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RESUMO

QUEIROZ, Maria Cristina Vitelli. Caracterizacao molecular da resisténcia de
Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) a piretroides, liberagao em campo
e monitoramento dos predadores com marcadores moleculares. 2020. 138f. Tese
(Doutorado em Sanidade, Segurangca Alimentar e Ambiental no Agroneg6cio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2020.

O acaro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), considerado um dos
acaros-praga de maior importancia econdmica em todo o mundo, causa Sérios prejuizos em
diversas culturas. O emprego de acaros predadores para o controle do acaro-rajado representa
uma das estratégias mais promissoras para o controle da praga, em sistemas de produgio
comercial de frutas, hortalicas e ornamentais. A utilizacdo de linhagens de &caros predadores
resistentes a compostos de largo espectro de agdo (como piretroides) pode viabilizar o uso
desses inimigos naturais para o controle biologico do acaro-rajado, em cultivos onde o
agricultor realiza aplica¢des eventuais de agroquimicos contra outros artropodes-praga (ex.:
lagartas, tripes, cochonilhas, moscas-brancas). Técnicas moleculares empregadas para
identificar e monitorar o estabelecimento e dispersdao de inimigos naturais tém um papel
significativo no desenvolvimento de bioprodutos. Os objetivos desta pesquisa foram ampliar o
conhecimento sobre estrutura genética de populacdes de Phytoseilus macropilis (Banks)
(Acari: Phytoseiidae) e caracterizar os mecanismos moleculares associados a resisténcia a
piretroides neste predador, visando o desenvolvimento de ferramentas a serem empregadas na
identificacdo, bem como no monitoramento do estabelecimento e dispersdo de inimigos
naturais. Experimentos envolvendo liberacdo e recaptura de acaros predadores (P. macropilis)
resistentes a piretroides foram realizados em trés areas de cultivo de morango no estado de
Sao Paulo (Monte Alegre do Sul, Socoro, Pinhalzinho). Observou-se réapida dispersdo dos
acaros predadores nos canteiros, registrando-se reducbes de até 99,8% nas densidades
populacionais de T. uticae nos canteiros com libera¢do do acaro predador. O DNA gendmico
dos acaros P. macropilis foi extraido e usado para construir a biblioteca gendmica enriquecida
com microssatélites. De um total de 26 pares de iniciadores sintetizados, 24 mostraram
padrGes de amplificagdo compativeis com os tamanhos esperados dos fragmentos. O
polimorfismo dos 24 novos locos microssatélites foi testado em diferentes populacfes de P.
macropilis e sete amplificacdes foram obtidas com sucesso. Amplificagcdes cruzadas foram
obtidas em trés espécies diferentes de fitoseideos: Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot,

Amblyseius swirskii Athias-Henriot e Proprioseiopsis sp. Um estudo para avaliar as variagoes



intraespecificas (usando o marcador CytB mtDNA), em populagdes de P. macropilis
coletadas de diferentes regifes, mostrou separacdo das populacdes de acordo com fatores
geograficos e fenotipos de resisténcia a pesticidas. Foi realizada uma analise de transcriptoma,
para busca dos genes relacionados com 0s mecanismos de resisténcia e determinacdo da
expressdo diferencial dos genes relacionados a resisténcia a piretroides, em linhagens R e S de
P. macropilis. A partir de 48.736 transcritos obtidos, apenas 14.605 (29,97%) puderam ser
anotados, 220 dos quais possivelmente relacionados com resisténcia. A designacdo funcional
pela analise da ontologia génica (GO) dos 14.605 transcritos anotados mostrou 1.389
transcritos identificados na categoria “fung¢des moleculares”, 5.192 na categoria
“componentes celulares” e 5.195 na categoria “processos bioldgicos”. Foram identificados 97
transcritos possivelmente relacionados com resisténcia. Os resultados aqui obtidos sdo um
ponto de partida para o uso de ferramentas moleculares como incremento para o

desenvolvimeno de programas de Monejo Integrado de Pragas.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, resisténcia a inseticida, acaro predador, transcriptoma
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ABSTRACT

QUEIROZ, Maria Cristina Vitelli. Biochemical and molecular characterization of
resistance of Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) to pyrethroids,
release in the field and monitoring of predators with molecular markers. 2020. 138f.
Thesis (Doctorate of Animal, Plant Health and Food Safety in Agribusiness) — Biological
Institute, APTA, SAA, Séao Paulo, 2020.

The two-spotted spider mite, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), considered
one of the mite pests of greatest economic importance worldwide, causes serious damage in
several crops. The use of predatory mites to control the spider mite is one of the most
promising strategies for the pest control in commercial production systems for fruits,
vegetables and ornamentals. The use of predatory mite strains resistant to compounds of
broad spectrum of action (e.g. pyrethroids) can enable the use of these natural enemies for the
biological control of the spider mite, in crops where the farmer makes any application of
pesticides against other arthropod pests (e.g. caterpillars, thrips, mealybugs, whiteflies
Molecular techniques used to identify and monitor the establishment and dispersion of
natural enemies have a significant role in the development of bioproducts. The objectives of
this research were to expand knowledge about the genetic structure of populations of
Phytoseilus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) and to characterize the molecular
mechanisms associated with resistance to pyrethroids in this predator, aiming at the
development of tools to be used in the identification, as well as monitoring the
establishment and dispersal of natural enemies. Experiments involving release and recapture
of the predatory mites (P. macropilis) resistant to pyrethroids were carried out in three
strawberry cultivation areas in the state of S&o Paulo (Monte Alegre do Sul, Socorro,
Pinhalzinho). Rapid dispersion of predatory mites was observed in strawberry beds, with
reductions of up to 99.8% in the population densities of T. uticae in beds with the release of
predatory mites. The genomic DNA of P. macropilis mites was extracted and used to build
the genomic library enriched with microsatellites. Of a total of 26 pairs of synthesized
primers, 24 showed amplification patterns compatible with the expected sizes of the
fragments. The polymorphism of the 24 new microsatellite loci was tested in different
populations of P. macropilis and seven amplifications were successfully obtained. Cross
amplifications were obtained in three different phytoseiid species: Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot, Amblyseius swirskii Athias-Henriot and Proprioseiopsis sp. A study
investigating the intraspecific variations (using CytB mtDNA marker), in P. macropilis
populations collected from different regions, showed separation of populations according to
geographic factors and pesticide resistance phenotypes. Transcriptome analysis was
performed to search for genes related to resistance mechanisms and determination of the
differential expression of genes associated with resistance to pyrethroids, in S and R strains of
P. macropilis. From 48,736 transcripts obtained, only 14,605 (29.97%) could be annotated,
220 of which possibly related to resistance. The functional designation by the Genetic
Ontology (GO) analysis of the 14,605 annotated transcripts showed 1,389 transcripts
identified in the category “molecular functions”, 5,192 in the category "cellular components"
and 5,195 in the category “biological processes”. We identified 97 transcripts possibly related
to resistance. In addition, a study of monitoring of resistant P. macropilis mites released in
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three crops was carried out to observe the establishment and dispersion of the mites in the
field through the use of molecular markers. The results obtained here are a starting point for
the use of molecular tools to increase the development of Integrated Pest Management
programs.

Key words: Biological control, insecticide resistance, predatory mite, transcriptome
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

O &caro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), é um artropode
polifago e cosmopolita, alimentando-se de mais de 1.100 espécies de plantas pertencentes a
mais de 140 familias diferentes (ZHANG, 2003; GRBIC et al., 2011), incluindo espécies
conhecidas pela producdo de compostos toxicos. O acaro-rajado tem causado consideraveis
prejuizos em um grande ndmero de culturas no Brasil, tais como, algoddo, morango, maméo,
péssego, uva, feijdo, soja, rosa, criséntemo, pimentéo e tomate (CHIAVEGATO; MISCHAN,
1981; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

O controle do acaro-rajado ainda vem sendo realizado quase que exclusivamente com
0 uso de acaricidas quimicos, cujo impacto ambiental pode ser bastante significativo
(WATANABE et al., 1994). Mesmo quando aplicacdes regulares de acaricidas séo realizadas,
existem muitos casos em que o controle de T. urticae mostra- se ineficiente. Uma das razdes
desta ineficiéncia pode estar associada ao desenvolvimento de resisténcia do acaro aos
acaricidas (SATO et al., 2004; NICASTRO et al., 2013).

A dificuldade para o controle quimico, devido ao problema da selecdo de populacdes
resistentes a inseticidas e acaricidas, aliado a procura cada vez maior por alimentos saudaveis,
com uso minimo de pesticidas (FLORES-CANTILLANO et al., 2001), tem levado a busca de
estratégias alternativas, como o uso do controle biol6gico aplicado, com a liberacdo de
inimigos naturais (parasitoides e predadores) (PARRA, 2002) ou a aplicagdo de
entomopatogenos (ALVES; LOPES, 2008).

Em diversos paises da Europa e na América do Norte, o controle de T. urticae é
frequentemente realizado por meio de liberacfes periodicas de acaros predadores da familia
Phytoseiidae (HELLE; SABELIS, 1985). Entre essas espécies, duas pertencem ao género
Phytoseiulus: Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot e Phytoseiulus macropilis Banks.
Ambas as espécies sdo predadoras especialistas (MCcMUTRY et al. 2015) e predam
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae). Essas duas espécies sdo morfologicamente
muito proximas, diferindo apenas pelo nimero de cerdas no escudo ventrianal (KANOUH et
al., 2010). Varios estudos, incluindo abordagens morfologicas, cruzadas e moleculares,
parecem mostrar que sdo espécies distintas, apesar dessa pequena diferenca morfoldgica
(OKASSA et al., 2010).



No Brasil, esforcos tém sido feitos para promover o uso de programas de controle
bioldgico utilizando &caros predadores (BUENO; POLETTI, 2009), e P. macropilis tem se
mostrado promissor para o controle biologico aplicado de T. urticae em varias culturas
(WATANABE et al., 1994; MONTEIRO, 2003; SATO et al., 2007a).

O emprego de acaros predadores em sistemas de producdo comercial de plantas
ornamentais, frutas e hortaligas € prejudicado pela adogéo intermitente do controle quimico de
artropodes-praga, pois, geralmente, esses predadores sdo mais suscetiveis aos agrotoxicos que
suas presas (CROFT, 1990). Uma estratégia para minimizar os efeitos negativos dos
agrotoxicos nos acaros predadores é o emprego de linhagens resistentes desses inimigos
naturais (HOY, 1990, 2011).

Os piretroides sdo andlogos sintéticos do inseticida natural encontrado em certas
espécies de crisantemo, amplamente utilizados para o controle de insetos vetores e pragas
agricolas (ZHAO, 2013). Sdo o maior grupo de inseticidas neurotoxicos que tém sido usados
extensivamente durante quatro décadas (NYONI et al., 2011), que atuam como moduladores
de canais de s6dio (NARAHASHI, 2002; SODERLUND, 2012).

Em 2010 foi encontrada uma populacdo de P. macropilis resistente a piretroides, em
cultivo comercial de morango, em Socorro, SP. Essa populacdo foi mantida em laboratério,
realizando-se selecdes periddicas com fenpropathrin, para a manutencdo da resisténcia ao
acaricida. Essa linhagem R selecionada mostrou-se 5.300 vezes mais resistente que uma
linhagem S, mantida em laboratdrio, no Instituto Biologico, em Campinas, SP (QUEIROZ;
SATO, 2016).

O surgimento das plataformas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) tais como as
plataformas  Solexa/lllumina™  (Illumina®), 454 (Roche®) e  SOLID™ (Applied
Biosystems®), possibilitou a geracio de uma enorme quantidade de dados de sequenciamento
(HUDSON, 2008), permitindo estudos mais aprofundados sobre a caracterizacdo molecular
da resisténcia a pesticidas em diversos organismos (FEYEREISEN, 2011), incluindo a anélise
do transcriptoma [conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros, RNAS ribossémicos,
RNAs transportadores e microRNAS)] desses organismos a um baixo custo, em um curto
periodo de tempo (NASCIMENTO et al., 2015). A aplicacdo de técnicas moleculares para
identificar e monitorar o estabelecimento e dispersdo de inimigos naturais podem assumir um

papel significativo no desenvolvimento de bioprodutos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi ampliar os conhecimentos sobre a estrutura
genética de populacbes de P. macropilis, com uso de ferramentas moleculares, bem como

caracterizar os mecanismos moleculares associados a resisténcia do predador a piretroides.

1.2.2 Especificos

Avaliar o estabelecimento e dispersdo de &caros predadores, de uma linhagem de P.
macropilis resistente a piretroides, liberados em cultivos comerciais de morango, no estado de

Sao Paulo.

Desenvolver marcadores microssatélites para P. macropilis (e outras espécies de
acaros fitoseideos), visando a conducdo de estudos de estrutura genética de populacdes em

cultivos agricolas.

Realizar estudos com uso de marcador molecular (CytB mtDNA), em populacfes
brasileiras de P. macropilis, resistentes ou suscetiveis a piretroides, coletadas em diferentes

regibes geograficas do pais.

Realizar a andlise do transcriptoma de linhagens de P. macropilis resistente e
suscetivel a piretroides, para a busca dos genes relacionados com o0s mecanismos de

resisténcia a piretroides, em linhagens R e S do predador.



1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Acaro-rajado Tetranychus urticae

O desenvolvimento dos &caros fitdéfagos esté relacionado com a nutricdo das plantas e
as perturbaces fisiologicas destas, originadas pelo estresse hidrico e nutricional, e pela acdo
de pesticidas (MONTEIRO; FAUVEL, 1996). Sabe-se também, que fatores climaticos como
baixos niveis de umidade do ar, que frequentemente estdo relacionados a menores niveis de
precipitacdo, favorecem os tetraniquideos (VIEIRA et al., 2004).

Os individuos de T. urticae vivem em colbnias (Figura 1). Depois da infestacdo da
planta, tecem uma teia de seda na face inferior das folhas, sobre a qual caminham. A teia tem
diversas fungcdes como: protecdo contra chuva e predadores, facilita o encontro da fémea pelo
macho, e ajuda na dispersdo dos &caros (Figura 2). Ovos sdo depositados nas teias ou
diretamente nas folhas. Cada fémea oviposita em média 40 a 70 ovos/ciclo, com ciclo de vida
variando de 10 a 15 dias (ovo, larva, protoninfa, deutoninfa, adulto) (MORAES;
FLECHTMANN, 2008).

Fatores climaticos podem apresentar efeito sobre o desenvolvimento de tetraniquideos.
Bonfour e Tanigoshi (2001) observaram que o aumento da populacdo de T. urticae foi
favorecido com o aumento da temperatura, sendo que, a 30°C houve maior fecundidade e
menor tempo de desenvolvimento de imaturos desta espécie, sobre folhas de framboesa, em
condicdes de laboratorio. Trabalhos de campo e laboratério mostram que, temperaturas acima
de 27°C podem influenciar a reproducdo de T. urticae em morangueiro, levando a um
aumento de até 3 vezes no nimero de ovos e formas jovens (WHITE; LIBURD, 2005).
Outros fatores podem influenciar a sua multiplicacdo, relacionados a interespecificidade da

praga com hospedeiros e inimigos naturais.



Figura 1. Colbnia do acaro-rajado Tetranychus urticae em folha de feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis), apresentando as diferentes formas morfologicas (Foto: M.C.V.Queiroz).

Figura 2. Teia formada pelo acaro-rajado Tetranychus urticae em folha de feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis) (Fotos: M.C.V.Queiroz).

A fecundidade de fémeas de T. urticae também pode ser alterada pela acdo de alguns
inseticidas. James e Price (2002) observaram que fémeas deste &caro, quando expostas a
imidacloprid, produzem de 30 a 70 ovos a mais, durante seu tempo de vida (1-1,5 ovos/dia),
representando um aumento de 20 a 50% no total de ovos depositados.



As injurias causadas pelo acaro-rajado sdo consequéncia da alimentacdo do mesmo,
que rompe com suas queliceras as células da epiderme inferior das folhas. As folhas atacadas
adquirem manchas difusas de coloracdo avermelhada no inicio e, posteriormente, secam e
caem (FADINI; ALVARENGA, 1999), e em infestacbes severas ocorre reducdo quali-
quantitativa dos frutos.

Em relacdo a cultura do morangueiro, quando ndo controlado corretamente, pode
reduzir a producdo em até 80%, na fase maxima de desenvolvimento da populacédo
(CHIAVEGATO; MISCHAN, 1981).

A dispersdo desta espécie pode ocorrer por meio de 6rgdos vegetais transportados pelo
homem, sendo uma importante forma de dispersdo entre regides distantes. Quando 0s
tetraniquideos adultos desta familia alcancam alta densidade populacional, mostram tendéncia
de deslocar-se das folhas muito danificadas para outras folhas menos atacadas da planta onde
se encontram ou de outras plantas (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Segundo Yaninek
(1988), os tetraniquideos geralmente conseguem se dispersar apenas alguns metros
caminhando de planta a planta em uma geracéo.

A dispersdo mais frequente de tetraniquideos da-se pelo vento, onde fémeas procuram
a periferia da planta hospedeira, apoiam-se sobre as pernas do terceiro e quarto par e,
levantando a parte anterior do corpo e as pernas do primeiro e segundo pares, e deixam-se
levar pelo vento (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

Em cultivo de plantas ornamentais a principal espécie de acaro-praga é o acaro-
rajado, que em altas infestacdes, pode cobrir o topo das plantas com fios de seda (Figura 3),
causando danos severos em diversas variedades de crisantemo, rosa e gipsofila, ocorrendo
nestas culturas praticamente durante todo o ano, especialmente nas estacbes mais quentes e
secas (TAMAI; LOPES; ALVES, 2000).

Em relacdo a cultura do morangueiro, no estado da Flérida (E.U.A.), a perda anual
estimada na producao é da ordem de 10 a 20 milhdes de dolares devido aos efeitos do acaro-
rajado, mesmo com a adogdo de praticas culturais convencionais e uso de acaricidas
(GIMENEZ-FERRER et al.,1994), e em Washington, (E.U.A.), constitui a espécie mais
abundante nos pomares de pera e macd (BEERS; ANDERSEN; BROWN, 1997).

Outro grande problema associado ao controle do &caro-rajado é seu elevado potencial
reprodutivo e seu curto ciclo de vida, que favorecem a rapida selecdo de de populagoes
resistentes a acaricidas apos algumas aplicagoes (STUMPF; NAUEN, 2001).



Figura 3. Injuria causada pelo acaro-rajado (Tetranychus urticae) em roseira (Foto: M.C.V.Queiroz).

1.3.2 Acaro predador Phytoseiulus macropilis

As principais familias de acaros que contém espécies de predadores sdo Anystidae,
Bdellidae, Cheyletidae, Cunaxidae, Laelapidae, Phytoseiidae e Stigmaeidae (MORAES,
2002). Dentre essas, destaca-se a familia Phytoseiidae. Em todo o mundo, sdo conhecidas
mais de 2250 espécies, das quais aproximadamente 140 foram relatadas no Brasil (MORAES
et al., 2004). A partir do final da década de 1950, os acaros fitoseideos passaram a ser
extensivamente reconhecidos como eficientes predadores de acaros fitéfagos (MCMURTRY;
HUFFAKER; VAN DE VRIE, 1970; GERSON; SMILEY; OCHOA, 2003). O controle de
acaros fitdéfagos, com o uso desses predadores, tem sido realizado com sucesso em diferentes
localidades, com destaque para os EUA e Europa (McMURTRYet al., 2015).



O predador P. macropilis na fase adulta tem comprimento aproximado de 0,5 mm com
cores que variam do laranja ao vermelho. A razdo sexual é de 0,8 (quatro fémeas para cada
macho). Sob uma temperatura de 26°C, P. macropilis apresentou fecundidade de 72,2
ovos/fémea, com um periodo de pré-oviposicdo de 1,9 dia, duracdo de 24,3 dias de
oviposicdo, e uma longevidade para machos de 35,8 dias e para fémeas de 44 dias (SILVA et
al., 2005).

