As condicbes de temperaturas utilizadas para essa reagao foram 10
minutos a 94°; seguido por 45 ciclos de 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 37°C; 1
minuto a 72°C e uma etapa final de 10 minutos a 72°C.

Apods a amplificagdo, o produto obtido foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1,5% por 1 hora a 100 V, e em gel de poliacrilamida 6% por 8 horas a
110V.
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3.5. Andlise da diversidade genética

Foi construida uma matriz com os dados binarios de presenca e auséncia
de bandas de tamanhos moleculares idénticos (mesmo fragmento), com
identificacbes de cada individuo. Esta matriz de similaridade, codificando "1"
como a presenca da banda no gel e "0" como sua auséncia, foi utilizada para
gerar distancias genéticas entre todos os possiveis pares de individuos.

A variabilidade genética foi estimada entre individuos em estagio larval de
D. saccharalis, através do marcador RAPD GyakuU-13, utilizando o método da
distancia genética nao-tendenciosa de Nei (1978). Estas analises foram feitas no
programa estatistico PopGene 1.32 (Yeh et al., 1997), que € um software gratuito
para estudo de genética de populagdes (http://www.ualberta.ca/~fyeh),
considerando os parametros para dados dipléides com marcadores dominantes. A
fim de representar graficamente o padrao de divergéncia genética, foi construido
um dendrograma da distancia genética, baseado em Nei (1978), pelo algoritmo de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic
Average).

Os calculos necessarios para estimar as distancias genéticas envolvem
as frequéncias génicas das populagbes. Como os marcadores RAPD s&o
dominantes, logo, ndo é possivel identificar os heterozigotos e nem saber se a
populacdo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg. Portanto, para calcular a
distancia genética entre populagdes com heterozigosidade, neste caso, € preciso
admitir que estejam em equilibrio e estimar as frequéncias génicas a partir da
freqUéncia dos gendtipos recessivos (auséncia de banda). Para tanto, a distancia
genética nao-tendenciosa de Nei (1978), usada para estimar a divergéncia

genética entre populagdes, é a analise estatistica mais adequada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cariétipo de Diatraea saccharalis

Aproximadamente 100 figuras metafasicas de D. saccharalis coradas com
Giemsa e DAPI, foram obtidas na tentativa de uma melhor diferenciagdo dos
cromossomos. As melhores figuras apresentaram um numero dipléide de 2n=32
cromossomos (Figura 2 A e B), mostrando que esta abaixo do niumero modal dos
Lepidépteros que é geralmente entre 28 e 32 pares (Suomalainen, 1969;
Robinson, 1971). Entretanto, este numero pode variar imensamente, sendo o
exemplo mais impressionante em nivel de género encontrado em Agrodiaetus,
com numero hapléide de cromossomos que variam entre 10 e 134 (Kandul et al.,
2007). Uma extraordinaria variagdo no numero de cromossomos também foi
relatada no género Philaethria, variando de n=12 a n=88. Este género era
considerado como uma unica espécie, mas hibridos entre individuos de
populacdes simpatricas com diferentes numeros de cromossomos foram
encontrados, sendo classificados como novas espécies deste género

(Suomalainen e Brown Jr, 1984; Brown et al., 1992).

Figura 2 — Cromossomos mitéticos de D. saccharalis. Placas metafasicas de
células de hemolinfa. (A) Giemsa, (B) DAPI. Aumento 1000 vezes.
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A variacao cariotipica dentro do género Bicyclus € menor, com excegao
da espécie B. auricrudus, que tem um numero de cromossomos de n=14, todas
as espeécies cariotipadas deste géneros tém entre 26 e 29 pares, com n=28
predominante (De Lesse e Condamin, 1965; De Lesse, 1968). Entretanto,
variagao dentro da mesma espécie em locais diferentes tem sido observada para
B. funebris, onde foram encontrados n=28 em Uganda e n=29 no Senegal (De
Lesse e Condamin, 1962; De Lesse, 1968).