Esse predador, descrito originalmente da Florida por Banks em 1904, tambeém foi
relatado em paises do continente americano e ilhas do Caribe e outras regides tropicais
(MORAES et al., 2004). Sua biologia foi inicialmente estudada por Smith; Summers (1949).
Depois disso, diversos autores estudaram a possibilidade do uso desse predador no controle
biolégico de acaros tetraniquideos (PRASAD, 1967; SHIH et al., 1979; WATANABE et al.,
1994). Varios estudos foram realizados com esse predador, que demonstrou grande potencial
de controle do &caro-rajado. Garcia e Chiavegato (1997) verificaram grande eficiéncia desse
predador quando avaliaram a resposta funcional e reprodutiva a diferentes densidades de ovos
de T. urticae em folhas de morango. Ali (1998) verificou em seus estudos de tabela de vida de
fertilidade em Morus alba L. que P. macropilis pode ser considerado um candidato promissor
para o controle bioldgico de T. urticae. Oliveira et al. (2007) demonstraram resultados
satisfatorios para o controle de T. urticae em morangueiro.

A espécie P. macropilis aparece naturalmente em plantacbes onde ndo se usam
agrotoxicos. Alguns agricultores conseguiram controlar de forma satisfatoria o acaro-rajado
com o uso desta espécie, sem a necessidade de intervencdo quimica (GARCIA e
CHIAVEGATO, 1997).

O controle biolégico de pragas em culturas de estufa geralmente € baseado em
lancamentos periddicos de inimigos naturais produzidos em massa, e esse método tem sido
aplicado com sucesso por décadas (MESSELINK, 2014); porém, é dificil a criacdo massal de
P. macropilis em laboratdrios principalmente devido ao seu elevado consumo de presas e pelo
desconhecimento de presas alternativas (BORTOLOZZO et al., 2007).

As criagdes sdo mantidas em plantas de feijado-de-porco (Canavaila ensiformis L.),
infestadas com T. urticae, cultivadas em vasos de 500 mL, em salas climatizadas (25 * 1°C,
70 = 5% de UR, fotofase de 12 horas (Figura 4).



Figura 4. Plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis L.) cultivadas em vasos (Foto:
M.C.V.Queiroz).

Os individuos adultos de P. macropilis apresentam corpo de coloracdo avermelhada e
formato ovoide (Figura 5). E encontrado na face inferior dos foliolos do morangueiro em teia
do &caro-rajado ou préximo da nervura principal (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Pode
ser visualizado a olho nu, como um ponto vermelho de rapida movimentagdo apos receber um

toque (Figura 6).
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Figura 6. Phytoseiulus macropilis em folha de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) com alta
infestacao de acaro-rajado (Tetranychus urticae) (Foto: M.C.V.Queiroz).

Estudos relacionados a biologia de P. macropilis relataram uma grande variacdo na
duracdo do estagio de ovo, com observagdes que alternam de 1,5 a 4,5 dias (ALI, 1998;
SILVA et al., 2005). Apds a oviposicdo, os ovos apresentam formato oblongo e coloracéo
translicida, passando a coloracdo mais escura com o desenvolvimento embrionario, a

oviposicao é realizada nas folhas das plantas hospedeiras do acaro- rajado.
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O periodo larval de P. macropilis dura em média 1 dia e nesta fase o &caro apresenta
apenas trés pares de pernas (SILVA et al., 2005). A fase de larva deste predador alimentado
com T. urticae apresentou duracao de 0,86 dia (JOHANN; SCHERER; FERLA, 2004).

Em estudos realizados sobre o desenvolvimento dos estagios imaturos de P.
macropilis, foi constatado que o tempo médio de desenvolvimento diminuiu
progressivamente com o0 aumento da temperatura (SILVA et al., 2005). Os autores

verificaram ainda que as fases de protoninfa e deutoninfa apresentaram uma variacdo de 2,6 a

0,9 e 2,6 a 0,8 dias respectivamente, para temperaturas de 189C e 30°C. A alteragio na
duracdo dos estagios com a elevacdo da temperatura também foi observada por Ali (1998).

Johann, Scherer e Ferla (2004), observaram que para a temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 80+5%, a duracdo dos estagios de protoninfa e deutoninfa foi de 0,62 e
0,5 dia, respectivamente.

Uma caracteristica importante de P. macropilis é que esse predador é bem adaptado a
climas quentes, podendo ser utilizado tanto em cultivos abertos, como em estufas, onde a
temperatura pode exceder facilmente 30°C, especialmente no verdo (OLIVEIRA et al., 2007).

Embora diversos trabalhos com &caros predadores da familia Phytoseiidae tenham
indicado o seu potencial de uso no controle do &caro-rajado em morangueiro, as informacdes
obtidas até o presente momento no Brasil ndo permitem a elaboracdo de programa amplo de
manejo de T. urticae. A espécie escolhida para o estudo de seletividade, P. macropilis, é um
dos fitoseideos de maior freqliéncia em culturas como morangueiro e ornamentais no Estado
de Sdo Paulo e Minas Gerais. Essa espécie mostra-se sensivel a diversos pesticidas
(POLETTI, 2007).

Para a viabilizacdo do uso desses predadores e para a implementacdo de modo
eficiente do controle biolégico na cultura do morangueiro e outras culturas, € indispensavel
gue os pesticidas utilizados sejam indcuos ou seletivos aos inimigos naturais e que estudos de
seletividade sejam incentivados em condicdes laboratorio, semicampo e campo (JANSEN,
2010).

Trabalhos conduzidos no Brasil demonstraram alta potencialidade de se realizar o
controle bioldgico desta praga em morangueiro com liberacBes de &caros predadores das
espécies Amblyseius idaeaus (Denmark e Muma), P. macropilis (GARCIA, 1992;
WATANABE et al., 1994) e Neoseiulus californicus (McGregor) (SATO et al., 2002, 2007b).

A espécie P. macropilis ocorre naturalmente em diversas regides produtoras de morango no
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Brasil, e segundo Garcia e Chiavegato (1997), apresenta grande eficiéncia predatdria para o
controle de T. urticae.

A utilizacdo do &caro predador P. macropilis, associado a compostos de baixa
toxicidade, pode apresentar grande utilidade em programas de manejo integrado de T. urticae
nas lavouras de morangueiros no Brasil, principalmente aquelas conduzidas sob sistemas de
producdo integrada (PIMo) (VERONEZ et al., 2009).

O uso de acaros tolerantes a pesticidas foi relatado em casa de vegetacdo na
Califérnia, USA. Uma linhagem do predador Metaseiulus occidentalis (Nesbitt) apresentou
um bom potencial de controle do &caro-praga por ser resistente a varios orgnofosforados e
carbamatos, e pela sua capacidade de controle em baixas densidades da praga, durante longos
periodos (HELLE; SABELLIS, 1985).

No Brasil, os acaros fitoseideos Neoseiulus californicus e Phytoseiulus macropilis
(Banks) tém sido promissores para o controle bioldgico aplicado de Tetranychus urticae Koch
em varias culturas (BELLINI et al., 2006; MONTEIRO, 2003; SATO et al., 2007a;
WATANABE-et al. 1994). Devido ao fato de N. californicus e P. macropilis apresentarem
caracteristicas que os diferem quanto ao habito alimentar e comportamento, sendo o primeiro
generalista e o segundo especialista (McMURTRY; CROFT, 1997; CROFT; MONETTI;
PRATT, 1998), considera-se que essas espécies possam ser exploradas de forma combinada

para otimizar programas de manejo de T. urticae.

1.3.3 Controle quimico e resisténcia de artropodes a pesticidas

A resisténcia em insetos e acaros tem sido um dos maiores problemas no controle de
pragas dos ultimos tempos, dificultando bastante a recomendacdo de pesticidas (SOUZA
FILHO et al., 1994). O primeiro caso de resisténcia de uma praga a um pesticida foi relatado
em 1908 nos Estados Unidos, o piolho-de-S&o José Quadraspidiotus perniciosus (Comstock)
resistente ao enxofre (MELANDER, 1914). Os casos de resisténcia se intensificaram com a
introdugdo dos inseticidas organo-sintéticos ao redor de 1940 (GEORGHIOU, 1983).

A resisténcia pode ser definida como o desenvolvimento de uma habilidade em uma
linhagem de um organismo de tolerar doses de toxicos que seriam letais para a maioria da
populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie (OMS) (IRAC-BR, 2009).

Em relacdo a evolucdo da resisténcia estdo sendo observadas consequéncias drasticas
como a aplicacdo mais frequiente de pesticidas; aumento na dose do produto; uso de misturas

indevidas de produtos e substituicdo por outro produto, geralmente de maior toxicidade
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(GEORGHIOU, 1983). Esses fatores comprometem os programas de manejo integrado de
pragas (MIP) em vista da maior contaminacdo do meio ambiente com pesticidas, mortalidade
de organismos benéficos (ex.: insetos polinizadores, inimigos naturais), e elevacdo nos custos
de controle da praga. Sabe-se também que a descoberta e o desenvolvimento de novas
moléculas quimicas esta se tornando cada vez mais dificeis e caros (OMOTO, 2003).

A evolucdo da resisténcia de insetos a pesticidas, que inclui os aleloquimicos de
ocorréncia natural nas plantas e os inseticidas sintéticos, ¢ um desafio para o manejo de
pragas e a0 mesmo tempo um sistema ideal para o estudo em microevolucdo e adaptacédo
ambiental. Na Ultima década, grandes progressos foram feitos na identificacdo de genes
associados a resisténcia a pesticidas e mudangas estruturais que afetam suas funces.
Algumas proteinas de insetos, alvos dos pesticidas, podem se tornar insensiveis, normalmente
devido a poucas mutacGes pontuais conservadas, provavelmente porque suas funcbes séo
vitais e pequenas mudancas podem reduzir a sensibilidade aos pesticidas sem prejudicar seu
funcionamento (FFRENCH-CONSTANT, 1998). Em contraste, genes associados a
resisténcia metabolica mediam funcgdes de resposta ambiental (BERENBAUM, 2002) que tém
relativamente menos restri¢cbes intrinsecas e tendem a ser mais tolerantes a mudancas
gendmicas para alteracdo de funcao, expressao, ou dos dois (LI; SCHULER; BERENBAUM,
2007). Amplificagdo de sequéncias, melhoria na transcri¢gdo, e mudangas na codificagdo em
genes que expressam esterases, monooxigenases dependentes do citocromo P450 e glutationa-
S-transferases (GSTs) tém sido identificadas como mecanismos de resisténcia (SCOTT, 1999;
HEMINGWAY, 2000; FEYEREISEN, 2005).

1.3.4 Mecanismos de resisténcia a pesticidas

Os artropodes utilizam alguns meios para se manter vivos e reduzir ou escapar do
modo de acao dos ingredientes ativos presentes nos pesticidas utilizados para seu controle.

Quanto aos mecanismos de resisténcia a pesticidas associados aos acaros, uma ampla
discussao foi apresentada por Croft (1990). Em geral, os mecanismos de resisténcia de insetos
e 4caros a pesticidas séo incluidos em trés categorias: a) redugdo da penetracdo do pesticida
pela cuticula do artropode; b) redugdo da sensibilidade no sitio de acdo do inseticida ou
acaricida; e c¢) detoxificagdo ou metabolizagdo enzimatica do produto quimico
(OPPENOORTH, 1985; HEMINGWAY, 2000; SATO et al., 2001; LORINI; BECKEL,
2002). O comportamento dos insetos frente a inseticidas € um quarto mecanismo que

recentemente vem sendo estudado, e tem sido verificado pela repeléncia de inseticidas
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exercida sobre as pragas (HODGES; MEIK, 1986), e por alteragdes de comportamento
provocadas pelos pesticidas (LORINI; GALLEY 1998; BECKEL et al., 2004).

Varios grupos enzimaticos estdo envolvidos no metabolismo de pesticidas e tém sido
identificados como mecanismos de resisténcia em varias espécies de artropodes. E o caso as
monooxigenases dependentes do citocromo P-450, esterases, GSH-transferase, sendo que
potencialmente todas as classes de pesticidas podem ser afetadas atraves desses
mecanismos (OMOTO, 2003). Por meio de taticas biomoleculares pode-se identificar esses
grupos enzimaticos, avaliar esses mecanismos de resisténcia em A&caros e realizar o
monitoramento da resisténcia.

A degradacéo do inseticida pode ocorrer por varios processos metabolicos nos quais o
produto é convertido em uma forma nédo téxica ou mesmo eliminado rapidamente do corpo do
inseto. As enzimas e sistemas enzimaticos envolvidos, como as esterases, oxidases,
transferases e outras enzimas, apresentam maior atividade ou estdo em quantidades maiores
nas populagdes resistentes (YU, NGUYEN 1996; HEMINGWAY, 2000). As oxidases e
transferases sdo enzimas ubiquas que estdo comumente envolvidas na detoxificacdo de
NUMerosos compostos. Ja as esterases sdo de maior importancia na detoxificacdo de alguns
grupos quimicos, principalmente organofosforados e piretroides (CONYERS et al., 1998;
VAN LEEUWEN; TIRRY, 2007).

O metabolismo ou detoxificacdo é, provavelmente, 0 mecanismo mais estudado de
resisténcia de insetos a inseticidas. Este mecanismo permite ao inseto modificar ou detoxificar
0 inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no seu sitio alvo (FUKUTO,;
MALLIPUDI 1983).

Guedes et al. (1997) demonstraram que a atividade especifica da acetilcolinesterase
diferiu significativamente entre populages resistentes e suscetiveis de Rhyzopertha dominica,
indicando que a atividade aumentada da acetilcolinesterase parece estar associada com a
resisténcia a organofosforados. E, com relagdo a resisténcia bioquimica aos piretroides,
estudos de Collins (1990), com a espécie Tribolium castaneum, indicam que o aumento do
metabolismo enzimatico na molécula do inseticida envolve oxidacdo e/ou hidrélise por
ésteres.

Os piretroides agem no sistema nervoso dos artropodes, onde modificam a cinética do
VGSC (voltage-gated sodium channel) (CATTERALL, 2000), que resultam em descargas
irregulares e perda de sinalizacdo neural coordenada, levando a paralisia e morte
(SODERLUND; BLOOMQUIST, 1989).
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A resisténcia aos piretroides tem sido registrada em muitos artropodes-praga e
geralmente resulta de mutacfes no gene VGSC que provocam substituicbes de aminoacidos
em proteinas desses canais (DAVIES et al.,, 2007; RINKEVICH et al.,, 2013). Essas
substituicdes tendem a se agrupar em pontos especificos para a resisténcia e muitas estao
localizadas dentro dos segmentos transmembranares de dominios Il e 1l1 (O'REILLY et al.,
2006). A mutacdo mais comum € a substituicdo de leucina 1014 por fenilalanina (L1014F), no
segmento S6 do dominio Il. Essa mutacdo é geralmente associada com resisténcia moderada
aos piretroides (10-30 vezes) e foi denominada mutacdo kdr (knockdown resistance)
(WILLIAMSON et al., 1996). Outras mutacfes associadas com resisténcia de maior
magnitude (super-kdr) também foram identificadas e incluem substituicBes para metionina
918 (11S4- S5 ligante), leucina 925, treonina 929, leucina 932 (1S5 hélice) e fenilalaninas
1534, 1538 (111S6 hélice) (GONZALEZ- CABRERA et al., 2013).

O aumento no metabolismo ou detoxificacdo é, provavelmente, 0 mecanismo mais
estudado de resisténcia de insetos a inseticidas. Esse mecanismo permite ao inseto modificar
ou detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no seu sitio alvo de acao
(FUKUTO; MALLIPUDI, 1983). Stumpf e Nauen (2001) observaram um aumento na
atividade das monooxigenases dependentes do citocromo P450 em linhagens resistentes a
acaricidas (METIs), comprovando que individuos resistentes eram capazes de degradar a
molécula quimica em compostos inertes com maior eficacia que os individuos suscetiveis.

Diagnosticos moleculares de resisténcia a pesticidas, em populaces de artrépodes,
sdo considerados mais precisos e diminuem a variabilidade associada com bioensaios,
levando em consideracdo aspectos intrinsecos (estrutura genética) e extrinsecos (condicGes
laboratoriais, tamanho da amostra, etc.) (BROWN; BROGDON, 1987; OSAKABE et al.,
2009; VAN LEEUWEN et al., 2010).

Com o estabelecimento da técnica conhecida como PCR (Polymerase Chain
Reaction), houve grande avango no entendimento da resisténcia em nivel molecular. A técnica
consiste em uma amplificacdo exponencial de fragmentos especificos de DNA a partir de
pequenas quantidades dessa molécula, utilizando enzimas polimerases e pequenas sequéncias
iniciadoras (primers) que se ligam a regides complementares do DNA e servem como molde
inicial para a amplificacdo de determinada regido dessa molécula de DNA (LOCALI et al.,
2003). Tal técnica poderia ser utilizada para a deteccdo de uma regido especifica de
populagdes resistentes a pesticidas com o emprego de marcadores moleculares para essa

caracteristica.
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1.3.5 Resisténcia de acaro-rajado a acaricidas

Mesmo quando aplicacOes regulares de acaricidas sdo realizadas para o controle de T.
urticae, existem muitos casos em que o controle dessa praga mostra-se ineficiente, sendo que
a razdo desta ineficiéncia pode estar associada ao desenvolvimento de resisténcia do acaro-
rajado aos acaricidas (FLEXNER; WESTIGARD; CROFT, 1988; SATO et al., 1994).

O primeiro relato de resisténcia para T. urticae foi em 1937, com a deteccdo de uma
linhagem dessa espécie resistente a um composto a base de selénio (Selocide®) (COMPTON;
KEARNS, 1937). A resisténcia de T. urticae a acaricidas tem sido documentada em diversos
paises para diferentes compostos tais como organofosforados (SATO et al., 1994), dicofol
(FERGUSSON-KOLMES; SCOTT; DENNEHY,1991), organoestanicos (FLEXNER;
WESTIGARD; CROFT, 1988), hexitiazox (HERRON; ROPHAIL, 1993), clofentezina
(HERRON; EDGE; ROPHAIL, 1993); fenpiroximato (STUMPF; NAUEN, 2001; SATO et
al., 2004) e abamectina (BEERS; RIEDL; DUNLEY, 1998).

Sato et al. (2007a) utilizaram testes toxicolégicos de pulverizacdo direta com
clorfenapir sobre 21 populagdes acaro-rajado provenientes de cultivos comerciais de
mamoeiro, morangueiro, feijoeiro, tomateiro, crisantemo e roseira, oriundas de diversos
municipios paulistas com o objetivo de avaliar frequéncia de resisténcia de T. urticae, para
cada populacdo. Através do monitoramento realizado por esses autores foi constatado que
66,7% das populacBes avaliadas se mostraram suscetiveis ao acaricida clorfenapir, e que
apenas duas populacdes coletadas em areas comerciais de crisantemo, em Holambra (SP),
tinham frequéncias de resisténcia acima de 30%.

A evolucédo da resisténcia tem relacdo positiva com o potencial reprodutivo de uma
especie, sendo mais rapida para espécies que tenham alto potencial reprodutivo, pois um
maior nimero de descendentes estara sofrendo presséo de sele¢do (GEORGHIOU; TAYLOR,
1977). Para T. urticae vem sendo registrado um grande nimero de casos de resisténcia aos
principais compostos registrados e/ou utilizados nas culturas, dificultando seu controle com
pesticidas (SATO et al., 2007a). De acordo com o IRAC, h& registro de 468 casos de
resisténcia de T. urticae a acaricidas (94 ingredientes ativos) em 36 paises (IRAC-MSU,
2015).
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A evolucéo da resisténcia de acaros fitéfagos aos acaricidas em curto intervalo de
tempo depende, dentre outros fatores, do uso frequente do mesmo acaricida (pressédo de
selecdo), do elevado potencial reprodutivo e do ciclo de vida curto dos acaros (STARK et al.,
1997; BEERS; RIEDL; DUNLEY, 1998; STUMPF; NAUEN, 2001). Na pratica, verificou-
se que as pulverizagbes continuas de pesticidas levam a selecdo de populagdes resistentes
(MONTEIRO, 1994), o que explica a baixa eficiéncia de alguns acaricidas em condicdes de
campo.

Devido a elevados niveis de resisténcia cruzada de T. urticae a todos os acaricidas que
atuam como inibidores de transporte de elétrons na mitocondria (METIS) disponiveis
comercialmente, Stumpf e Nauen (2001), realizaram um bioensaio de aplicacdo por
pulverizacdo foliar, fazendo uma comparagdo com uma linhagem suscetivel GSS e larvas de
duas linhagens resistentes (AKITA e UK-99), que se mostraram 1100 e 480 vezes mais
resistentes a piridabem, 870 e 45 vezes mais resistentes contra fenpyroximato, e 33 e 44 vezes
mais resistentes contra tebufenpirade, respectivamente. Esses autores observaram que houve
um aumento do metabolismo oxidativo nas linhagens resistentes a acaricidas METIs, sendo
que as linhagens resistentes AKITA e UK-99 apresentaram 2,4 e 1,7 vezes etoxicumarina
reforcada pela atividade do citocromo P450, comprovando que individuos resistentes através
do aumento na detoxificacdo metabdlica do pesticida sdo capazes de degradar a molécula
quimica em compostos inertes com maior eficacia do que os individuos suscetiveis.

Sato et al. (2000), estudando a resisténcia de T. urticae em pessegueiros, observaram
qgue a linhagem procedente de Paranapanema mostrou-se 12,10; 8,39 e 6,08 vezes mais
resistentes aos organofosforados dimetoato, nalede e mevinfds, respectivamente, e a linhagem
de pessegueiro proveniente de Jundiai apresentou-se, respectivamente, 3,76 e 2,94 vezes mais
resistentes a cihexatina que a suscetivel. Possivelmente a populacdo de T. urticae usada nesse
destes compostos, segundo relatado por Smissaert (1964), em estudos anteriores com
populacdes de T. urticae resistente a organofosforados.

Para o controle do acaro-rajado, 0 manejo de acaricidas € de fundamental importancia,
visando evitar a selecdo de populagdes resistentes. De acordo com Omoto (2003), sdo
sugeridas como estrategias de manejo da resisténcia, a rotacdo de acaricidas com modos de
acao diferentes, mistura de acaricidas e uso de sinergistas. Sato et al. (2005), estudando
aspectos da resisténcia do acaro-rajado a pesticidas, ndo detectou resisténcia cruzada entre
abamectina e os acaricidas fenpiroximato, cihexatina, propargito e dimetoato, porém,

populacgdes artificialmente selecionadas com fenpiroximato apresentaram resisténcia cruzada
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positiva com piridabem e dimetoato e auséncia de resisténcia com abamectina, milbemectina,
fenpropathrin e cihexatina (SATO et al., 2004), deixando claro que devem ser tomados
cuidados essenciais para manejar esses compostos a fim de evitar o surgimento de populacfes
com resisténcia cruzada a esses produtos.

Outras formas de manejo como rotacdo de culturas, manutencao de areas de reflgio,
uso de doses reduzidas ou elevadas de pesticidas, uso de produtos com baixa persisténcia,
culturas transgénicas, entre outros, também podem ser bastante eficientes no controle de
pragas de diversas culturas (OMOTO, 2003).

O grande desafio atual esta na implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia,
sendo que a implementacdo depende de vérios fatores, tais como programa educacional para a
conscientizacdo da magnitude do problema da resisténcia; necessidade de um esforco
conjunto envolvendo agricultores, industrias quimicas, técnicos e pesquisadores; realizacdo de
experimentos de campo por um periodo prolongado; regulamentagdo de uso de pesticidas,
entre outros (OMOTO, 2003).

Trabalhos desenvolvidos no Instituto Bioldgico tém indicado que diversas populac6es
deste acaro, coletadas no Estado de Sao Paulo, ja se mostram resistentes a alguns acaricidas
como dimetoato, abamectina, fenpiroximato, propargito e clorfenapir (SATO et al., 1994,
2000, 2004, 2005, 2007b, 2009), sendo que a porcentagem de &caros resistentes a pelo menos
um acaricida chega a 90% e a intensidade de resisténcia pode chegar a centenas de vezes em
algumas culturas como a do morangueiro e ornamentais, evidenciando a gravidade do
problema.

A abundancia de inimigos naturais no campo é muito relevante para diminuir a
frequéncia de aplicagdo de acaricidas que contribui para retardar a evolugéo da resisténcia do
acaro-rajado (ESTEVES FILHO; OLIVEIRA; GONDIM JUNIOR, 2008), uma vez que certas
espécies de inimigos naturais tém a capacidade de consumir grande quantidade de individuos

considerados praga.
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1.3.6 Resisténcia de &caros predadores a pesticidas

Os acaros fitoseideos tém constituido o grupo de inimigos naturais mais explorado em
estudos dirigidos a resisténcia a pesticidas. O primeiro relato de sobrevivéncia em populagdes
de &caros fitoseideos apds pulverizagdes com inseticidas de largo espectro de acdo em campo
foi efetuado no inicio dos anos 50 para Galendromus occidentalis (Nesbitt) (HUFFAKER,;
KENNETT, 1953). No entanto, esse fato foi associado a resisténcia somente no final da
década de 60, quando trabalhos realizados em laboratério confirmaram a ocorréncia de
variabilidade intraespecifica na suscetibilidade de G. occidentalis e Neoseiulus (=
Amblyseius) fallacis a inseticidas organofosforados (CROFT, JEPPSON, 1970;
MOTOYAMA et al., 1971). A partir disso, diversos trabalhos de deteccdo e sele¢do para
resisténcia a pesticidas em populagdes de acaros fitoseideos foram efetuadas em todo mundo
(HOY, 1990).

Quanto aos grupos quimicos, énfase tem sido dada aos carbamatos, organofosforados
e piretréides, pelo fato de apresentarem elevada toxicidade para a maioria das espécies de
acaros predadores em campo.

Uma espécie de acaro fitoseideo que se destaca no numero de trabalhos relacionados a
resisténcia é P. persimilis, sendo comumente utilizado para controle de T. urticae em
cultivos protegidos e em ornamentais, em paises da Europa. A resisténcia de P. persimilis a
inseticidas organofosforados foi relatada por Schulten et al. (1976). Esses autores observaram
que populacgdes liberadas em cultivos protegidos na Holanda apresentaram elevada resisténcia
a parathion. Quanto a resisténcia maltipla, tem sido detectada com frequéncia em alguns
paises da Europa (CROFT, 1990). A introducdo de uma linhagem de P. persimilis resistente
a organofosforados foi realizada no Egito para controle de T. urticae na cultura do pepino,
evidenciando-se uma elevada efetividade desse predador quando foram realizadas liberagdes
de dez individuos por planta (RASMY; ELLAITHY, 1988).

Em 1972, uma linhagem de G. occidentalis resistente a organofosforados foi enviada
da América do Norte para a Australia. Segundo Readshaw (1975) citado por Gerson et al.
(2003), este foi o primeiro relato de transferéncia intercontinental de inimigos naturais
resistentes no mundo. Linhagem de G. occidentalis resistente a organofosforados, também foi
introduzida na antiga Unido Soviética no inicio dos anos 80 para o controle bioldgico de

Tetranychus pruni obtendo-se um grande sucesso no estabelecimento da mesma
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(PETRUSHOV, 1987). A esses se seguiram outros casos de sucesso na liberacdo e
estabelecimento de populagdes de &caros predadores resistentes a pesticidas.

Em termos praticos, HOY (1985) propds um programa de manejo de acaros na cultura
de améndoas (Califérnia/EUA) baseando-se na liberacdo de linhagens de G. occidentalis
resistentes a inseticidas, associada a utilizacdo de acaricidas seletivos. Uma economia de
aproximadamente 60 a 110 ddlares/ha/ano foi estimada para cada produtor de améndoa que
aderiu ao programa de liberacdo de linhagens resistentes, observando que a maior economia
foi devido a reducédo nos gastos com acaricidas (HEADLEY; HOY, 1987). A estimativa mais
recente feita por Hoy (2000) associou aos resultados desse projeto um beneficio, desde o
inicio do programa, de aproximadamente 20 milhdes de dolares.

A desvantagem ou custo adaptativo é uma caracteristica que pode estar associada a
resisténcia em populacGes de artropodes. Sato et al. (2005), observaram que a resisténcia de
P. macropilis a abamectina mostrou-se instavel na auséncia de pressdo de selecdo, e para
todas as populacGes estudadas (com frequéncia inicial de 75, 50 e 25% de acaros resistentes),
a porcentagem de acaros resistentes caiu para niveis iguais ou inferiores a 15% em seis meses.
Esse fato pode estar associado a um custo adaptativo, ou seja, 0s resistentes sdo menos aptos
que os suscetiveis quando o produto quimico ndo é utilizado (OMOTO, 2003; NICASTRO;
SATO; SILVA, 2010). Este menor valor adaptativo dos individuos resistentes pode estar
associado a uma menor viabilidade total, menor fecundidade, maior tempo para o
desenvolvimento, menor competividade para o acasalamento, maior suscetibilidade aos
inimigos naturais, etc. (GEORGHIOU, 1972).

Queiroz e Sato (2016) observaram, em populacdes de P. macropilis com freqiiéncia
inicial de 75 e 50 % de &caros resistentes a fenpropathrin, uma tendéncia de queda nas
frequéncias de resisténcia em auséncia de pressdo de selecdo, que desapareceu apos alguns
meses, indicando a associagdo com um mecanismo de existéncia sem custo adaptativo.

No caso de inimigos naturais, o fato de a linhagem selecionada apresentar alteracdes
em alguns de seus parametros biologicos pode afetar diretamente o desempenho dela como
agente de controle bioloégico (POLETTI; OMOTO, 2003). Fournier et al. (1988) comparando
pardmetros relacionados a tabela de vida e a capacidade de predacdo, dentre outros, entre as
linhagens do acaro predador P. persimilis resistente e suscetivel ao inseticida methidation, ndo
observaram custo adaptativo associado a linhagem selecionada. Apesar de varios relatos
estarem associados a auséncia de custo adaptativo em inimigos naturais resistentes a
pesticidas, a realizacdo de estudos prévios relacionados aos pardmetros biolégicos, bem como

a capacidade de predacdo na linhagem selecionada é de primordial importancia, pois este fato
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pode comprometer diretamente a implementacdo de programas baseados na introducéo desses
organismos (HOY, 1990).

A selecdo artificial de linhagens de inimigos naturais resistentes a pesticidas nem
sempre tem sido efetivada com sucesso. De acordo com Hoy (1990) algumas técnicas de
biotecnologia poderiam ser ferramentas exploradas no melhoramento de inimigos naturais a
pesticidas. A utilizacdo da técnica de DNA recombinante tem sido considerada a mais viavel
para a implementacdo da resisténcia em inimigos naturais. Varias etapas envolvem esse
processo, sendo necessario primeiramente identificar os genes que governam a resisténcia,
posteriormente devem ser clonados e inseridos no organismo (inimigo natural) geralmente
através de microinjecdo. Ap0Os a incorporacdo no genoma esse gene deve estabilizar, se
expressar apropriadamente e ser transmitido as progénies. Galendromus occidentalis foi o
primeiro inimigo natural melhorado atraves dessa técnica (PRESNAIL; HOY, 1994).

A PROMIP, criada em 2006, foi a primeira empresa brasileira a comercializar acaros

predadores para o controle biolégico de insetos e acaros-praga.

1.3.7 Marcadores moleculares para monitoramento de &caros predadores

Os avanc¢os na genética muito contribuiram para a compreensao do controle bioldgico.
Marcadores genéticos sdo ferramentas poderosas para diferenciar espécies muito préximas,
monitorar liberacGes de agentes de controle bioldgico, e avaliar tracos bioldgicos relevantes.
No campo, a importancia das caracteristicas particulares de cada espécie e/ou populacédo de
inimigo natural estabelecida pode ser avaliada. Introducdes de individuos de diferentes
origens ou de coldnias de laboratério que foram selecionadas para diferentes caracteristicas
(como resisténcia a inseticidas), podem ser examinadas apds a introducdo em campo, para
determinar quais fendtipos ou gendtipos tém prevalecido (RONDERICK; NAVAJAS, 2003).
O controle bioldgico conservativo € a pratica de aumentar a eficacia de inimigos naturais
através da modificacdo do ambiente ou de praticas de controle existentes (EILENBERG et al.,
2001). No entanto, para melhor preservar os inimigos naturais de pragas agricolas, é
necessario considerar as alteragdes espaciais e temporais em seus padrfes de distribuicdo e
movimento no campo. Infelizmente, na pratica é muito dificil observar direta e continuamente
a dispersdo de pequenos organismos, tais como acaros predadores, durante geragdes, apesar
de terem sido tentados esforgos para estimar os seus movimentos (TIXIER et al., 1998, 2000;

BARBAR et al., 2006;). Como alternativa, a estimativa de fluxo génico utilizando marcadores
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genéticos pode fornecer informagdes sobre estrutura populacional e padrées de disperséo dos
acaros predadores (HINOMOTO et al., 2011).

Em menos de meio século, os marcadores moleculares mudaram totalmente nossa
visdo da natureza (SCHLOTTERER, 2004). Em alguns casos, marcadores moleculares, que
sd0 raros ou Unicos, tém sido utilizados para monitorar a dispersdo de genes a partir de fontes
pontuais conhecidas. Essa abordagem genética é similar em conceito aos tradicionais estudos
de rotulagem e rastreamento baseados em marcadores ndo hereditarios, como marcadores
radioativos e corantes fluorescentes (LEVIN et al., 1990), porém, com pelo menos duas
vantagens: espécies microscopicas podem ser analisadas por marcadores moleculares, e estas
também podem ser monitoradas através de multiplas geracdes (AVISE, 2004).

Dentre os diferentes marcadores genéticos comumente usados, estd o Cytb mtDNA.
Esse fragmento do Citocromo B provou ser um bom marcador para avaliar a histéria
evolutiva recente em acaros Phytoseiidae e, assim, adaptado as espécies e diferenciacdo
populacional (SANTOS; TIXIER, 2016). Apesar das pequenas diferencas morfoldgicas entre
P. macropilis e P. persimilis, foi observado um desenho claro entre as amostras desses dois
taxons para o fragmento mtDNA Cytb (OKASSA et al., 2010).

Ainda, entre os diferentes marcadores moleculares usados em estudos de diferenciacéo
de populagdes, estdo os microssatélites (simple-sequence repeats - SSRS), que surgiram como
uma ferramenta genética poderosa para responder perguntas sobre dindmica de populacoes.

Os microssatélites sdo definidos como fragmentos curtos de DNA, com
aproximadamente 100 pares de bases (pb) que contém padrdes com 2-6 pb repetidas em
conjunto. Durante a replicacdo do DNA, unidades de repeticdo sdo adicionadas ou perdidas
do microssatélite, causando rapida evolucdo dessas regides. Ha, geralmente, alta variabilidade
no namero de repeticdes em um determinado local. Isto faz com que um grande numero de
alelos por local de microssatélite esteja disponivel para andlise da populacdo (NAVAJAS;
FENTO, 2000).

Os microssateélites sdo onipresentes em genomas eucarioticos e altamente polimaérficos
(HANCOCK, 1999). Seus altos niveis de polimorfismo os tornam um marcador adequado
para o estudo de variacdo intra e interpopulacional. Marcadores microssatélites também tém
sido desenvolvidos para espécies de acaros (NAVAJAS et al., 1998; NISHIMURA et al.,
2003; BAILLY et al, 2004; UESUGI; OSAKABE, 2007). Hinomoto et al. (2011)
desenvolveram marcadores moleculares microssatélites para Neoseiulus womersleyi

(Schicha), e usaram essa ferramenta para investigar a estrutura genética da populagdo desse
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acaro em um campo experimental de chd. Até entdo estes marcadores ndo tinham sido
aplicados para 4caros fitoseideos no contexto de controle bioldgico conservativo.

A principal desvantagem dos microssatélites ¢ que eles precisam ser isolados “de
novo” da maioria das espécies que estdo sendo examinadas pela primeira vez.
Consequentemente, a estratégia de usar sequéncias conservadas correspondentes a "primers
universais”, que foi eficaz para o0 DNA mitocondrial (KOCHER et al., 1989), é mais
problematica para microssatélites. As abordagens de “Barcoding” foram desenvolvidas com
sucesso para a familia Phytoseiidae para fins de diagnostico de espécies usando marcadores
moleculares, como rRNA 12S, Cyt b mtDNA e ITS (JEYAPRAKASH; HOY, 2002, 2009;
TIXIER et al., 2008a, 2014; OKASSA et al., 2009, 2010, 2012; KANOUH et al., 2010;
BOWMAN; HOY, 2012; NAVIA et al., 2014).

Os estudos de transferabilidade (cross-amplification) seriam, entdo, um método
simples de desenvolvimento e validagdo de marcadores. Empiricamente, verificou-se que a
transferabilidade entre espécies funciona para taxons intimamente relacionados, como
espécies pertencentes ao mesmo género ou géneros recentemente separados (SCRIBNER,;
PEARCE, 2000).
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CAPITULO 2 — ESTUDOS DE ESTABELECIMENTO E DISPERSAO DE UMA
LINHAGEM DE Phytoseiulus macropilis RESISTENTE AO PIRETROIDE
FENPROPATHRIN

RESUMO

O é&caro predador da espéecie Phytoseiulus macropilis Banks (Acari: Phytoseiidae) é
considerado um importante inimigo natural do &caro-rajado, Tetranychus urticae Koch, em
diversos cultivos agricolas. O presente estudo teve por objetivo avaliar os padrdes de
estabelecimento e dispersdo de acaros predadores (P. macropilis) resistentes a piretroides,
liberados em cultivos comerciais de morango, no estado de S&o Paulo. Foram instalados
experimentos de liberacdo e recaptura em trés areas de cultivo de morangos, com
caracteristicas distintas. Um cultivo organico em area aberta, um cultivo em estufa com uso
de controle quimico e outro, também em estufa, sem uso de controle quimico. Os resultados
indicam elevada capacidade de dispersdo dos acaros predadores da linhagem estudada nos
canteiros de morango infestados por &caro-rajado. Em todas as areas de morango avaliadas,
houve influéncia significativa de P. macropilis sobre as densidades populacionais de T.
urticae, observando-se porcentagens de reducdo populacional do acaro-praga de até 99,8%

nos cultivos avaliados.

2.1 INTRODUCAO

Os artropodes fornecem muitos servicos ecossistémicos valiosos, incluindo o controle
natural de pragas agricolas (DAILY, 1997). Somente nos Estados Unidos, o valor anual
desses servicos de controle bioldgico foi estimado em US$ 4,5 a US$ 17 bilhdes (PIMENTEL
et al., 1997; LOSEY; VAUGHAN, 2006), e esse valor ainda pode ser muito maior para a
agricultura de pequena escala nos paises em desenvolvimento. Com o inicio da era dos
pesticidas, os inseticidas quimicos substituiram a a¢do dos inimigos naturais que ocorrem
naturalmente. Ao deslocar os agentes de controle biologico natural dos campos agricolas, 0s
pesticidas rapidamente separaram a producdo agricola da ecologia (ROBERTSON;
SWINTON, 2005).