Nas figuras metafasicas da broca-da-cana ndo houve diferenga entre as
duas técnicas de coloragbes na caracterizagdo dos cromossomos. Figuras
metafasicas foram observados com cromossomos pequenos, que nao possuem
um centrdbmero definido e s&o similares no tamanho e forma, o que torna a
identificacdo, baseando-se nesses parametros, dificil. Estas caracteristicas sao
tipicas dos cromossomos em Lepiddpteros.

Os cromossomos que nao possuem centrémero distinto sdo chamados de
holocéntricos. Os centrdbmeros sio difusos, supostamente para facilitar a fusao e
a divisdo dos cromossomos (Suomalainen, 1969). Na disjungdo paralela das
cromatides irmas na metafase mitética, os microtubulos se unem a uma grande
placa do cinetécoro, que cobre parte significativa da superficie do cromossomo
(Murakami e Imai, 1974). Algumas descobertas sugerem que 0S CromossSOmos
de lepidoptera nao sao verdadeiramente holocéntricos, mas exibe um cinetécoro
que, em contraste com um tipico cromossomo monocéntrico, envolve uma grande
porcéo, cerca de 30 a 70%, da superficie cromossomal. Estas descobertas
favorecem um tipo intermediario de cromossomo entre os holocéntricos e
monocéntricos tradicionais (Wolf, 1996).

Devido a impossibilidade da identificacdo dos cromossomos sexuais nas
figuras metafasicas analisadas, foi necessario avaliar outro tipo de analise para
sua caracterizagdo. Um método que poderia fornecer esta identificacdo € o uso de
marcadores moleculares de DNA, como o RAPD, com a correlagdo de fragmentos
amplificados sexo-especificos. Esses fragmentos poderiam caracterizar machos e
fémeas de um embrido ou larva, muito antes de qualquer marcador morfologico

tornar-se visivel.
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4.2. Marcador molecular sexo-especifico de D. saccharalis

Varios marcadores RAPD para o cromossomo W de Bombyx mori foram
relatados por Abe et al. (2005). Dentre esses, o marcador GyakuU-13 foi
escolhido na tentativa de relacionar uma ou mais bandas sexo-especificas em D.
saccharalis.

Primeiramente, foi avaliado o perfil de amplificagdo do primer GyakuU-13
no DNA gendmico de dois individuos de D. saccharalis (GL31 e Ds). O DNA de B.
mori foi utilizado como controle de amplificagdo. A Figura 3 mostra a amplificagao
do DNA de B. mori, que produziu um fragmento de 600 pares de base (pb) (flecha
vermelha), conforme descrito por Abe et al. (2005). Um perfil de bandas também
foi obtido nas amostras de D. saccharalis, mostrando que este primer também
amplifica seu DNA. Esta prévia avaliagdo possibilitou a realizacdo dos

experimento de diferenciagao molecular sexual de individuos de D. saccharalis.
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Figura 3 — Produto de amplificacdo do DNA de D. saccharalis (GL31 e Ds) e B.
mori (Bm) utilizando o primer GyakuU-13. A flecha vermelha indica o fragmento
W-especifico com 600 pb de B. mori. M, marcador de tamanho molecular 100 pb
(Biolabs). Gel de agarose 1,5%.
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A diferenciagao sexual molecuar foi obtida a partir da amplificagdo com o
primer GyakuU-13 com DNAs genémicos da glandula sericigena de 31 larvas do
5° instar e de 4 mariposas macho de D. saccharalis. A boa qualidade e
concentragdo do DNA extraido destas amostras foi observada em gel de agarose
0,7%, a Figura 4 mostra estas caracteristicas para 7 amostras. Os individuos
machos foram identificados como M1, M2, M3, M4. As amostras das extracdes de
DNA da glandula sericigena de larvas de 5° instar, as quais ndo eram possiveis

de caracterizagdo morfolégica sexual, foram nomeadas GL1 a GL31.

M4 GL2 GL3  GL4 GL5 GL6

23130

6557

2322

Figura 4 — Amostras de DNA de D. saccharalis. DNA purificado de sete individuos
sem identificagdo sexual, com exce¢do da amostra M4 (macho). Gel de agarose
0,7%. M, marcador de tamanho molecular A Hindlll (Invitrogen).