O controle bioldgico de artropodes-praga tem uma longa tradigdo nos cultivos em

estufa. (MESSELINK, 2014). A area em que é usado e o numero de agentes de controle
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biolégico disponiveis ainda estdo em expansdo (PILKINGTON et al., 2010; VAN
LENTEREN, 2012). Os programas de controle bioldgico em estufas geralmente sdo baseados
em langcamentos periodicos de inimigos naturais, também chamados de controle bioldgico
aumentativo (VAN LENTEREN, 2012). Embora o controle bioldgico tenha provado ser bem-
sucedido em muitos cultivos protegidos, a eficacia pode ser insuficiente em outras culturas,
como plantas ornamentais (HEINZ et al., 2004).

O estabelecimento precario e a persisténcia de inimigos naturais em certas culturas
podem ser um dos principais problemas no controle biolégico de pragas, em parte devido aos
tipos de inimigos naturais utilizados. A selec¢do de inimigos naturais para o controle biolégico
aumentativo é tradicionalmente focada em inimigos naturais especialistas que sdo liberados
para obter o controle rapido das pragas (VAN LENTEREN; WOETS, 1988). Embora esses
especialistas estejam bem adaptados ao hospedeiro e possam ser muito eficazes, geralmente
desaparecem quando as densidades de presas sdo reduzidas. Como sdo usadas principalmente
para obter controle rapido de pragas especificas, sua eficacia requer alta quantidade e
qualidade de inimigos naturais liberados e monitoramento intensivo para garantir o tempo
exato da intervencao.

Demonstrou-se experimentalmente que as liberacGes de acaros predadores fitoseideos
reduzem a densidade de acaros em muitas culturas perenes (MCMURTRY, 1982; HOY et al.,
1982; FLAHERTY et al., 1985; HELLE; SABELIS, 1985; CROFT; MACRAE, 1992b;
NYROP et al., 1998) e algumas culturas anuais em linha, como algoddo (OSMAN; ZOHDI,
1976; TIJERINA-CHAVEZ, 1991) e milho de campo (PICKETT; GILSTRAP, 1986;
PICKETT et al., 1987). As tentativas de melhorar o controle biolégico aumentativo se
concentraram principalmente em fatores como selegdo de agentes de controle, controle de
qualidade, técnicas de criacdo em massa, métodos de liberacdo e eficicia da supressdo de
pragas-alvo (VAN DRIESCHE; BELLOWS, 1996). Embora todos esses fatores sejam criticos
para 0 uso bem-sucedido do controle bioldgico aumentativo, houve muito pouco exame de
como inimigos naturais liberados podem interagir com inimigos naturais que ocorrem
naturalmente. H& um reconhecimento crescente de que interagdes complexas de varias
espécies entre inimigos naturais podem ser importantes no controle biolégico (ROSENHEIM
et al., 1995; SUNDERLAND et al., 1997; ROSENHEIM, 1998). Em uma safra anual como o
algodéo, predadores generalistas costumavam ser abundantes (VAN DEN BOSCH; HAGEN,
1966). Como resultado, as interagdes predador-predador podem ser comuns e podem ser um

fator-chave que influencia o estabelecimento de inimigos naturais liberados.
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Phytoseiulus macropilis Banks (Acari: Phytoseiidae) ¢ um predador especialista,
efetivo no controle de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), um artrépode
herbivoro, polifago e cosmopolita, alimentando-se de mais de 1.100 espécies de plantas
pertencentes a mais de 140 familias diferentes (ZHANG, 2003; GRBIC et al., 2011). No
entanto, seu emprego de no manejo de acaros fitdfagos em sistemas de producdo comercial de
plantas ornamentais e hortalicas pode ser prejudicado pelo uso de pesticidas para o controle
de pragas e doencas. A utilizacdo de linhagens do acaro predador resistentes a produtos de
largo espectro de acdo (ex.: piretroides) pode favorecer a conservacao em cultivos onde o
agricultor realiza aplicagBes eventuais de pesticidas contra outros artropodes-praga (ex.:
lagartas, tripes, cochonilhas, moscas-brancas). E necessario, porém, considerar as mudancas
espaciais e temporais em seus padrdes de distribuicdo e movimento no campo (HINOMOTO
etal., 2011).

O presente estudo teve por objetivo avaliar os padrdes de estabelecimento e dispersao
de predadores (P. macropilis) resistentes a piretroides, liberados no campo. Visando estudar a
dispersdo dos acaros predadores resistentes a piretroides em diferentes ambientes, foram
instalados experimentos de liberacdo e recaptura em trés areas de cultivo de morangos no
estado de S&o Paulo, com caracteristicas distintas. Um cultivo organico em area aberta, um
cultivo em estufa com uso de controle quimico e outro, também em estufa, sem uso de

controle quimico.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Criagao de manutencéo da linhagem resistente de P. macropilis

A populagdo original do predador P. macropilis resistente a piretroides (R) foi
coletada em uma lavoura comercial de morango (Fragaria spp.) no municipio de Socorro
(22°35°S, 46°31°W), SP, em setembro de 2010, e foi mantida no Laboratorio de Acarologia
do Instituto Bioldgico (Campinas, SP), sob pressdo de selecdo para resisténcia a
fenpropathrin.

A linhagem R, selecionada mostrou-se 5.300 vezes mais resistente a fenpropathrin que
a linhagem S de referéncia (QUEIROZ; SATO, 2016).
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2.2.2 Liberacéo e recuperacao dos predadores

2.2.2.1 Cultivo organico de morango em Monte Alegre do Sul, SP (Area 1)

O primeiro experimento de liberacdo e recuperacdo foi conduzido em outubro de

2017, na area mostrada na Figura 7.

Figura 7. Cultivo organico de morango em Socorro, SP (Area 1).

Os procedimentos foram adaptados a partir de Navajas et al. (2001). Foi usada a
linhagem R de P. macropilis mantida no Laboratério de Acarologia do Instituto Bioldgico.

O experimento de campo foi instalado conforme o croqui apresentado na Figura 8.



44

Area de mata

25m

2.2
1 3
21
20m
2.2
1 3
21
15m
2.2
1 3
21
10 m
2.2
1 3
5m 2.1
0.2 1 2.2 3 4 5.2 5
om 0.1 2.1 5.1
0.1 1 ‘2.1 3 4 51 5
0.2 2.2 5.2
5m
21
1 3
2.2
10 m
2.1
1 3
2.2
15m
2.1
1 3
2.2
20m
2.1
1 59 3
25m
15m

Figura 8. Croqui da area experimental piloto em cultivo de morango. A liberacdo dos predadores foi
feita no ponto 0.0 (circulo vermelho).

A érea experimental foi demarcada, tendo sido marcados pontos de amostragem a
cada 5 metros do local de liberacdo dos predadores (ponto zero). Foram marcados pontos de
coleta (a cada 5 m) nos dois sentidos, Norte e Sul, a partir do ponto zero, ao longo do canteiro
central de morangueiro. O ponto de coleta mais proximo ficava a 5 metros e o mais distante a
25 metros do ponto zero. Foram marcados, também, pontos de coleta nos dois canteiros
laterais.

Foram coletadas quatro amostras de cinco foliolos em cada um dos 16 pontos
marcados no campo, para uma avaliacdo prévia, antes da liberacdo dos predadores. Os acaros
foram contados e conservados em alcool 95°GL, conforme descrito por Milligan (1998).

Em seguida 3.000 fémeas adultas de P. macropilis foram liberadas no ponto zero
(parte central da area amostrada) (Figura 9). O nimero de fémeas a serem liberadas foi

estimado em fungdo das dimensdes da area
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Figura 9. Local da liberacéo dos &caros predadores no experimento no cultivo de morango da Area 1.

Foram feitas coletas de 10 foliolos em cada ponto amostral para avaliar a dispersao

dos predadores, nas seguintes datas: 26 de outubro, 4 e 10 de novembro de 2017. Os &caros

pragas e predadores foram contados e conservados em alcool 95°GL, conforme descrito por
Milligan (1998).
2.2.2.2 Cultivo de morango em estufa com controle quimico em Socorro, SP (Area 2)

O segundo experimento foi conduzido em um cultivo de morango em estufa, com uso

de pesticidas para controle de acaro rajado, em Socorro, SP (Figura 10), em outubro de 2018.
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Figura 10. Cultivo de morango em estufa com controle quimico em Socorro, SP (Area 2).

O produtor informou que usava habitualmente grande quantidade de pesticidas para
controle de acaro-rajado e ndo estava conseguindo controlar a praga. Informou, também, que
foi feita uma aplicacdo do acaricida propargito 30 dias antes da coleta e liberagdo. Apds esse
periodo, nada mais foi aplicado.

O propargito € um acaricida especifico, com agdo ovicida, larvicida e adulticida, sendo
seletivo para inimigos naturais e &caros predadores (SATO et al., 2007).

O delineamento experimental foi feito em trés canteiros, marcados com 15 estacas e
foram liberados aproximadamente 150 predadores no ponto central de cada um dos trés
canteiros.

No dia 17 de outubro foram coletadas amostras de 10 foliolos em 12 pontos para uma
avaliacdo inicial, antes da liberacdo dos predadores. Os &caros foram contados e conservados
em alcool 95°GL, conforme descrito por Milligan (1998).

Foram feitas coletas para avaliar o estabelecimento e dispersdo, nas seguintes datas:

24 e 31 de outubro, 14 e 29 de novembro e 26 de dezembro.
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2.2.2.3 Cultivo de morango em estufa sem controle quimico em Pinhalzinho, SP (Area3)

O terceiro experimento foi conduzido em cultivo de morango protegido, em
Pinhalzinho, SP (Figura 11), em outubro de 2018.

Figura 11. Cultivo de morango em estufa sem controle quimico em Pinhalzinho, SP (Area 3).

O produtor informou que ndo usa habitualmente pesticidas para controle de acaro
rajado. O controle era feito com aplicacdes de Beauveria bassiana. Porém, devido a elevada
infestacdo de acaro rajado, foi feita uma aplicacdo do acaricida abamectina, 30 dias antes do
inicio do experimento. O produtor informou, também, que fez uma aplicacdo de B. bassiana
uma semana apods o uso do acaricida. B. bassiana é um fungo entomopatogénico utilizado em
programas de manejo integrado de pragas.

A éarea experimental foi constituida de cinco canteiros de morango, marcados com 25
estacas (a cada 5m) e foram liberados aproximadamente 150 predadores no ponto central de
cada um dos canteiros.

No dia 17 de outubro foram coletadas amostras de 10 foliolos em cada ponto de
amostragem, para uma avaliacéo inicial, antes da liberacdo dos predadores. Os acaros foram

contados e conservados em alcool 95°GL conforme descrito por Milligan (1998).
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Foram feitas trés outras coletas, para avaliar o estabelecimento e dispersdo dos
predadores, nas seguintes datas: 24 de outubro, 29 de novembro e 26 de dezembro.

O experimento foi conduzido na estufa 3. Porém a propriedade conta com 4 estufas
préximas entre si e o0 produtor costuma levar folhas de uma estufa para outra. No dia 29/11
foram feitas 2 coletas, uma na estufa 3 e outra na estufa 4, uma vez que o produtor informou a

ocorréncia de T. urticae na estufa 4.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Cultivo organico de morango em Monte Alegre do Sul, SP (Area 1)

O experimento de liberagdo de P. macropilis em cultivo orgénico de morango, em Monte Alegre
do Sul, SP, em 2017, indicou rapida dipersdo do acaro predador sobre os canteiros de morango, tendo sido
encontradas formas ativas e ovos do acaro predador a distancias de até 25 metros do local de soltura, no
sexto dia apos a liberagdo das fémeas adultas de P. macropilis no campo, ndo havendo diferencas
significativas (F = 0,544, g.l. = 5, 35; p = 0,707) nas densidades populacionais do &caro predador para as
diferentes distancias avaliadas (aos 6 dias) (Figura 12).

Nos primeiros seis dias apds a liberacdo de P. macropilis, correspondente ao periodo de
estabelecimento e multiplicacdo dos acaros predadores sobre as plantas de morango, observou-se um
crescimento populacional do acaro-praga. No entanto, aos 15 dias ap6s a liberacdo, observou-se uma
reducdo significativa (t = 15,1; g.I. = 39; p < 0,0001) (de aproximadamente 97,5%) na populacdo de T.
urticae (em relacdo a amostragem anterior), considereando-se as diferentes distancias avaliadas (0 a 25 m).

Obserou-se correlagdo significativa (r = 0,49; g.l. = 78; p < 0,0001) entre as densidades
populacionais de P. macroplis e T. urticae, nos diferentes locais de coleta, apds a liberacdo do acaro
predador, indicando influéncia significativa do predador na variagdo populacional do acaro-praga nos
canteiros de morango.

Na dltima avaliacdo realizada, aos 15 dias apés a liberacdo, observou-se que a populacdo de P.
macropilis praticamente desapareceu dos canteiros liberados, provavelmente, devido a dréastica reducdo na
infetacdo de acaro-rajado, com registros de densidades populacionais inferiores a 0,8 acaro por foliolo,

nesta avaliagao.
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Figura 12. Densidades populacionais do acaro-rajado (Tetranychus urticae) e do acaro predador
Phytoseiulus macropilis em cultivo organico de morango. Monte Alegre do Sul, SP, outubro a
novembro de 2017.

2.3.2 Cultivo de morango em estufa com controle quimico (Socorro, SP)

Os resultados do experimento de liberacdo de P. macropilis em cultivo de morango
em Socorro, em 2018, indicam efetividade de controle de acaro-rajado, que cairam de niveis

em torno de 24 formas ativas e 55 ovos de T. urticae por foliolo, no inicio do experimento,
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para densidades populacionais iguais ou inferiores a 0,5 formas ativas ou ovos por foliolo, a
partir dos 28 dias ap0s a liberagdo dos acaros predadores (Figura 13).

Diferindo da pesquisa anterior, realizada em Monte Alegre do Sul, em 2017, neste
experimento ja havia presenca de acaros predadores da espécie P. macropilis, em baixas
densidades populacionais (até 0,67 &caro predador por foliolo), no momento da liberacdo de
P. macropilis, nos canteiros de morango estudados. Esse fato indica possivel contribui¢do dos
acaros predadores ‘“nativos” sobre a flutuacdo populacional de T. urticae ao longo do
experimento.

Da mesma forma que no experimento anterior, observaram-se correlagdes
significativas entre as densidades populacionais do &caro predador e os niveis de infestacdo
oVvos (r = 0,469; g.l. = 58; p = 0,002) e formas ativas (r = 0,586; g.I. = 58; p < 0,0001) de T. urticae
sobre as folhas de morangueiro, indicando influéncia de P. macropilis na reducéo
populacional do acaro-praga.

As maiores densidades populacionais de P. macropilis (até 2,1 &caros predadores por
foliolo) foram observadas aos 14 dias ap0s a liberacdo do &caro predador nos canteiros de
morango, com redugdo acentuada na populacdo do predador (para densidades inferiores a 0,1
acaro predador por foliolo) na avaliacdo seguinte (28 dias), em consequéncia da quase
eliminacdo da populacdo de acaro-rajado no cultivo de morango apés o periodo de duas

semanas, a partir da liberacdo do acaro predador.
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Figura 13. Densidades populacionais de formas ativas (FA) e ovos (Ov) do acaro-rajado (Tetranychus
urticae) e do &caro predador Phytoseiulus macropilis em cultivo de morango, em estufa com uso de
controle quimico. Distancias do ponto de liberacdo de P.macropilis: 0 a5 m (Faixas 2 e 3); 5a 10 m
(Faixas 1 e 4). Socorro, SP, outubro e novembro de 2018.
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2.3.3 Cultivo de morango em estufa sem controle quimico (Pinhalzinho, SP)

No experimento conduzido em morangueiro em estufa, em Pinhalzinho, em 2018,
observou-se também a presenca de alguns acaros da espécie P. macropilis no momento da
liberacdo do acaro predador (P. macropilis). Diferindo dos dois experimentos anteriores, as
densidades populacionais de acaro-rajado, assim como de P. macropilis, eram muito baixas (<
0,02 acaros por foliolo) no inicio do experimento (0 d = data de liberacdo dos predadores)
(Figura 14).

Devido a baixa infestagdo de acaro-rajado no cultivo de morango, ndo houve o
estabelecimento dos acaros predadores liberados sobre os canteiros de morango, conforme
constatado na avaliacdo realizada aos 14 dias apds a liberacdo, na qual, nenhum é&caro P.
macroplis foi encontrado nas amostras de foliolos coletadas.

Uma nova infestagdo de T. urticae foi detectada somente aos 43 dias, com densidades
populacionais iguais ou inferiores a 0,42 acaros por foliolo. Na avaliacdo realizada aos 70
dias, verificou-se um aumento significativo na infestacdo do acaro-praga chegando a 6,5
acaros por foliolo na &rea de maior infestagdo (Faixa 2).

Com o reaparecimento dos acaros-rajados, houve um retorno dos &caros predadores da
espécie P. macropilis, que foram detectados inicialmente na faixa 4 dos canteiros de morango,
aos 43 dias. O pico populacional (até 1,1 &caros predadores por foliolo) de P. macropilis foi
observado aos 70 dias, coincidindo com o periodo de maior infestacdo de &caro-rajado. Na
faixa 4, onde foram observados os primeiros &caros predadores que retornaram a area do
experimento, ndo foi constada a presenca de acaro-rajado na avaliacdo realizada aos 70 dias.

Seguindo a mesma tendéncia dos experimentos anteriores, observaram-se correlaces
significativas entre as densidades populacionais do acaro predador e os niveis de infestacéo de
formas ativas (r = 0,675; g.I. = 123; p < 0,0001) de T. urticae sobre as folhas de morangueiro,
indicando influéncia significativa de P. macropilis na flutuacdo populacional do acaro-praga.

No experimento realizado em Pinhalzinho, assim como nos dois outros experimentos,
foram detectados acaros predadores (Phytoseiidae) de outras espécies em baixas densidades
populacionais (< 0,05 acaro predador por foliolo), principalmente nos periodos de maior
infestacdo de T. urticae, que também podem ter contribuido para a reducdo populacional do
acaro-rajado ou para dificultar o estabelecimento de P. macropilis nas areas de liberacao.
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Figura 14. Densidades populacionais de formas ativas (FA) e ovos (Ov) do acaro-rajado (Tetranychus

urticae) e do acaro predador Phytoseiulus macropilis em cultivo de morango, em estufa sem uso de

controle quimico. Distancias do ponto de liberacdo de P.macropilis: 0 a 5 m (Faixa 3) (parte central

dos canteiros); 5 a 10 m (Faixas 2 e 4); 10 a 15 m (Faixas 1 e 5). Pinhalzinho, SP, outubro a dezembro

de 2018.

2.4 DISCUSSAO

Nos trés experimentos realizados em cultivos comerciais de morango no estado de Séo

Paulo, observou-se nitida influéncia de P. macropilis na regulagdo da popula¢do do acaro-

rajado, indicando que esta espécie € um importante inimigo natural do acaro-praga nesta

cultura. A importancia de P. macropilis para o controle biolégico de T. urticae ja foi

reportada por diversos autores para morangueiro e outras culturas no Brasil (FADINI et al.,
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2004; FERLA et al., 2007; POLETTI et al., 2007; SATO et al. 2007; SCHLESENER et al.,
2013).

No primeiro experimento, realizado em Monte Alegre do Sul, em 2017, ficou evidente
a elevada capacidade de dispersdo de P. macropilis sobre os canteiros de morango, que em
menos de uma semana se distribuiram por todo o canteiro de 50 m de comprimento,
avancando para os canteiros laterais. A alta capacidade de dispersdo de outra espécie do
género Phytoseiulus (P. persimilis) também foi reportada por Takafuji (1977). O autor
menciona que a dispersdo do acaro predador se torna mais intensa em condicGes de baixas
densidades populacionais do acaro-praga.

No ultimo experimento, realizado em Pinhalzinho, observou-se um desaparecimento
inicial dos acaros predadores, devido a baixa infestacdo de T. urticae no cultivo de morango.
Nesse caso, 0s predadores provavelmente migraram para outras areas, na busca por alimento
(TAKAFUJI, 1977). Aos 43 dias, quando foi detectada novamente a presenca dos &caros
predadores (P. macropilis) no cultivo de morango, é provavel que os acaros predadores
encontrados sejam de uma populacdo diferente da liberada no inicio do experimento. No
entanto, parte dos acaros predadores liberados pode ter permanecido nas areas proximas ao
local de liberacdo, podendo retornar aos canteiros de morango, com 0 aumento populacional
do A&caro-rajado. Nesse aspecto, com o0 uso de marcadores moleculares seria possivel
compreender melhor a dindmica da dispersdo e a estrutura das populacdes dos &acaros
predadores no campo (HINOMOTO et al., 2011).

Apesar da baixa densidade populacional das outras espécies de acaros predadores
encontrados nas areas de morango onde foram realizadas as liberagdes de P. macropilis, é
possivel que os &caros predadores nativos tenham contribuido para a dispersdo ou reducdo
populacional deste predador nos canteiros avaliados de morango. Ha evidéncias substanciais
de que predadores generalistas podem ter impactos significativos sobre os acaros fitoseideos.
A influéncia (direta ou indireta) do ataque de outras espécies de acaros predadores sobre os
acaros fitoseideos foi estudada em experimentos conduzidos em laboratorio (GILLESPIE;
QUIRING, 1992, CLOUTIER; JOHNSON, 1993; CROFT, 1996, CROFT et al., 1996,
MACRAE; CROFT, 1996, WITTMANN; LEATHER, 1997, SCHAUSBERGER; CROFT,
2000), estufa (RAMAKERS, 1993, BRODSGAARD; ENKEGAARD, 1997,
SCHAUSBERGER; WALZER, 2001) e campo (CROFT; MACRAE, 1992a, 1992b, 1993;
CROFT, 1994, WALDE et al., 1997). Croft e MacRae (1992a) mostraram que a predacéo
pelo &caro predador generalista Zetzellia mali (Ewing) (Acari: Stigmaeidae) geralmente

deslocava as populagdes do acaro predador Galendromus occidentalis (Nesbitt), o que
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algumas vezes levou a aumentos nas populacBes de &caros fitdfagos. Os acaros fitoseideos
podem ser especialmente suscetiveis & predacdo por insetos predadores porque sdo
relativamente pequenos em comparacdo com os insetos (POLIS et al., 1989), mas ndo ha
publicacbes de estudos de campo examinando o impacto de insetos predadores sobre acaros

fitoseideos.

2.5 CONCLUSOES

Os é&caros predadores, da linhagem de P. macropilis resistente a piretroides,
apresentam elevada capacidade de dispersédo nos canteiros de morango, contribuindo para a

reducao populacional de T. urticae ap0s sua liberacdo no campo.
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CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MARCADORES
MOLECULARES MICROSSATELITES PARA O ACARO PREDADOR Phytoseiulus
macropilis E TRANSFERABILIDADE!

RESUMO

Acaros fitoseideos s&o eficientes predadores de &caros e pequenos insetos-praga. A utilizacdo
de linhagens de acaros predadores resistentes a compostos de largo espectro de acdo (ex.:
piretroides) pode viabilizar o uso desses inimigos naturais para o controle bioldgico em
cultivos onde o agricultor realiza aplicagdes eventuais de pesticidas contra artropodes-praga.
O entendimento da dispersdo e padrdo de distribuicdo dos acaros fitoseideos é essencial para
promover a conservacdo desses inimigos naturais e dar suporte ao seu uso em controle
biolégico. Estudos genéticos populacionais usando marcadores moleculares como
microssatélites provaram ser extremamente informativos para abordar questdes sobre
estrutura populacional e padrdes de dispersdo dos &caros predadores. O objetivo desse
trabalho foi desenvolver marcadores microssatélites especificos para uma linhagem do acaro
predador Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) resistente ao piretroide
fenpropathrin, visando estudos de dispersdo em campo. O DNA gendmico de 260 individuos
foi extraido com o kit Wizard (Promega) e utilizado para a construcdo da biblioteca genémica
enriquecida com microssatélites, com uso sondas biotiniladas (CT)s e (GT)s. Clones positivos,
aqueles que incluiam a inser¢do com o microssatélite, foram selecionados via meio de cultura
contendo ampicilina e B-galactosidase. De um total de 26 pares de primers sintetizados, 24
mostraram padrGes de amplificacdo compativeis com o0s tamanhos esperados para 0S
fragmentos. O polimorfismo dos 24 novos locos de microssatélites foi testado em trés
populacdes de P. macropilis e sete amplificagdes foram bem sucedidas. Foram obtidas
amplificacdes cruzadas com sucesso nas espécies Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot,
Amblyseius swirskii Athias-Henriot e Proprioseiopsis sp. (Acari: Phytoseiidae). Os
marcadores moleculares obtidos serdo os primeiros desenvolvidos para P. macropilis e
poderdo ser utilizados no estudo genético populacional dessa e de outras especies do mesmo
género e também de géneros préximos.

1QUEIROZ, M.C.V.; OLIVEIRA, F.A.de; SOUZA, A.P. de; SATO, M.E. Development of
microsatellite markers for the predatory mite Phytoseiulus macropilis (ACARI:
PHYTOSEIIDAE) and cross-amplification. Experimental & Applied Acarology, v. 83, p. 1-
12, 2021.
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3.1 INTRODUCAO

Os éacaros Phytoseiidae sdo predadores eficientes de &caros e pequenos insetos
(GERSON et al., 2003). Algumas espécies sdo comercializadas em todo o mundo para fins de
controle bioldgico. Entre essas espécies, duas pertencem ao género Phytoseiulus: Phytoseiulus
macropilis Banks e Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot. Ambas as espécies sdo predadores
especializados (McMURTRY et al., 2013); elas atacam com eficiéncia Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae), que é uma especie polifaga e cosmopolita, alimentando-se e
causando danos a mais de 1.100 espécies de plantas pertencentes a mais de 140 familias
(ZHANG, 2003; GRBI et al., 2011). Outro fitoseideo, Amblyseius swirskii, € considerado
generalista, com capacidade de atacar uma grande variedade de pragas-alvo, incluindo
moscas-brancas e tripes (CROFT et al., 2004).

O é&caro predador P. macropilis possui atributos desejaveis para programas de controle
biol6gico, como ciclo de vida mais curto comparado ao T. urticae (PRASAD, 1967; FADINI
et al. 2004), alta taxa de predacdo em casa de vegetacdo e capacidade de controlar populactes
de acaros no campo, mesmo quando liberado quando a praga ocorre em altas densidades
populacionais da praga (OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, um dos obstaculos ao uso de
acaros predadores no controle bioldgico de acaros-praga sao os efeitos nocivos de pesticidas
usados no controle de pragas agricolas, como insetos, acaros e patdgenos (SATO et al., 2002).
Uma estratégia para minimizar os efeitos negativos da aplicacdo de produtos em acaros
predadores é a liberacdo de populac@es resistentes (HOY, 1985).

Porém, para preservar melhor os inimigos naturais das pragas agricolas, é necessario
considerar as mudancas espaciais e temporais em seus padrdes de distribuicdo e movimento
no campo. Infelizmente, na pratica, € muito dificil observar direta e continuamente a
dispersdo de pequenos organismos, como 0s &caros predadores, por geracfes, embora
esforcos tenham sido feitos para estimar seus movimentos (HOY et al., 1985; TIXIER et al.,
1998; 2000; BARBAR et al., 2006). Alternativamente, estimar o fluxo génico usando
marcadores genéticos pode fornecer informacdes sobre estrutura populacional e padrbes de
dispersdo de é&caros predadores (HINOMOTO, 2011). No campo, a importancia das
caracteristicas particulares de cada populacdo de inimigo natural estabelecida pode ser
avaliada. Introducbes de especimes de diferentes origens ou de coldnias de laboratorio
selecionadas para diferentes caracteristicas, como resisténcia a inseticidas, podem ser
examinadas apods a introducdo para determinar quais fenotipos ou gendtipos prevaleceram
(RONDERICK; NAVAJAS, 2003). Entre os diferentes marcadores moleculares usados nos
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estudos de diferenciacdo populacional, os microssatélites (repeticbes de sequéncia simples -
SSRs) surgiram como uma poderosa ferramenta genética para responder a perguntas sobre
dindmica populacional.

Os microssatélites sdo definidos como fragmentos curtos de DNA, com
aproximadamente 100 pares de bases (bp) que contém padrdes de 2-6 bp repetidos juntos.
Durante a replicagdo do DNA, unidades repetidas s&o adicionadas ou perdidas do
microssatélite, causando rapida evolucdo dessas regides. Geralmente, ha alta variabilidade no
numero de repeticdes em um determinado loco. Isso disponibiliza um grande numero de
alelos por loco de microssatélite para analise populacional (NAVAJAS; FENTO, 2000). Seus
altos niveis de polimorfismo os tornam um marcador adequado para o estudo da variacdo intra
e interpopulacional. Marcadores microssatélites foram desenvolvidos para varias espécies de
acaros (BAILLY et al., 2004; NAVAJAS et al., 1998; NISHIMURA et al., 2003; OSAKABE
et al., 2000; UESUGI; OSAKABE, 2007). Porém, ha um numero limitado de marcadores para
Acari (ABERCROMBIE et al., 2009; HINOMOTO et al., 2011). Hinomoto et al. (2011)
desenvolveram marcadores moleculares microssatélites para Neoseiulus womersleyi (Schicha)
e utilizaram essa ferramenta para investigar a estrutura genética dessa populacéo de acaros em
um campo experimental de cha. Até entdo, esses marcadores ndo tinham sido aplicados a
acaros fitoseideos no contexto de controle biolégico conservador.

O objetivo deste estudo foi desenvolver marcadores microssatélites especificos para o
acaro predador P. macropilis, visando aprimorar os estudos de dispersdo em campo e sobre a
estrutura genética das populacdes de P. macropilis, 0 que pode auxiliar nos programas de
manejo de T. urticae. Além disso, esses novos microssatélites podem ser Uteis em outras
espécies de acaros predadores Phytoseiidae, como P. persimilis e A. swirskii. Marcadores
moleculares, como microssatélites, podem nos ajudar a entender as relagdes entre 0s acaros
gue ocorrem em um agroecossistema especifico. 1sso nos permitiria desenvolver estratégias

de controle mais robustas contra os acaros fitéfagos no futuro.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Acaros e extracdo de DNA

Para o isolamento dos locos microssatélites, foram utilizados adultos de uma linhagem
de P. macropilis resistente a fenpropatrina (R). Os especimes foram coletados de uma coldnia
mantida no Laboratorio de Acarologia do Instituto Bioldgico, em Campinas, SP, sob pressao
de selecdo com piretroides. Esta col6nia foi iniciada em 2010 a partir de espécimes coletados
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em plantas de morango (Fragaria spp.) de um cultivo comercial com uso intensivo de
fenpropatrina para controle de pragas. O DNA gendmico foi extraido do corpo inteiro de 260
fémeas adultas usando o Kit de Purificacdo de DNA Gendmico Wizard® (Promega).

Para validar os marcadores microssatélites, além da populacdo R ja mencionada,
foram utilizadas mais duas popula¢@es; uma suscetivel (S), coletada em plantas de chuchu, e
um suscetivel de morango (C) em outra localidade. Dez espécimes de cada populagéo foram
coletados, individualizados em frascos Eppendorf e preservados em etanol a 95° até a
extracdo do DNA. Quatro espécimes de P. persimilis (mesma populacéo), 6 de A. swirskii
(duas populacGes) e trés de Proprioseiopsis sp. foram utilizados para testar a transferabilidade
dos microssatélites desenvolvidos para P. macropilis e possivel utilizacdo nessas espécies. O
DNA genbémico total destas espécoes foi extraido de uma unica fémea usando o kit Qiagen
DNeasy (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com o Protocolo Spin-Column adaptado para
extrair o0 DNA total de &caros (KANOUH et al., 2010b). Os procedimentos foram conduzidos
conforme descrito por Tixier et al (2017). As colunas de extracdo foram preservadas para
posterior remoc¢do dos espécimes e montagem dos acaros em laminas para identificacdo das
espécies.

Informacgdes detalhadas sobre todas as amostras coletadas para este estudo sdo
fornecidas na Tabelal.

Tabela 1. Populac@es utilizadas no desenvolvimento e avaliagdo de marcadores microssatélites para
P. macropilis e transferabilidade em P. persimilis, A. swirskii e Proprioseiopsis sp.

Espécie Populacédo Planta Local Coordenadas n
P putag Hospedeira Geograficas

P. macropilis R Morango Socorro, Sdo Paulo 22°54'S 47°0'W, 10

' P (Fragaria spp.) (SP), Brazil 693 m
s Chuchu Amparo, Sao Paulo 22044'S 46°43'W, 10

(Sechium edule) (SP), Brazil 700 m
C 10
P. persimilis PP Liberagdo no Commercial (Spain) 4

campo
A. swirskii | Desconhecida I'Tle de La Réunion 48°56'N 2°21'E 3
| 3
L Morango Socorro, So Paulo 22° 35'S 46° 31'W,

Proprioseiopsis sp. 3

(Fragaria spp.) (SP), Brazil 752 m
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3.2.2 Construcéo da biblioteca enriquecida com SSRs e desenho de primers

O DNA gendmico da linhagem resistente de P. macropilis foi usado para desenvolver
uma biblioteca genémica enriquecida em microssatélites usando um protocolo adaptado de
Billotte et al. (1999). O procedimento de isolamento consistiu na digestdo do DNA gendmico
com a enzima de restricdo Afal (10u/uL) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) e ligacdo de
fragmentos com adaptadores de fita dupla Rsa21 (10uM) (5-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3') e Rsa25 (10uM) (5'-TAGTCCACGCGTAAGCAAG
AGAGCACA-3).

O enriguecimento foi baseado na captura de hibridacdo usando sondas biotecnologicas
(CT)s e (GT)s e esferas magnéticas revestidas com estreptavidina (MagneSphere Magnetic
Separation Products; Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EUA). Os fragmentos de
DNA enriquecidos com microssatélites foram amplificados por PCR, clonados em um
pGEM-T Easy Vector (Promega Corporation) e depois inseridos em células competentes de
Escherichia coli 10H10b usando a técnica de eletroporacdo. Os clones positivos foram
selecionados através de um meio de cultura contendo ampicilina e p-galactosidase.

Foram selecionadas 96 col6nias recombinantes por triagem azul / branco, e o
sequenciamento foi realizado em um analisador automatico ABI 3500xL Genetic (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA) com os primers T7 e SP6 e o BigDye Terminator
versdo 3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin EImer-Applied Biosystems).

Removemos os adaptadores e realizamos o corte para eliminar a contaminacdo dos
vetores, utilizando o aplicativo 4Peaks (Apple). As sequéncias de consenso foram obtidas
usando CAP3 (http://doua.prabi.fr/software/cap3). Em seguida, as seqliéncias aparadas foram
alinhadas usando o banco de dados NCBI ndo redundante (Nr), através do algoritmo
BLASTN com um valor de corte e de 1e-06 usando a ferramenta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Identificamos  as  seqléncias  contendo
microssatélites com a Ferramenta de lIdentificacdo de Repeticdo de Sequéncia Simples
(SSRIT) (http://archive.gramene.org/db/markers/ssrtool) e oligonucleotideos complementares
as sequéncias gendmicas que flanqueiam a regido das sequéncias de microssatelites foram
projetados usando o software Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2012). Os primers foram
desenhados usando de acordo com o0s seguintes parametros: tamanho dos primers
preferencialmente entre 18 e 22 pb; tamanho dos produtos finais de amplificacdo entre 100 e
300 pb; percentual de GC minimo 40% e maximo 60%; temperatura de anelamento do primer

(Tm) variando de 57 °C a 65 °C, e a diferenca maxima de Tm entre pares de primers de 1°C.
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3.2.3 Validagéo da biblioteca e avaliagdo dos marcadores

Os 24 pares de primers desenvolvidos foram avaliados usando 30 fémeas adultas de
trés populagdes (R, S e C) de P. macropilis. As amplificagdes de PCR foram realizadas em
um volume de reacdo de 20 pL contendo 50 ng de DNA, 1 x tamp&o de PCR (20 mM Tris
HCI [pH 8,4] e 50 mM KCI, 1,5 mM MgCly, 0,2 mM de cad dNTP, 10 mg/ml albumina sérica
bovina (BSA), 0,15 uM de cada primer, e 1 U de Taq DNA polymerase. As condicGes de
ciclagem da PCR consistiram em uma desnaturacao inicial a 95°C por 5 min; seguido de 30
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, temperatura de anelamento de cada par de primer
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e um ciclo de extensao final a 72°C por 8 min.
Os produtos amplificados foram verificados em géis de agarose a 2%. A avaliacdo do
polimorfismo e a genotipagem foram realizadas por eletroforese em gel a 6% de
poliacrilamida desnaturada corado com nitrato de prata (Creste et al., 2001). Para determinar
o tamanho dos fragmentos, utilizamos escalas de DNA de 10 e 50 pb (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA).

A transferabilidade foi testada em espécies proximas usando os 7 locos polimorficos
(Pmacro02, Pmacro03, Pmacroll, Pmacrol2, Pmacrol3, Pmacrol9, Pmacro24) e um loco

monomorfico (Pmacrol5).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 72 sequéncias contendo microssatélites, 26 tinham caracteristicas adequadas para
desenhar pares de primers. Os motivos de repeti¢cdo mais comuns foram dinucleotideos
(77%), seguidos por tetranucleotideos (15%) e trinucleotideos e pentanucleotideos (4% cada).

Dos 26 pares de primers que foram sintetizados, 24 apresentaram padrdes de
amplificagdo compativeis com os tamanhos de fragmentos esperados. Sequéncias de
“primers”, motivos repetidos, temperaturas de anelamento e variacdo de tamanho dos alelos

desses locos de microssatélites sdo mostrados na Tabela 2.