Duas concentracbées de DNA de dois individuos, um sem identificagao
sexual (GL1) e o outro uma mariposa macho (M4), foram amplificados e o
resultado & apresentado pela Figura 5. Nota-se que foram observadas diferengas
entre os individuos, mas n&o entre as concentracbes. Entretanto foram
produzidos fragmentos com mobilidade muito préxima, o que dificultou a analise

em gel de agarose 1,5%.
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Figura 5 — Perfil RAPD de individuos de D. saccharalis. O produto de
amplificagdo, utilizando o primer GyakuU-13 de duas amostras (GL1 e M4) em
concentragdes diferentes (a e b), foram analisados em gel de agarose 1,5%. M,
marcador de tamanho molecular 100 pb (Biolabs).

Desse modo, os fragmentos obtidos com a amplificacdo de amostras de
35 individuos (31 larvas de 5° instar e 4 de mariposas machos) foram analisados
em gel de poliacrilamida 6%. A Figura 6 apresenta o resultado para 8 amostras.
Os individuos M3 e M4, os quais sdao amostras de mariposas machos, foram
utilizados como pardmetro de comparagdo para identificar fragmentos sexo-
especifico. Foram identificados um fragmento de aproximadamente 610 pb,
exclusivo para as amostras de machos (flecha amarela), e um fragmento de
aproximadamente 1400 pb (flecha vermelha), exclusivo das demais amostras. Os
fragmentos de 610 e 1400 pb sao, portanto, candidatos a marcadores sexo-
especifico em D. saccharalis. Esses dados demosntram que o primer GyakuU-13
pode ser utilizado como um marcador molecular sexo-especifico em D.
saccharalis.
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Figura 6 — Perfil RAPD de individuos de D. saccharalis. O produto de amplificagao
utilizando o primer GyakuU-13 de oito individuos foram analisados em gel de
poliacrilamida 6%. A flecha amarela indica o fragmento de 610 pb exclusivo para
amostras de machos e a flecha vermelha o fragmento de 1400 pb presente nas
demais amostras (fémeas), caracterizando dois fragmentos sexo-especifico neste
lepidoptero. Ma marcador de tamanho molecular 1 Kb (Invitrogen), Mb marcador
de tamanho molecular 100pb (Biolabs).

A analise molecular detalhada nos cromossomos sexuais de lepidopteros
¢ dificil, principalmente no cromossomo W, devido a auséncia de genes funcionais
e ao acumulo de sequéncias repetitivas e transposons. No B. mori, dois tipos de
estudos foram utilizados para esta analise. O primeiro identificou sequéncias W-
especificas utilizando marcadores RAPD (Abe et al.,, 1998) e o segundo
sequenciou por shotgun clones BAC (bacterial artificial chromosome) W-
especificos selecionados de uma biblioteca de BAC usando marcadores RAPD
para o cromossomo W (Abe et al.,, 2005). Ambos os estudos revelaram varios

elementos transponiveis neste cromossomo.
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Ainda em B. mori, Nagaraja et al. (2005) construiram um mapa genético a
partir de marcadores RAPD, SSR (simple sequence repeats) e FISSR (fluorescent
intersimple sequence repeat) para o cromossomo Z. Quatro marcadores RAPD e
SSR ligados ao cromossomo W também foram identificados. Neste trabalho, eles
discutem a importancia econémica e evolucionaria de genes ligados ao Z e W nos
lepidopteros, particularmente no bicho da seda. Embora o cromossomo W de B
mori seja o fator determinante de fémea, nenhum gene para carater morfologico
ligado ao W foi encontrado até agora. Em contrapartida, o cromossomo Z carrega
genes de importancia econdmica e de caracteristicas fenotipicas.