Tabela 2. Caracteristicas de 24 locos microssatélites para Phytoseiulus macropilis.
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Intervalo de

Locos Primer sequences (5'-3") Motivos repetidos Tm (°C) tamanhc()p%c))s alelos

Pmacro01 F: TCGAAGGTGGAAACTGGAGC (GT)s 60 179
R: ACTCTGATCCCTGCTGTTGC 60

Pmacro02 F: TCAAATGACCCCGTCACTGG (AC)s 60 235-239
R: GCGAGCGTGTCAATGTTTCA 60

Pmacro03 F: TGTGGTGGAATCGTTCGAGG (CT)s 60 171-185
R: TCTCACGAATGTGCTCACGT 60

Pmacro04 F: GCGGATGTCATTTGGTGTCG (CA)o 60 234
R: TTTGTTTCTGGGAGCTCGGG 60

Pmacro05 F: GAGTGCTTGTCCGACTCACA (CA)s 60 139
R: CGTTGTGGAAGGACGGAGAA 60

Pmacro06 F: ATCTGCAGCACGGGATCG (AC)o 60 166
R: AGAGCTGTTCCCTCGGTTTG 60

Pmacro08 F: CGGATAAACTATGCCGGGCT (GT)o 60 266
R: CTTGCTCGGAATCAGCTCGA 60

Pmacro09 F: TTCCGGGAAGTTTTGGGAGG (CA)10 60 147
R: TCCGAGAAAATCCCGGGAAC 60

Pmacro10 F: GCTTCTCTCCCGTGAGATCG (G0 60 172
R: CGTCACGAGTGAGGCTTCAA 60

Pmacroll F: ACGCGTCGAGAATGGACTTT (CT)w 60 211-225
R: TCCCGGGATAGTGTGGGATT 60

Pmacro12 F: GAAGTGCCCCTGGAAGAGAC (AG)1s 60 192-198
R: CGCAACACATAATCCTGGCG 60

Pmacrol3 F: CAGACAGCTGAACGGAGGG (CA)1s 60 225-249
R: CGCGAGATGAGCTTTGCTTC 60

Pmacrol4 F: GCTGAACACTCACTCTCGCT (AAAC); 60 207
R: CGGAGCTGGATTCGAGGATC 60

Pmacrol5 F: TACCGGGAGACTCTGAGGTC (TTAG)s 60 211
F: CATCACGGACAACCCCTCAA 60

Pmacrol6 F: ATAGGCGGTTGGTTGACTGG (TGGC)s 60 197
R: AGCCCGGCATAGTTTATCCG 60

Pmacrol7 F: ATCATCTTCGGTTCGCTCGG (AC)s(G)(CA)s 60 170
R: GTGACACGAACCCCCAAGAT 60

Pmacro18 F: CAGGGATCGTGTGCTTGCTA (GT)4(A)(TG)s 60 214
R: GCTCTTCTTCGCTCCATGGT 60

Pmacro19 F: AACTTCTGCGAGGGTCAAGG (AGA)3(A)(AGA) 60 194-204
R: CCGCTGTTGGTAGGAGCTAC 60

Pmacro20 F: CCTGGTGCTGGAATGGACAT (GT)s(AA)(TG)s 60 152

R: GGGTGGCAAACGGTGAATTC

60
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F:
Pmacro21 TGGTGCCCATAGCTGTAATACA (AC)s(T)(CA)4 59 193
R: CGCACATTTAGCTCAAGCGA 59
Pmacro22 F: GCCAGGGGGTCGAAGAAGC (TCAAC)A(TCAAC); 63 112
R: ACATCCCGGGCGGCCA 64
Pmacro23 F: AGCGACCAATCACCATCTGG (TG)s 60 162
R: CTCTCCAGCTCGTCCCATTC 60
Pmacro24 F: AGCGACCAATCACCATCTGG (AG)s(TC)s 60 190-206
R: TCAACTGTCACAAGGCTGCT 60

O nuamero de alelos por loco (A), a heterozigosidade observada e esperada (Ho e He)
de cada loco e o contetdo de informac@es do polimorfismo (PIC) foram analisados usando o
software CERVUS versdo 3.0.3 (KALINOWSKI et al., 2007). O valor do PIC depende do
namero e da distribuicdo de frequéncia dos alelos medidos; € um indice de avaliacdo do
polimorfismo de um segmento de alelo (BOTSTEIN et al., 1980).

Dos 24 marcadores testados, sete locos sdo polimorficos (Tabela 3), com um ndmero
de alelos por loco variando entre 2 e 6 (média: 3,71); Ho entre 0,125 e 0,577; He entre 0,206
e 0,725 (Tabela 3). De acordo com a classificacdo de Botstein et al. (1980), quatro locos séo
altamente informativos (PIC> 0,5), dois moderadamente informativos (0,25 <PIC <0,5) e um
pouco informativo (PIC <0,25) (Tabela 3). Os marcadores moleculares descritos aqui sdo 0s

primeiros locos microssatélites isolados para P. macropilis.

Tabela 3. Caracterizacdo genética de 7 microssatélites em trés populagdes de P. macropilis.

Locos A Ho He PIC

Pmacro02 3 0.125 0.625 0.520
Pmacro03 3 0.267 0.393 0.342
Pmacroll 4 0.364 0.606 0.491
Pmacrol2 4 0.577 0.721 0.650
Pmacrol3 6 0.192 0.725 0.660
Pmacrol9 2 0.227 0.206 0.181
Pmacro24 4 0.500 0.618 0.526

A = number of alleles; Ho = observed heterozygosity;
He = expected heterozygosity; PIC = polymorphism information content.
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Alguns dos locos microssatélites descritos neste estudo foram amplificados com
sucesso em P. persimilis e A. swirskii, bem como em Proprioseiopsis sp, sugerindo que esses
marcadores poderiam ser utilizados para apoiar programas de conservacao e melhoramento
de P. macropilis, e de outras espécies do género e de outros géneros proximos. Este estudo
forneceu um primeiro passo importante no desenvolvimento de um conjunto de marcadores

microssatélites adequados para estudos multiespécies de &caros Phytoseiidae (Tabela 4).

Tabela 4. Transferabilidade de oito microssatélites em trés espécies de acaros Phytoseiidae.

Espécie n Pmacro02  Pmacro03  Pmacroll  Pmacrol2  Pmacrol3  Pmacrol5  Pmacrol9  Pmacro24
P. persimilis 4 + + + - + + + +

A. swirskii 6 - - + - - + + -
Proprioseiopsis sp. 3 - MB MB - MB - MB MB

—, bandas fracas ou ndo visiveis; +, bandas sélidas; MB, bandas solidas com artefatos produzidos e com pelo
menos uma banda no tamanho esperado do alelo.

3.4 CONCLUSOES

De um total de 26 pares de primers sintetizados, 24 mostraram padrdes de
amplificacdo compativeis com os tamanhos esperados para os fragmentos. O polimorfismo
dos 24 novos locos de microssatélites, avaliado em trés populacdes de P. macropilis, resultou
em sete amplificagbes bem sucedidas. Foram obtidas amplificagdes cruzadas com sucesso nas
espécies Phytoseiulus persimilis, Amblyseius swirskii e Proprioseiopsis sp. Os marcadores
moleculares desenvolvidos para P. macropilis podem ser (teis no estudo genético

populacional dessa e de outras espécies do mesmo género e também de géneros proximos.
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CAPITULO 4 — VARIACOES MOLECULARES DAS SEQUENCIAS DE DNA
E PROTEINA DO CITOCROMO B EM Phytoseiulus macropilis BANKS E P.
persimilis (ATHIAS-HENRIOT) (ACARI: PHYTOSEIIDAE) E ESTRUTURA
GENETICA DE POPULACOES?

RESUMO

Os acaros fitoseideos s@o importantes inimigos naturais usados em estratégias de controle
bioldgico. O presente estudo enfoca duas dessas espécies, Phytoseiulus macropilis e
Phytoseiulus persimilis. As sequéncias de mtDNA CytB de diferentes populacfes dessas duas
espécies foram comparadas para determinar se as amostras coletadas no Brasil poderiam
pertencer a P. persimilis, considerando-se que esta espécie é relatada em outros paises da
América do Sul, mas ndo no Brasil. Nao foi observada sobreposicédo entre distancias genéticas
intra e interespecificas, mas as distancias foram baixas para variagdes interespecificas. 1sso
pode ser devido a biologia especifica das espécies do género Phytoseiulus, levando a uma
variacdo na taxa de evolucdo. As sequéncias de mtDNA CytB também foram usadas para
comparar as variagdes no nivel intraespecifico. As populacbes de P. persimilis consideradas
foram muito semelhantes, talvez porque sejam todas origindrias da regido Paleérctica
Ocidental ou devido a prevaléncia de espécimes comercializados in natura. Para P.
macropilis, foram observadas maiores distancias genéticas e estruturacdo das populacdes de
acordo com a distancia geogréafica e resisténcia aos piretroides. Pela primeira vez, para
Phytoseiidae, a estrutura da proteina foi analisada para determinar a presenca de mutacdo de
aminoacidos. Ndo foi observada mutacdo diagnostica entre populacdes resistentes e
suscetiveis, enquanto que, quatro mutacbes foram encontradas entre populacdes de P.
macropilis separadas por 1300 km e, portanto, vivendo em diferentes condi¢des climéticas. O
impacto de tais mutagdes é discutido, mas as informagdes na literatura ainda sdo insuficientes
para fornecer hipoteses confiaveis. A analise de proteinas e o resultado aqui obtido abrem

claramente novas perspectivas nos estudos de Phytoseiidae.

Palavras-chave: caracterizagdo molecular, mtDNA do citocromo B, estrutura proteica,
Phytoseiidae, taxonomia

2 QUEIROZ, M.C.V.; DOUIN, M.; SATO, M.E.; TIXIER, M-S. Molecular variations of the Cytochrome b DNA
and protein sequences in Phytoseiulus macropilis Banks (Acari: Phytoseiidae) and P. persimilis (Athias-Henriot)
reflect population structuration. Experimental & Applied Acarology (manuscrito submetido)
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4.1 INTRODUCAO

Os éacaros Phytoseiidae sdo predadores eficientes de &caros e pequenos insetos
(GERSON et al. 2003). Algumas espécies sdo comercializadas em todo o mundo por questdes
de controle biologico. Entre essas espécies, duas pertencem ao género Phytoseiulus:
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot e Phytoseiulus macropilis Banks. Ambas as espécies
sdo predadoras especializadas (MCMURTRY et al. 2013); predam eficientemente Tetranychus
urticae Koch (Acari: Tetranychidae), que é uma espécie polifaga e cosmopolita, alimentando-
se e causando danos a mais de 1.100 espécies de plantas pertencentes a mais de 140 familias
(ZHANG, 2003; GRBI et al., 2011). Phytoseiulus persimilis é a espécie predatoria mais
antiga vendida e é mais difundida que P. macropilis (DEMITE et al. 2020). Esta ultima
espécie também é comercializada e é relatada em varios continentes, inclusive sendo a mais
encontrada na América do Sul, a suposta origem central de ambas as espécies (KANOUH et
al., 2010; DEMITE et al., 2020). Essas duas espécies sao morfologicamente muito proximas,
diferindo apenas pelo numero de cerdas no escudo ventrianal (MCMURTRY, 1983;
TAKAHASHI; CHANT, 1993a, KANOUH et al., 2010). Vérios estudos, incluindo
abordagens morfoldgicas, cruzadas e moleculares, parecem mostrar que sao espécies distintas,
apesar de a diferenca morfolégica ser muito pequena (TAKAHASHI; CHANT, 1993b;
OKASSA et al.,, 2010). No entanto, resta uma pergunta sobre a identidade dessas duas
espécies, principalmente no Brasil. Phytoseiulus persimilis é relatado em todo o mundo,
incluido em varios paises da América do Sul, mas ndo no Brasil, enquanto P. macropilis esta
presente neste Ultimo pais, assim como em outros paises da América do Sul. A auséncia de
relato de P. persimilis no Brasil parece assim estranha e, portanto, podemos questionar a
identidade dos espécimes de P. macropilis no Brasil. Alguns dos espécimes identificados
como P. macropilis no Brasil pertencem a espécie P. persimilis? O primeiro objetivo do
presente estudo € responder a essa questdo com base em compara¢des moleculares de varias
populacdes de P. macropillis do Brasil e P. persimilis.

O segundo objetivo deste estudo concentra-se na variagdo genética dentro dos
espécimes coletados no Brasil. A variacdo genética dentro de uma espécie pode ser afetada
por varios fatores, como plantas hospedeiras, como mostrado para Phytoseius finitimus
Ribaga (TIXIER et al., 2017), presas como mostrado para Phytoseiulus longipes Evans
(TIXIER et al., 2010a) e distribuicdo geografica, como mostrado para Amblyseius largoensis
(Muma) (BOWMAN; HOY 2012; NAVIA et al., 2014; BARBOSA LIMA et al., 2018). Aqui

investigamos como os dados moleculares refletem a diferenciacdo das populacGes de acordo
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com as distancias geogréaficas e a resisténcia a pesticidas, uma vez que uma das populagdes
consideradas era resistente ao piretroide. H4 um grande desafio na caracteriza¢do precoce da
resisténcia em populacdes de campo de inimigos naturais para a liberacdo em massa de
predadores, bem como para determinar como a resisténcia se dispersa dentro de populagdes
"naturais” e pode ser mantida ou perdida. O objetivo é, portanto, determinar como o marcador
molecular utilizado pode ser um indicador de populacOes resistentes de P. macropilis aos

piretroides.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Espécies e populaces estudadas

As caracteristicas das espécies e popula¢@es consideradas estdo descritas na Tabela 5.

Foram consideradas oito populacGes de P. macropilis coletadas em dois estados do
Brasil (Sdo Paulo e Rio Grande do Sul) e na Argentina (Figura 15). Algumas populacdes
foram coletadas em campos e estufas de culturas e plantas ornamentais (A: em Gérbera, | e L:
em morango, V: em chuchu). Uma populacéo é comercial (P). A populacdo R, inicialmente
coletada em 2010, de um campo de morangos no Estado de S&o Paulo, é mantida em
laboratério (Laboratério de Acarologia do Instituto Biolégico, Campinas, SP). Essa populacao
é conhecida por sua resisténcia a fenpropatrina (QUEIROZ; SATO, 2016) e foi mantida em
laboratdrio sob pressdo de selecdo. Agora é aproximadamente 5.300 vezes, 738 vezes, 735
vezes mais resistente a fenpropatrina, bifentrina e deltametrina do que uma populacéo
suscetivel, respectivamente (QUEIROZ; SATO, 2016). A populacdo chamada C colonizou a
criacdo de T. urticae no laboratério de Acarologia do Instituto Biologico. Sua origem &,
portanto, desconhecida. Além disso, quatro sequéncias da populacdo de P. macropilis
coletadas na Argentina e depositadas no Genbank também foram consideradas para
comparacoes moleculares (OKASSA et al., 2010).
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Tabela 5. Caracteristicas das localidades de coleta das diferentes populagdes, espécies de suporte de

plantas consideradas e nimeros de acesso no banco de dados Genbank.

Popula- Plant Locality and colletion ~ GPS coordinates Genbank accession numbers

tion date

code

Phytoseiulus macropilis
A Gerbera Holambra, Sdo Paulo  22°37'S 47°02'W A22, A23, AN1, AN3, AN5,
(SP), Brazil, 2019 AN7, AN8, AN10

C Lab contaminations Campinas, Sdo Paulo  22°54'S 47°00'W CN2, CN11, CN12
in T. urticae rearings (SP), Brazil, 2019

I Fragaria sp. (in Pinhalzinho, S8o Paulo 22°46'S 46°35'W INZ1, IN2, IN3, IN4, IN5, ING,
greenhouse) (SP), Brazil., 2019 IN7, IN8, IN9, IN10

L Reated in the lab Lageado, Rio Grande ~ 29°26'S 51°57'W LN1, LN2, LN3, LN4, LNS5,
since 2019 and do Sul (RS), Brazil LN6, LN7, LN8, LN9, LN10
initially collected on
Fragaria sp.

P Mass reared Commercial 22°29'S 47°11'W P1, PN1, PN2, PN3, PN4,
population - origin  population (Promip), PN6, PN7, PN8, PN9, PN10
unknown 2019

R Population resistant ~ Socorro, Sdo Paulo 22°54'S 47°00'W R1, R3, R4, RN2, RN3, RN4,
to fenpropatrin (SP), Brazil, 2010 RN5, RN8, RN9, RN10
(pyrethroids), and
maintained under
selection pressure
for 10 years, initially
collected on
Fragaria sp.

\Y Sechium elude Amparo, Sao Paulo 22°44'S 46°43'W VN2, VN3, VN4, VN5, VNG,

Solanaceae

(SP), Brazil, 2019

Argentina

See Okassa et al.
2020

VN7, VN8, VN9, VN10

FJ985091, FJ985092,
FJ985093, FJ985094

Phytoseiulus persimilis

Mass-reared

Unknown

Phaseolus vulgaris

Broussonetia
papyrifera

Unknown

Unknown

Solanum nigrum

Amaranthus reflexus

Rearing units

Spain

France

France, Cabannes de
Salaison

Sicily, Italy
Tunisia

Cap Bon, Tunisia

Cap Bon, Tunisia

43°35'N 4°00' E

37°4'N 11° 2'E

37°4'N 11° 2'E

FJ985083, FJ985084,
FJ985085

FJ985076, FJ985077,
FJ985078, FJ985079,
FJ985080
FJ985069, FJ985070,
FJ985071, FJ985072,
FJ985073, FJ985074,
FJ985075
7G

GU232491, GU232492,
GU232493
GU232494, GU232495,
GU232496, GU232497
G5

H3, H5
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Figura 15. Mapa mostrando os locais de coleta das populacGes de Phytoseius macropilis no Brasil e
na Argentina.

Os 27 espécimes de P. persimilis considerados foram coletados no sul da Europa e
norte da Africa (Franca, Espanha, Tunisia e Italia) em culturas e plantas daninhas. Uma
populacdo é comercial. As sequéncias foram em parte as utilizadas na publicacdo de
OKASSA et al. (2010).

4.2.2 Experimentos moleculares
4.2.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada em fémeas individualizadas, como descrito por
Kanouh et al. (2010) e Tixier et al. (2017) usando um kit Qiagen DNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemanha), de acordo com o Protocolo Spin-Column adaptado para extrair o DNA total de
acaros. Os acaros foram recuperados apos a extracdo do DNA e montados em laminas como
descrito por Tixier et al. (2010 b).

4.2.2.2 Amplificacdo do DNA e sequenciamento

O marcador de DNA aqui utilizado foi o marcador mitocondrial Citocromo B mtDNA.
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O fragmento de DNA foi escolhido por ser um comprovadamente um bom marcador para
avaliar a historia evolutiva recente em &caros Phytoseiidae e, portanto, adaptado as diferencas
de espécies e populacdes (DOS SANTOS e TIXIER 2017).

“Primers” e ciclagem térmica foram utilizados como descrito em Tixier et al. (2012).
As reacOes de PCR foram realizadas em um volume de 25 puL, contendo 4 uL de DNA de
acaros, 2,5 uL (1 mM) de tampédo 10X, 0,5 puL (25 mM) de MgCly, 0,5 puL (2, 5 mM) de
DNTPs, 0,175 pL (10 um) para cada “primer”, 0,5 (10 mg / mL) de BSA, 0,125 pL (5 u.pL-
1) de Taqg Qiagen e 13.375 uL de agua. A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,5%
em tampdo TBE 0,5 X por 30 min a 100 volts. Os produtos de PCR foram sequenciados
usando o kit de sequenciamento de ciclo de terminador ET dindmico. A purificagdo do DNA
foi realizada com Exosap-IT (Amersham). O sequenciador usado foi o aparelho Megabase
1.000. Todos os fragmentos de DNA foram sequenciados ao longo de ambas as cadeias. Uma
analise preliminar foi realizada nas sequéncias de codificagdo (CytB mtDNA) para verificar a
auséncia de codons de parada. As sequéncias obtidas foram comparadas com as incluidas no
banco de dados GenBank para excluir possiveis contaminacGes. As sequéncias foram
alinhadas e analisadas no Mega 6.0.6® (TAMURA et al., 2013). “Neighbour joining trees”
foram construidas usando o modelo de 2 parametros Kimura e o suporte ao né foi avaliado
usando 1.000 “bootstraps” (Figura 16). A espécie Neoseiulus californicus (McGregor) foi
utilizada como grupo externo (nimero de acesso no Genbank JF279241). As distancias
genéticas (usando o parametro Kimura 2) foram usadas para comparar 0s taxons nos niveis
populacionais e de espécies.

As sequéncias de aminoacidos da proteina CytB também foram estudadas. As
sequéncias de aminoécidos do fragmento parcial de CytB aqui considerado foram obtidas
usando http://insilico.ehu.es/translate/. As sequéncias totais de aminoacidos de duas amostras
de T. urticae recuperadas do Genbank (YP_001795379, ACI130848) foram alinhadas com as
de uma amostra de P. persimilis e todas as amostras de P. macropilis (usando MEGA). Em
seguida, foram pesquisadas mutacdes no aminoacido associadas a resisténcia a pesticidas em
T. urticae nas sequéncias de aminoacidos dos espécimes de Phytoseiidae considerados. Como
encontramos mutacBes nos aminoacidos entre dois grupos de P. macropilis, queriamos
determinar o impacto dessas mutacGes na estrutura e fungdo das proteinas. Para isso, usamos
as ferramentas on-line Swissmodel (https://swissmodel.expasy.org/) e DynaMut
(http://biosig.unimelb.edu.au/dynamut/) (RODRIGUES et al. 2018). A estrutura da proteina
foi obtida, bem como a localizacdo da mutagdo e o indice AAG (energia livre de Gibbs) foi

usado para avaliar o impacto das mutacdes na estabilidade e dindmica da proteina.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Identidade dos espécimes de P. macropilis do Brasil

As amostras de P. macropilis e P. persimilis estdo incluidas em dois clados bem
sustentados. As distancias genéticas entre as 64 seqiiéncias de DNA de espécimes de P.
macropilis variam de 0 a 9,5% (com média de 3,3% e erro padrdo de 0,6%). As distancias
genéticas entre as 26 sequéncias de DNA das amostras de P. persimilis variam de 0 a 1,1%
(com média de 0,1% e erro padrdo de 0,07%). As distancias genéticas entre as sequéncias de
DNA dessas duas espécies variam de 16,5% a 19,9% (com meédia de 17,7% e erro padrdo de
3,06%) (Tabela 6).

Tabela 6. Distdncias genéticas médias de K2P (valores minimo e méaximo), entre e dentro das
populacdes de P. persimilis e P. macropilis, bem como entre as populacfes de P. macropilis incluidas
nos dois clados (mostradas na arvore - Neighbour Joining tree ) para o marcador molecular CytB
mtDNA.

P. macropilis P. persimilis
P. macropilis 3.3 (0-9.5)
P. persimilis 17.7 (16.5-19.9) 0.1(0-1.1)
P. macropilis (clade 1) P. macropilis (clade 2)
P. macropilis (clade 1) 0.5 (0-1.1)
P. macropilis (clade 2) 8.4 (7.7-9.5) 0.6 (0-2.1)

As distancias intraespecificas sdo muito mais baixas que as interespecificas e ndo se
observa sobreposicao. Este resultado mostra que os espécimes de P. macropilis coletados no
Brasil pertencem a mesma espécie que os coletados na Argentina. Além disso, por ndao haver
sobreposicao entre distancias genéticas entre os espécimes de P. macropilis e P. persimilis e
as altas distancias genéticas minimas que separam esses dois taxons (min - 16,5%, maximo -
19,5%), parece que todos esses espécimes de P. macropilis aqui considerados ndo pertencem
a espécie P. persimilis. No entanto, varios estudos mostram que, para 0s acaros Phytoseiidae,
a distancia genética intraespecifica, usando o mesmo fragmento de DNA (CytB mtDNA),
pode ser superior a 19% (23% nas espécies P. finitimus e 21,7% nas espécies Typhlodromus

(Anthoseius) rhenanoides (Athias-Henriot). Além disso, para as espécies de Phytoseiidae
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estudadas até agora, nenhuma distancia interespecifica abaixo de 22% foi observada (TIXIER
et al. 2019).

A comparacao das distancias atualmente obtidas com as disponiveis em literatura para
0s acaros Phytoseiidae pode, assim, levar a uma conclusao diferente: os espécimes de P.
macropilis e P. persimilis aqui comparados podem pertencer a mesma espécie e essa
diferenciacdo molecular deve-se ao isolamento geografico (espécimes de P. persimilis sendo
coletados da Europa e norte da Africa e P. macropilis na América do Sul). No entanto, as
altas distancias intraespecificas observadas para P. finitimus e T. (A.) rhenanoides referiram-
se apenas a alguns espécimes, enquanto no presente caso a alta distancia genética entre P.
macropilis e P. persimilis diz respeito a todos os espécimes considerados. Além disso, parece
dificil aplicar um mesmo limiar de decisdo comum e baseado na sobreposicdo intra e
interespecifica para toda a familia, pois as caracteristicas da biologia e do desenvolvimento
sdo claramente diferentes nos taxons de uma mesma familia (afetando, portanto, a variagao do
DNA de uma maneira diferente) (MCMUTRY e CROFT 1997).

Espécies do género Phytoseiulus constituem um grupo bastante particular da familia
Phytoseiidae devido a sua especificidade de presas e aos seus altos parametros reprodutivos
(ciclo répido, alta fecundidade). Essas caracteristicas biolégicas particulares podem explicar
uma evolucédo genética mais rapida do que em outros acaros fitoseideos e, portanto, diminuir a
distancia interespecifica entre duas espécies muito proximas. Finalmente, as observagdes dos
espécimes utilizados para experimentos moleculares mostram que todos os espécimes de P.
macropilis tinham as cerdas JV2 no escudo ventrianal, enquanto os espécimes de P. persimilis
ndo. A conclusdo do presente estudo é a mesma de Okassa et al. (2010). Parece que P.
macropilis e P. persimilis sdo dois estudos diferentes, que com base nas amostras analisadas,
os espécimes de P. macropilis do Brasil ndo pertencem a espécie P. persimilis. No entanto,
valeria a pena realizar estudos adicionais especialmente cruzados para concluir

definitivamente.

4.3.2 Variagao genética entre as populac6es de P. persimilis e P. macropilis

A variagdo genética entre as sequéncias de DNA de P. persimilis € muito baixa. Todas
as amostras consideradas séo totalmente semelhantes entre si, incluindo as comercializadas.
Apenas um espécime (da Tunisia) € um pouco diferente (distancia de 1,1%). Assim, pode-se
hipotetizar (i) que as amostras coletadas possam ser emitidas a partir de liberagdes comerciais,

que se espalhem no ambiente ou (ii) que existe uma variagdo muito pequena entre as amostras
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na area considerada. No entanto, como nossa declaracdo anterior, hipotetizando uma taxa de
evolugdo mais alta em espécies do género Phytoseiulus (devido a caracteristicas bioldgicas
particulares), seria de esperar uma alta diversidade genética entre as populaces. E a razdo
pela qual a primeira hipotese deve ser a mais provavel, subjacente a dificuldade de encontrar
espécimes "naturais" para espécies comercialmente lancadas em massa. Finalmente, a baixa
distancia genética também pode mostrar que a area Paleartica Ocidental, mesmo sendo a area
onde P. persimilis tenha sido descrita por Athias-Henriot em 1957 (na Argélia), certamente
ndo seja o centro de origem dessa espécie. Para testar esta hipoOtese, seriam necessarias
seqliéncias de espécimes de P. persimilis da América do Sul.

A variacdo genética entre as sequéncias de DNA de P. macropilis é muito maior que a
observada para P. persimilis, mesmo que todas as popula¢des tenham sido coletadas no Brasil
e, as vezes, no mesmo estado ou em dareas muito proximas. Globalmente, as distancias
intrapopulacionais sdo muito baixas, com média variando de 0 a 0,42%, enquanto as
distancias interpopulacionais sdo muito maiores, conforme refletido na arvore filogenética.
Esta ultima mostra dois clados distintos: um contém espécimes coletados na Argentina em
Solanaceae e espécimes da populacdo “L” coletados no Rio Grande do Sul em morango
(Rosaceae) (clado 1) e um clado contém as demais populacGes coletadas no Estado de S&o
Paulo em diferentes plantas (clado 2). A distancia genética média entre esses dois clados é de
8,4% (min-max: 7,7% -9,5%), a distancia genética dentro do clado é de 0,5% (min-max: O-
1,1%) para o clado 1 e 0,63% (min-max: 0-2,1%) para o clado 2. N&o se observa sobreposicao
nas distancias intra e interclado, mas as distancias genéticas entre eles sdéo muito baixas (em
comparagdo com as referéncias anteriores para os acaros Phytoseiidae usando o mesmo
marcador) para concluir que esses dois clados pertencem a duas espécies diferentes (TIXIER
etal. 2017, 2019).

Essa diferenciacdo genética pode ser explicada pela distancia geografica, pois as
populacbes do clado 1, mesmo que separadas por 570 km, sejam geograficamente menos
distantes do que as populacbes do clado 2 coletadas no estado de S&o Paulo (1300 km
distante). A estruturagdo dentro desses dois clados também é observada. No clado 1,
principalmente todos os espécimes das duas populagdes (“L” e Argentina) sdo separados em
dois grupos (distancia genética media fraca de 1,04%), que pode ser explicada novamente
pelo efeito da distancia e / ou pelo efeito da sele¢do durante o processo de criagéo.

No clado 2, populagBes coletadas em campos e presumivelmente suscetiveis a
pesticidas sdo incluidas em um clado separado do que o0s espécimes resistentes aos piretroides

(“R”) e os espécimes da populaciao “C” cuja origem era desconhecida. Devido a semelhanga
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entre os espécimes “R” e “C” (contaminagdo na criacdo de T. urticae no laboratorio de
Campinas), parece que essas duas populagdes sdo semelhantes e que a populagdo “C” foi
formada a partir da fuga de alguns espécimes da populagdo “R” que contaminaram as criacoes
de T. urticae. E importante notar que, sem pressio de selegdo, os espécimes (populagio “C”)
ndo perderam a resisténcia, certamente por ndo haver mistura com espécimes susceptiveis.

Croft e Whalon (1983) estudando a resisténcia poligénica e recessiva a permetrina em
Neoseiulus fallacis (Garman) também observaram que a resisténcia permaneceu estavel em
condicdes de laboratorio por 25 geragdes na auséncia de pressdo de selecdo. Dois espécimes
entre os 9 da populacdo "V" estdo incluidos no clado "resistente”, mesmo que um pouco
distante dos outros espécimes deste grupo. A populacdo "V" foi coletada em uma area
préxima a localidade de coleta inicial da populacdo "R". Esses dois espécimes podem ser da
mesma populagdo “R” coletada ha 10 anos. A pequena diferencga pode ser explicada pela
perda de resisténcia ap6s dois anos nos campos e pela mistura com populacdes suscetiveis,
sem a pressdo de selecdo continua.

Queiroz e Sato (2016), estudando a estabilidade da resisténcia a fenpropatrina em P.
macropilis, observaram que essa resisténcia € parcialmente instavel na auséncia de pressdo de
selecdo e em contato com uma populagdo suscetivel. A alta capacidade de dispersdo de P.
macropilis (ROSENHEIM et al., 2004) pode contribuir para a diluicdo da resisténcia e a
rapida reversao da resisténcia ao piretréide em condicGes de campo, em culturas com alta
abundancia de A&caros suscetiveis, como mostrado para Neoseiulus fallacis (Garman)
(DUNLEY; CROFT, 1992).

A distancia genética média entre esses dois grupos (resistente e suscetivel) € de 1,12%
e as distancias médias dentro da populacdo sdo de 0% para as populacdes de campo e de
0,06% para a populacdo resistente. A resisténcia a pesticidas pode explicar uma estrutura
genética, ja que nenhum efeito de planta ou efeitos de distancia geografica foram observados.
Diferentes mutacGes foram relatadas no CytB para explicar a resisténcia a bifenazato,
acequinocil e inibidores de Qo para T. urticae e Panonychus ulmi Koch (G132A, G126S,
A133T, P262T, 1136T, S141T, 1260V, N326S) (VAN LEEUWEN et al., 2008, 2011; VAN
NIEUWENHUYSE et al., 2009; FOTOUKKIAII et al., 2020).

Comparando a sequéncia de aminoécidos proteicos do fragmento de CytB aqui
considerado para todas as amostras de P. macropilis, nenhuma das mutagdes incluidas no
fragmento estudado é observada (G132A, A133T, P262T, 1136T, S141T, 1260V). Todas as
amostras de P. macropilis ttm uma sequéncia de aminoacidos do tipo selvagem (um "G" na

posicdo 132, um "A" na posi¢do 133, um "P" na posicdo 262, um "I" na posi¢ao 136, um "S"



83

na posi¢do 141 e um "I" na posic¢do 260). Esse resultado parece mostrar que os P. macropilis
ndo sdo resistentes a bifenazato, acequinocil e inibidores de Qo, o que estd alinhado com os
ensaios de laboratdrio que mostram apenas a resisténcia da populagdo “R” aos piretrendides
(QUEIROZ; SATO, 2016). Além disso, nenhuma mutacéo diagnostica foi observada entre as
populacdes "suscetivel™ e "resistente™ aqui consideradas que poderiam estar associadas a uma
resisténcia aos piretroides através da mutacdo do gene CytB, o que é bastante normal,
considerando o modo de acdo dos piretroides. Parece que o marcador de DNA CytB é um
marcador neutro que separou a populacdo “R” nao necessariamente por causa de uma
mutacdo especifica associada a esse fragmento de DNA. Além disso, devemos ter cautela ao
associar os clados observados a fendtipos resistentes, pois outras pressdes de selecdo podem
explicar a estruturacdo dentro do clado 2. A pressdo associada a liberacdo desses predadores
também pode afetar esse fraco isolamento, pois a populacdo do campo é semelhante a
comercial sugerindo, assim como para P. persimilis, uma dispersdo desses especimens para 0
campos. Claramente, para determinar como o marcador neutro CytB poderia agrupar
populacdes de acordo com seu fendtipo resistente, populacGes resistentes adicionais devem
ser analisadas.

Foram observadas quatro mutages diagnoésticas entre a populacdo do Sul do Brasil
(“L” e Argentina) e as demais populacdes localizadas principalmente no estado de Sdo Paulo
(N180Y, Y204S, N216Y, V224M). Na posicao 180, as populagdes sul ttm uma leucina (L)
(como para T. urticae e um T para P. persimilis), enquanto as demais amostras tém uma
metionina (M). Na posicao 204, as “populagdes sul”” de P. macropilis possuem uma Serina (S)
(como em T. urticae e F em P. persimilis), enquanto todas as demais amostras possuem uma
Tirosina (Y). Na posicdo 216, as populacfes sul tém uma tirosina (Y), enquanto todas as
demais amostras tém uma asparagina (N) (uma F para T. urticae e S para P. persimilis). Na
posicdo 224, as populacdes sul ttm uma metionina (M), enquanto todas as demais amostras
tém uma valina (V) (como para P. persimilis e um L para T. urticae).

Quando estudos (VAN LEEUWEN et al. 2008, 2011, VAN NIEUWENHUYSE et al.
2009, FOTOUKKIAII et al. 2020) relataram que uma mutacdo na proteina CytB pode
fornecer resisténcia ao inseticida para T. urticae, podemos nos perguntar sobre a formacéao de
quatro mutacdes e seu impacto na funcdo dessa proteina para as populagdes de P. macropilis
consideradas. Ndo foram encontrados na literatura exemplos de tais mutacGes em acaros (e
artropodes em geral) para fornecer algumas hipéteses. Parece que, em insetos, os efeitos do
fundador e localizagBes geograficas especificas podem levar a taxas de divergéncia acelerada

em aminoacidos, ou os estilos de vida parasitarios causam um aumento nas taxas de mutacéo



84

(PAGE et al., 1998). A taxa acelerada de evolucdo de nucleotideos e aminoécidos de Cyt B
em abelhas pode estar correlacionada com taxas metabolicas aumentadas associadas a
endotermia facultativa (SIMMON; WELLER 2001).

Devido a localizacdo das populacbes de P. macropilis dentro dos dois clados
(populagbes do Sul e de Sdo Paulo) em dois climas diferentes, podemos supor que essas
mutagOes possam estar envolvidas na energia usada para termorregulacdo. As Figuras 17 e 18
mostram a modificacdo estrutural da proteina CytB entre o tipo selvagem (populacfes de Séo
Paulo) e os tipos de mutantes (populactes sul). A tabela 7 mostra o indice AAG (energia livre
de Gibbs) calculado de acordo com diferentes métodos. As quatro mutagdes tém impactos
diferentes na estabilidade da proteina. Parece, de acordo com o modelo DynaMut, que as
mutacdes N180Y N216Y, V224M tém um efeito estabilizador na molécula onde a mutagédo

Y204S tem um efeito desestabilizador.
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Figura 17. Representacdo visual da energia de entropia vibracional devido as mutagdes N180Y,
Y204S, N216Y, V224M na proteina CytB de Phytoseiulus macropilis. Os aminoacidos s&o coloridos
de acordo com a alteracdo da entropia vibracional ap6s a mutacdo, o azul representa uma rigidificacdo
da estrutura e o vermelho um ganho de flexibilidade.
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Figura 18. Previsdo de interagdes interbmicas devido as muta¢fes N180Y, Y204S, N216Y, V224M
na proteina CytB de Phytoseiulus macropilis entre populacdes coletadas no Sul (Argentina, Brasil: Rio
Grande do Sul) e no estado de S&o Paulo. Os residuos do Sul e Sdo Paulo s&o coloridos em verde-claro
e também sdo representados no esquema, juntamente com os residuos ao redor, envolvidos em
qualquer tipo de interagéo.
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Tabela 7. Indices AAG (energia livre de Gibbs) calculados de acordo com diferentes métodos
utilizados.

Mutations
N180Y Y204S N216Y V224M

AAG 0.181kcal/moldStabilizing)  -0.689&cal/moldDestabilizing)  0.1120kcal/moldStabilizing) 0.562kcal/mol{Stabilizing)
0.028cal/mold 0.091%cal/mold

AAGENCoM 0.041kcal/molgDestabilizing) -0.011Ekcal/molfDestabilizing) (Destabilizing) (Destabilizing)
-0.222f%cal/mola@ -0.251cal/mol@

AAGENCSM -0.808cal/mol@Destabilizing) -0.1208cal/moldDestabilizing) (Destabilizing) (Destabilizing)

AAGEDM 0.3500cal/molgStabilizing) -0.6600kcal/moldDestabilizing) 0.010cal/mol@Stabilizing)  0.070kcal/molf{Stabilizing)
-0.172cal/mol@

AAGEDUET -0.207fkcal/molfDestabilizing) 0.033&cal/moldStabilizing) (Destabilizing) 0.0178kcal/molRStabilizing)
-0.035%cal.mol ~.K ™ -0.114tkcal.mol*.K™

-0.051kcal.mol™.K 'fDecreasel 0.014kcal.mol™.K 'Qincrease®f@ (Decrease@®finoleculel (Decrease@®finolecule
AAS,;,ENCoM oflinoleculelexibility) moleculelexibility) flexibility) flexibility)

Alteracdes na afinidade de ligacdo causada por muta¢Ges podem mostrar 0 impacto
das mutacGes nos IBP (SEDDIGH; DARABI, 2018; GENG et al., 2019) e a estabilidade das
proteinas pode afetar sua atividade funcional. Ndo ha literatura sobre a estabilidade da
modificacdo cytB em artropodes. Varias mutacGes no citocromo b humano tém sido
associadas a doencas. Aledo et al. (2012) comparam a estabilidade do CytB em mamiferos.
Esses autores concluiram que, do ponto de vista termodindmico, o citocromo b € muito mais
robusto as mutacdes que a COX 1 e afirmaram que proteinas mais estaveis podem tolerar
melhor uma diminuicdo da estabilidade, o que, por sua vez, lhes permite evoluir mais
rapidamente. O presente estudo apdia esses achados em mamiferos com uma mutagdo muito
mais estabilizadora do que a desestabilizadora, sugerindo assim efeitos positivos dessas
mutacdes para as populagdes do Sul.

O presente trabalho parece mostrar a identidade correta de P. persimilis e P.
macropilis, mesmo que baixas distancias genéticas em comparagdo com outros casos em
acaros Phytoseiidae tenham sido observadas certamente devido as caracteristicas bioldgicas
singulares das espécies do género Phytoseiulus (induzindo répidas taxas de evolugdo). Uma
variacdo intraespecifica muito baixa foi observada entre os espécimes de P. persimilis
considerados certamente por causa da “invasdo” das linhagens comerciais liberadas em
massa. No futuro, comparacdes de sequéncias de DNA de P. persimilis do sul da América
permitiriam testar essa hipdtese. Além disso, isso certamente forneceria informagdes
interessantes sobre o estado das espécies de P. persimilis e P. macropilis, ja que o isolamento
geogréfico poderia ser uma explicacdo para os clados separados, incluindo os espécimes de P.

macropilis e P. persimilis.