Fukova et al. (2007) apresentaram uma alternativa para obter sequencias
do cromossomo W de Cydia pomonella baseada na micro disseccédo a laser da
W-cromatina em células polipléides do tubo de Malpighi. O DNA das amostras de
W-cromatina foi amplificado por DOP-PCR (degenerate oligonucleotide-primed
polymerase chain reaction). Os produtos da amplificacdo foram utilizados para a
identificacdo do cromossomo W através da técnica de FISH (fluorescence in situ
hybridization). Para analise da sequéncia, os fragmentos gerados na amplificagdo
foram clonados, avaliados pela técnica de Southern. Os resultados mostram que
essa técnica é eficiente para a identificagcdo molecular do cromossomo W de C.
pomonella, e que esta analise ndo mostrou muitas diferengas com o cromossomo
W de B. mori. O cromossomo W acumulou as sequéncias repetitivas durante a
evolucdo, entretanto ainda conserva sequéncias dos ancestrais dos Lepidoptera
atuais.

Contudo a hibridagdo comparativa do genoma (CGH) é o método mais
utilizado na identificagdo e diferenciagdo molecular do cromossomo sexual em
lepidoptero (Traut et al., 2001; Kageyama e Traut, 2003; Fukova et al. 2005; Traut
et al., 2008). Este método é utilizado em espécies com cromossomos numMerosos
e semelhantes em tamanho e forma, e/ou quando ndo € possivel a realizagcido de
métodos de bandeamento. Neste método, o DNA gendmico de fémeas € usado
como uma sonda ligando aos cromossomos alvos (cromossomo W). A facil
aplicacao do método oferece a possibilidade de utiliza-lo mesmo quando poucas
espécies sao disponiveis, por exemplo, quando as espécies tenham que ser

coletadas em campo (Traut et al., 2001).
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O conhecimento do sexo genético de individuos antes de qualquer
marcador morfolégico, possibilita a selecao do sexo desejado nos programas de
melhoramento genético (Tazima, 1964; Strunnikov, 1975; Strunnikov, 1987;
Ohnuma e Tazima, 1983; Ohnuma, 1988; Ohnuma, 2005).

A deteccdo de um grande numero de fragmentos polimérficos gerados
pela amplificagdo com o marcador RAPD GyakuU-13 em nossos experimentos,

possibilitou analisar a diversidade genética desta populagao estudada.

4.3. Analise dos locos polimérficos

O primer gyakuU-13 produziu, nos diferentes experimentos, 39
fragmentos com tamanho molecular entre 220-3054 pb. Observou-se que todos
eram polimérficos (100%). A heterozigosidade total (Ht) estimada neste estudo foi
relativamente alta (Ht= 0, 3560 + 0,0199), mostrando que nessa espécie 0s
individuos estudados representam uma populagcdo com consideravel reserva de
variabilidade genética. A heterozigosidade de um marcador € a probabilidade de
um individuo ser heterozigoto no locus marcado e depende do numero de alelos e
de sua frequéncia na populacgao.

O valor de heterozigosidade encontrado para essa populagdo de D.
saccharalis € particularmente elevado quando comparado com valores de Ht
obtidos em outros lepidopteros, e pode refletir a natureza da distribuicdo
populacional, assim como a relagdo entre seus individuos. Pradeep et al. (2005),
avaliando a diversidade genética em linhagens de Bombyx mori com marcadores
ISSR e RAPD relatam Ht=0,26. Este indice revela a homogeneidade genética em
linhagens de bicho-da-seda. Por outro lado, Clark et al. (2007) estudaram
populagdes naturais de lagarta-do-cartucho, (Spodoptera frugiperda) e estimaram
Ht=0,4580 por meio de marcadores AFLP. No entanto, nem sempre a ampla
distribuicdo natural de uma populacdo pede ser associada a uma alta
heterozigosidade. Sosa-Gémez (2004) comparou populagdes naturais da lagarta-
da-soja (Anticarsia gemmatalis) e encontrou valores de Ht inferiores a 0,15
sugerindo que ha muito fluxo génico entre estas.

No presente estudo, os individuos de D. saccharallis eram provenientes

da Usina Santa Terezinha, distrito de Iguatemi, municipio de Maringa/PR, sendo
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mantidos por endocruzamentos no laboratério da usina. Quando, em 2004, foram
trazidos para criagcdo no DBC (Departamento de Biologia Celular e Genética),
Universidade Estadual de Maringa-UEM, continuando sua manutengao através de
endocruzamentos. Por este motivo, era de se esperar uma maior uniformidade
genética, refletida em valores menores de Ht. Esses dados demonstram que a
populacdo estudada por este marcador RAPD nao apresenta ainda erosao
genética.

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em
marcadores moleculares podem ser utilizados para fins de conservagéo,
domesticacdo, utilizagdo econbmica, melhoramento genético e para melhor
compreensao da dinamica dos alelos na populacdo. Estas informacgdes, aliadas
aos conhecimentos da historia de vida e de caracteristicas ecoldgicas da espécie,
permitem conhecer parte da sua biologia.

Os individuos de ambos os sexos de D. saccharalis foram comparados
quanto as similaridades e dissimilaridades no parametro distancia genética de Nei
(1978) (Quadro 1) e agrupados por UPMGA em um dendrograma (Figura 7).

O Quadro 1 mostra a distancia genética de todos os individuos
comparados entre si. Nessa analise, quanto mais proximo de 1 for o valor, maior
sera a distdncia genética entre eles. Por exemplo, o valor estipulado aos
individuos GL2 e GL10 € de 0,9555, o que significa que eles sdo muito distantes
geneticamente, diferentemente da distancia genética calculada para os individuos
M1 e M2 (0,0800).

Varios grupos e subgrupos foram formados de acordo com o polimorfismo
gerado pelo primer GyakuU-13 de individuos de ambos os sexos (Figura 7).
Pode-se destacar o grupo 24 em que os individuos M1 e M2, que sdo machos,
foram agrupados com o individuo GL1, que é fémea. A identidade sexual de
individuos geneticamente préximos pode ndo ser passivel de ser determinada por
um unico marcador molecular sexo-especifico, quando analisados através da
distancia genética. A mesma interpretacao é valida para os individuos M3 e M4,
que foram identificados morfologicamente como machos, e agruparam-se com
outros individuos em outros grupos, ndo o 24. Este fato pode ser explicado em
decorréncia desse primer gerar um grande numero de loci polimorficos, néo

estando todos, provavelmente, relacionados a caracteristicas sexuais.
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L€

Quadro 1 — Andlise da distancia genética quanto as similaridades e dissimilaridades de Nei (1978) entre os 35 individuos de ambos os
sexos de Diatraea saccharalis

ID

M1

M2

M3

GL1

M4

GL2

GL3

GL4

GL5

GL6

GL7

GL8

GL9

GL10

GL11

GL12

GL3

GL14

GL15

GL16

GL17

GL18

GL19 GL20 GL21

GL22

GL23

GL24

GL25

GL26

GL27

GL28

GL29 GL30 GL31

M1
M2
M3
GL1
M4
GL2
GL3
GL4
GL5
GL6
GL7
GL8
GL9
GL10
GL11
GL12
GL13
GL14
GL15
GL16
GL17
GL18
GL19
GL20
GL21
GL22
GL23
GL24
GL25
GL26
GL27
GL28
GL29
GL30
GL31

0,0000
0,0800
0,4447
0,2296
0,2963
0,2963
0,4855
0,2296
0,2624
0,1671
0,2296
0,3314
0,4855
0,6190
0,5281
0,6678
0,4447
0,4055
0,2296
0,6678
0,7191
0,7191
0,5281
0,2296
0,4055
0,5281
0,4447
0,3677
0,4855
0,5281
0,4055
0,5725
0,4447
0,4055
0,3677

0,0000
0,4855
0,2624
0,4055
0,4055
0,5281
0,2624
0,2963
0,2624
0,3314
0,4447
0,5281
0,5725
0,5725
0,7191
0,4855
0,4447
0,2624
0,7191
0,732
0,6678
0,4855
0,3314
0,5281
0,6678
0,5725
0,4855
0,6190
0,5725
0,4447
0,5281
0,4855
0,3677
0,4855

0,0000
0,2296
0,2963
0,2963
0,1372
0,3677
0,4055
0,4447
0,4447
0,2624
04055
0,4447
0,4447
0,4855
0,3677
04855
0,5281
04855
03677
0,4447
0,3677
0,4447
0,4055
0,5281
0,5281
0,3677
03314
0,4447
04855
0,8910
0,5281
05725
0,3677

0,0000
0,2296
0,2296
0,4055
0,3677
0,3314
0,2963
0,3677
0,4055
0,4055
0,6190
0,4447
0,5725
0,3677
0,4055
0,2963
0,5725
0,5281
0,7191
0,4447
0,2963
0,4855
0,6190
0,4447
0,3677
0,4055
0,5281
0,4055
0,5725
0,4447
0,6678
0,4447

0,0000
0,0001
0,3314
0,1671
0,1372
0,1671
0,1082
0,2624
0,7732
0,9555
0,8303
0,7732
0,5281
0,5725
0,4447
0,8910
0,8303
0,8303
0,6190
0,4447
0,4855
0,5281
0,5281
0,4447
0,4055
0,5281
0,5725
0,7732
0,6190
0,4855
0,4447

0,0000
0,3314
0,1671
0,1372
0,1671
0,1082
0,2624
0,7732
0,9555
0,8303
0,7732
0,5281
0,5725
0,4447
0,8910
0,8303
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Figura 7 — Dendograma dos 35 individuos de D. saccharalis baseado na Distancia
Génetica de Nei (1978) usando o método de agrupamento UPGMA. Os individuos
M1, M2, M3 e M4 foram caracterizados morfologicamente como machos.

32



— M
X :Il_— M2
éi M3

L M4

Figura 8 — Dendograma dos 4 individuos do sexo masculino de D. saccharalis
baseado na Distancia Génetica de Nei (1978) usando o método de agrupamento
UPGMA.

A anadlise separada de individuos de mesmo sexo gerou novos

agrupamentos, que podem ser observados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 9 — Dendograma dos 31 individuos de sexo n&o identificado de D.
saccharalis baseado na Distancia Génetica de Nei (1978), usando o método de
agrupamento UPGMA.
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Na Figura 8, o dendrograma representa os agrupamentos de individuos
identificados morfologicamente como machos. Dois grupos foram obtidos, que
abrigam separadamente os individuos M1 e M2 e os individuos M3 e M4. Este ja
era um dado esperado para os individuos M1 e M2. Os outros individuos, apesar
de ocuparem grupos muito diferentes quando analisados com todas as amostras
(Figura 7), se agruparam-se mostrando similaridade genética entre eles.

No dendograma da Figura 9 estdo representados os agrupamentos dos
individuos que n&o foram caracterizados sexualmente. Observa-se que o
individuo GL1 ndo se agrupou com nenhum outro individuo, demonstrando que

este € mais distante geneticamente de todos os demais.
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5. CONCLUSAO

A Diatraea saccharalis apresenta 16 pares de cromossomos pequenos,
holocéntricos e similares em tamanho e forma o que torna dificil a identificagcao
baseada nesses parametros. Estas caracteristicas sado tipicas dos cromossomos
de Lepidoptera. A identificagdo dos cromossomos sexuais nao foi possivel. O
marcador RAPD GyakuU-13, utilizado para encontrar fragmentos sexo-
especificos, gerou varias bandas, porém destacamos dois fragmentos distintos,
um de aproximadamente 610 pb, exclusivo para as amostras de machos e outro
de aproximadamente 1400 pb, exclusivo das demais amostras. O numero elevado
de bandas geradas pela amplificagdo com esse primer possibilitou estimar a
heterozigosidade total (Ht) da populacédo estudada que foi de 0,3560, um numero
relativamente alto por se tratar de uma pequena amostra de uma populagao que
se manteve por endocruzamentos. Por este motivo, era de se esperar uma maior
uniformidade genética, refletida em valores menores de Ht. Essa informacdo
demonstra que a populagdo estudada apresenta consideravel reserva de

variabilidade genética.
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