87

4.4 CONCLUSOES

O presente estudo, investigando a variacdo intraespecifica dentro de P. macropilis,
mostra a separacdo das populacbes de acordo com fatores geograficos e fenotipos de
resisténcia a pesticidas. E o primeiro estudo que enfatiza o diagnostico de resisténcia usando
marcadores de DNA, abrindo novas perspectivas para 0 desenvolvimento de novas
ferramentas para deteccdo precoce de resisténcia. No entanto, populacbes resistentes
adicionais devem ser testadas para determinar se outros fatores ndo podem afetar essa
separacgdo entre populacGes suscetiveis e resistentes. Além disso, ndo foi observada mutacéao
diagnostica na sequéncia de aminoacidos.

Por outro lado, o presente estudo permite identificar quatro mutacGes entre populagdes
de P. macropilis geograficamente distantes. Essa descoberta abre claramente novos
desenvolvimentos na andlise da funcio das proteinas em acaros. E a primeira vez que tais
mutacdes sdo relatadas e que a estabilidade das proteinas apés a mutacdo é investigada.
Claramente, é necessario muito mais trabalho, especialmente para melhor caracterizar as
caracteristicas biologicas das populacGes (em relacdo aos requisitos de temperatura, por
exemplo) para avaliar melhor o impacto funcional positivo ou negativo das mutagdes em

relagdo as caracteristicas termodindmicas da proteina.
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CAPITULO 5 - ANALISE DE TRANSCRIPTOMA DE LINHAGENS DE
Phytoseiulus macropilis (ACARI: PHYTOSEIIDAE) RESISTENTE E SUSCETIVEL A
PIRETROIDES

RESUMO

Detectou-se recentemente uma populacdo de Phytoseiulus macropilis altamente resistente
(RR > 5.000 vezes) a inseticidas piretroides. Estudos preliminares indicam o envolvimento de
mais de um gene (poligénica) na resisténcia de P. macropilis ao piretroide fenpropathrin, com
aumento na degradacdo metabdlica por esterases e insensibilidade do alvo de acdo (canais de
sodio) na linhagem resistente do acaro predador. O objetivo da pesquisa foi elucidar os
mecanismos da resisténcia do fitoseideo a piretroides, incluindo a andlise de transcriptoma de
linhagens S (suscetivel) e R (resistente) de P. macropilis. Os acaros predadores das linhagens
S e R foram divididos em dois subgrupos: um controle (sem inducdo de resisténcia com
fenpropathrin) e outro submetido a inducéo da resisténcia. Foram formados, portanto, quatro
grupos de tratamentos: a) S controle (SC); b) R controle (RC); ¢) S induzido (SI); d) R
induzido (RI). Foram separadas amostras com aproximadamente 450 acaros. As amostras
coletadas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C.
Amostras de RNA dos acaros foram enviadas ao Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) (UNICAMP) para a preparacdo das bibliotecas
e 0 sequenciamento na plataforma HiSeq 2500 (Illumina). A montagem “de novo* do
transcriptoma foi realizada usando o CLC Genomics Workbench (verséo 6.5.2; Finlandsgade,
DK) com os seguintes parametros: similaridade (0,8) e comprimento (0,9). Foram utilizados
os dados completos do sequenciamento, incluindo as quatro amostras para obter um genoma
de referéncia. O total de contigs obtido foi de 48.736 (Nso = 1582). As reads de cada amostra
(SC, SI, RC, RI) foram mapeadas no genoma de referéncia para a comparagdo dos niveis de
expressdo. Para a comparacdo dos tratamentos, utilizou-se o Kal’s Z-test, com dados
transformados para log2. Foram observadas diferencas entre as proporcdes de expressdo para
as linhagens R e S de P. macropilis, indicando contrastes entre as linhagens estudadas. Os
transcritos obtidos foram anotados apds serem alinhados com o banco de dados de sequéncias
nédo redundantes (nr) do NCBI. A identificacdo dos genes, ou grupos de genes, envolvidos na
resisténcia de P. macropilis ao piretroide foi iniciada a partir dos resultados da anotac&o.
Estdo em andamento estudos de redes formadas por esses genes, para uma melhor
compreensdo das interacfes entre 0S mesmos e as respostas a exposicdo ao inseticida-
acaricida.

Palavras-chave: Acaro predador, resisténcia a inseticida, fenpropathrin
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5.1 INTRODUCAO

A complexidade das pragas e sua dindmica populacional ttm demandado o uso de um
amplo espectro de pesticidas, como piretroides, que causam mortalidade em massa de
inimigos naturais. O uso de predadores resistentes € uma maneira de equilibrar pesticidas e
controle bioldgico (CONG, 2016).

Acaros predadores quimicamente resistentes foram relatados (SATO et al., 2000;
AUGER et al., 2005; SALMAN; RECEP, 2013) e aplicados com sucesso no controle de
pragas (HESSEIN et al., 1990; HOY, 1982; HLUCHY; ZACHARDA; GRADT, 1996).
Alguns, inclusive, existentes a fenpropatrina ja foram relatados. No entanto, o0 mecanismo
molecular da resisténcia permanece desconhecido (CONG, 2016).

Estudos tém sido conduzidos sobre mecanismos de resisténcia quimica em insetos,
alcangando importantes avangos. Dois mecanismos principais estdo envolvidos na resisténcia
a piretrdide; resisténcia metabdlica, envolvendo a detoxificacdo pelo citocromo P450s
(P450s), glutationa-S-transferases (GSTs) e carboxilesterases; e alteracdo na proteina-alvo de
acao do composto quimico, como canais de sodio (VGSCs) via mutacdes (CASIDA, 2913).

No que se refere a resisténcia metabdlica, a atencdo tem sido focada nos genes P450
por seus papéis essenciais no metabolismo dos xenobidticos e na adaptabilidade evolutiva.
Mais de 3452 genes P450 foram submetidos ao NCBI (Al et al., 2011; FEYEREISEN, 2011;
YANG, 2011).

Mutac¢des no canal de sodio, a chamada resisténcia ao knockdown (kdr), sdo essenciais
para reduzir a sensibilidade do sistema nervoso dos insetos / acaros aos piretroides. Desde que
o primeiro fendmeno kdr foi observado em moscas domésticas em 1993 (WILLIAMSON,
1993) mais de 50 artropodes foram documentados com uma ou mais mutacdes de sodio
associadas a resisténcia nas Ultimas duas décadas (RINKEVICK; DU; DONG, 2013; DONG;
DU; RINKEVICK, 2014). No entanto, apenas cinco &caros de Acarina, V. destructor
(GONZALEZ-CABRERA, 2013) T. evansi (NYONI et al, 2011) T. urticae (KWON;
CLARK; LEE, 2010), T. cinnabarinus (FENG et al., 2011) e Panonychus citri (DING et al.,
2015) relataram mutagdes no canal de sodio, sugerindo que mais pesquisas sobre resisténcia a
kdr em &caros sdo necessarias.

A analise de transcriptomas tem sido cada vez mais usada para identificar genes
relacionados a resisténcia em muitos insetos (WEI et al., 2013). No entanto, mesmo com 0
avanco dessa ferramenta, a tecnologia ndo foi amplamente explorada na Acarologia. Apenas
Metaseiulus occidentalis (HOY et al., 2013) e o Phytoseiulus persimilis (CABRERA et al.,
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2011) foram sequenciados e relatados, porém, sem uma abordagem voltada para a resisténcia
quimica.

O objetivo da pesquisa foi elucidar os mecanismos da resisténcia do fitoseideo a
piretroides, incluindo a analise de transcriptoma de linhagens S (suscetivel) e R (resistente) de

P. macropilis.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Criacao de manutencéo das populacdes de acaros

A populacéo original do predador P. macropilis resistente a piretroides (R), coletada
em uma lavoura comercial de morango (Fragaria spp.) no municipio de Socorro (22°35°S,
46°31°W), SP, em setembro de 2010, foi mantida em laboratério sob pressao de selecdo para
resisténcia a fenpropathrin.

A populacdo original suscetivel (S), coletada em uma lavoura comercial de chuchu

(Sechium edule Sw) no municipio de Amparo (22°52°S, 46°59°W), SP, livre da aplicagdo de
pesticidas para o controle de pragas, foi mantida em local separado.
As linhagens S e R do predador foram mantidas em plantas de feijdo-de-porco (Canavaila
ensiformis L.), infestadas com T. urticae, cultivadas em vasos de 500 mL, em salas
climatizadas (25 + 1°C, 70 + 5% de UR, fotofase de 12 horas) no Laboratério de Acarologia,
do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal (CAPSA) do
Instituto Biol6gico, em Campinas, SP.

A linhagem R, selecionada para resisténcia, mostrou-se 5.300 vezes mais resistente a
fenpropathrin que a linhagem S de referéncia (QUEIROZ; SATO, 2016).

5.2.2 Coleta das amostras

Os acaros predadores das linhagens S (suscetivel) e R (resistente), ja descritas no item
4.1, foram divididos em dois subgrupos: um controle (sem exposicdo a fenpropathrin) e outro
induzido (com exposi¢do) conforme descrito a seguir. Foram formados, portanto, quatro
grupos de tratamentos: a) S controle (SC); b) R controle (RC); ¢) S induzido (SI); d) R
induzido (RI).
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5.2.2.1 Coleta das amostras controle SC e RC (sem exposic¢ao a fenpropathrin)

Para a captura dos acaros, foram montadas armadilhas com garrafas PET de 350 mL e

tubos tipo Falcon de 15 mL (Figura 19).

Figura 19. Armadilhas para a coleta de amostras de acaros predadores sem inducédo, feitas com
garrafas PET de 350 mL e tubos tipo Falcon de 15 mL.

Foram preparadas 10 armadilhas para cada linhagem (R e S). Em cada armadilha
foram colocadas 4 folhas de feijdo de porco infestadas com acaros predadores. As armadilhas
foram mantidas por 24 horas e os tubos foram trocados a cada 6 horas. Em seguida, os tubos
foram retirados, fechados e mergulhados em LN2 (nitrogénio liquido) para congelamento. Os
acaros foram contados, separados em amostras de 250 a 600 individuos e colocadas em tubos
tipo eppendorf de 1,5 mL. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C. Foram
utilizadas16 amostras, sendo 7 do grupo SC e 9 do RC.

5.2.2.2 Coleta das amostras com exposi¢do a fenpropathrin

Para a coleta das amostras com inducdo, foi necessario utilizar outro modelo de
armadilha, maior, com aberturas para circulagdo de ar, para evitar 0 acimulo de umidade e
vapores toxicos, o que causaria alta mortalidade. Foi desenvolvida uma armadilha com
garrafa PET de 2 litros, com aberturas nas partes inferior e superior, acoplada a um tubo tipo
Falcon de 15mL (Figura 20).

Para as amostras com inducdo, a quantidade de acaros por amostra foi definida em
funcdo dos resultados obtidos nas extracdes de RNA das amostras sem inducdo (ver item
5.2.3.1 Extracdo de RNA). Foram separadas amostras com 450 acaros aproximadamente,

tanto no grupo Sl, quanto no RI.
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Figura 20. Armadilha para a coleta das amostras de acaros com inducdo, feitas com garrafas PET de 2
L e tubos tipo Falcon de 15 mL.

a) Inducéo e coleta de amostras na linhagem S (SI)

Para a indugdo na linhagem S foi necesséario definir uma concentracdo ndo letal
méaxima do piretroide, suficiente para induzir a resposta a exposicdo sem causar mortalidade
significativa. Para tal, foi conduzido um bioensaio preliminar utilizando-se cinco
concentracdes de calda: 0,018 a 0,3 mg i.a./L. Com este teste também foi possivel confirmar
a auséncia de individuos R na populag&o.

Foram montadas arenas de folhas de feijdo-de-porco (4 cm de didmetro), mantidas
sobre uma camada de algodao hidrofilico tmido em uma placa de Petri (9 cm de diametro). A
borda de cada folha foi coberta por uma faixa de algoddao Umido, formando uma barreira para
evitar a fuga dos acaros. Foram transferidos 10 acaros para cada arena e foi feita uma
pulverizagcdo em torre de Potter (Burkard Scientific, Uxbridge, UK) calibrada a 68,9 kPa. Foi
utilizado um volume de calda de 2 mL, o que corresponde a uma deposi¢do média de residuo
Umido de 1,6 mg/cm? de arena. Apds a pulverizagdo, os acaros foram transferidos para tubos
de vidro de 10 x 1,2 cm de didmetro, que foram fechados em seguida, com parafilme, para
evitar a fuga dos predadores (Figura 20).

A mortalidade foi avaliada ap6s 24 horas, com auxilio de um microscopio
estereoscopico (40x), sendo considerado morto o individuo que se manteve imdvel ao
estimulo gerado pelo toque de um pincel.

A concentracdo definida para a inducéo da resisténcia na linhagem S foi de 0,03 mg
l.a./L.



97

Figura 21. Teste para definicdo da concentracdo ndo letal méxima em linhagem S de Phytoseiulus
macropilis.

Para a coleta das amostras da linhagem S com inducdo (SI) foram colocadas, em cada
armadilha, duas folhas de feijao de porco infestadas com predadores e previamente
pulverizadas com a calda acaricida na concentracdo definida, num total de 8 armadilhas. Duas
amostras foram separadas, uma com 451 e outra com 462 &caros. As amostras foram

armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

b) Inducéo e coleta de amostras na linhagem R (RI)

No caso das amostras do grupo R, foi utilizada a concentracdo discriminatéria de 300
mg i.a./L, que elimina praticamente 100% dos individuos suscetiveis sem afetar os resistentes.
Essa concentracdo foi definida baseando-se nos resultados da analise de Probit para as curvas
concentracdo-resposta dos testes feitos com a linhagem R e a linhagem S de referéncia. Desse
modo, juntamente com a inducdo, foi feita uma pressdo de selecdo, o que evitou a
contaminagdo das amostras com individuos S.

Para a coleta das amostras da linhagem R com inducéo (RI) foram colocadas, em cada
armadilha, duas folhas de feijdo de porco infestadas com predadores e previamente
pulverizadas com a calda acaricida na concentracdo discriminatoria, num total de 8

armadilhas. As amostras foram separadas e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.
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5.2.3 Andlise do transcriptoma

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratdrio de Andlise Genética Molecular (LAGM),
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), na Unicamp, sob a

supervisdo da Dra. Maria Augusta Crivelente Horta.

5.2.3.1 Extracao de RNA

As amostras foram transportadas em caixa de isopor com gelo seco, para manter a
temperatura a aproximadamente -80°C. A extracdo do RNA seguiu o0 método de extracdo
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987).

Foi extraido o RNA de amostras com aproximadamente 450 &caros, dos quatro grupos
ja descritos: a) S controle (SC); b) R controle (RC); ¢) S induzido (SI); d) R induzido (RI).

As amostras foram maceradas em gral com pistilo de porcelana e a extracdo foi feita com
Trysol reagent seguindo a orientacdo do fabricante. Os peletes de RNA foram ressuspendidos
em 30 pL agua ultrapura.

Nos procedimentos foi usado material novo, proprio para trabalho em biologia
molecular. Todo o material foi esterilizado em autoclave e a secagem feita em estufa a 37°C.

Apds a extracdo, foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro Nanodrop,
para quantificar o RNA total na amostra e obter os valores de A260/A280 e A260/A230,
indicativos de qualidade e presenca de contaminantes. Em seguida, foi feita a corrida em gel
de agarose, para verificar a integridade do RNA.

Quatro amostras de RNA foram enviadas ao Laboratorio Central de Tecnologias de
Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) (UNICAMP) para a preparacdo das
bibliotecas e o sequenciamento na plataforma HiSeq 2500 (Illumina).

1) amostra SC: 5 pL de amostra com 414 ng/uL, resultando 2.070ng de RNA total
2) amostra RC: 6 pL de amostra com 392 ng/uL, resultando 2.352ng de RNA total
3) amostra SI: 5 pL de amostra com 515 ng/uL, resultando 2.575ng de RNA total
4) amostra RI: 5 pL de amostra com 497 ng/uL, resultando 2.480ng de RNA total

5.2.3.2 Sequenciamento

A qualidade das amostras é um dos fatores mais criticos no sequenciamento. A
qualidade do resultado do sequenciamento é diretamente proporcional a qualidade das
amostras. Por isso, todas as amostras recebidas no LaCTAD sé@o primeiramente avaliadas

utilizando-se o equipamento Bioanalyser 2100 da Agilent para verificar a sua pureza e
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integridade. Para amostras de RNA é obtido o RIN (RNA Integrity Number) que deve ser
maior ou igual a 8.

As amostras integras seguem para quantificacdo no equipamento Qubit® da Thermo
Fisher para verificar se apresentam a massa/concentracdo minima necessaria para a
preparacéo das bibliotecas.

A massa/concentragdo minima necessaria para o preparo das bibliotecas é 2.000 ng em
um volume méximo de 50 uL de agua ultrapura.

O sequenciamento foi feito em equipamento Illumina HiSeq 2500, utilizando o modo
paired-end, 105bp.

5.2.3.3 Transcriptoma

Os arquivos com os resultados do sequenciamento enviados pelo LaCTAD foram
descompactados para obter os arquivos das reads em formato fastq.

Os dados foram transferidos para um servidor local de computagdo de alto
desempenho no CBMEG (Unicamp) e foram feitos testes de qualidade (trimming).

A montagem “de novo” do transcriptoma foi realizada usando o CLC Genomics
Workbench (versdo 6.5.2; Finlandsgade, Dk) com os seguintes parametros: similaridade = 0,8
e comprimento de = 0,9. Foram utilizados os dados completos do sequenciamento, incluindo
as 4 amostras para obter um genoma de referéncia.

As reads de cada amostra (SC, SI, RC, RI) foram mapeadas no genoma de referéncia

para comparar 0s niveis de expressao.

5.2.3.4 Anotacdo funcional e ontologia génica (GO)

A anotacdo funcional da proteina predita pela traducdo da sequéncia de nucleotideos
dos transcritos obtidos foi comparada com transcritos ja descritos no banco de dados néo-
redundantes (nr) de nucleotideos do NCBI. Esse trabalho foi conduzido com a ajuda do Prof.
Marcelo Branddo, do Laboratorio de Biologia Integrativa e Sistémica (CBMEG, Unicamp).

5.2.3.5 Analise de expressao génica

Foi feita a analise de RNA-Seq a partir do software CLC Genomic Workbench (CLC
Bio).

As reads provenientes do sequenciamento foram alinhadas a montagem de novo do
transcriptoma, usado como referéncia. Esse alinhamento visa contar quantas reads

provenientes de cada gene estdo presentes nos dados sequenciados, gerando uma medida de
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expressao relativa de todos os genes de cada subgrupo, ou seja, quantas leituras semelhantes
por kilobase (kb) do alvo por milh&o de leituras mapeadas (RPKM).

Foi feita a normalizacdo usando o método TPM (transcritos por milhdo), que corrige
basicamente para o tamanho das bibliotecas e dos genes, em um dos 4 testes pareados. Porém,
ndo houve grande diferenca, uma vez que as bibliotecas sdo de tamanhos muito préximos.
Entdo, optou-se em continuar a analise usando os valores de RPKM.

Os transcritos com expressao relativa (RPKM) diferente de zero foram usados para
construir um Diagrama de Venn (HEBERLE, 2015).

Com essa analise do conjunto de dados buscamos ter uma visdo geral dos transcritos
expressos em cada grupo estudado (SC, RC, Sl e RI).

Para analisar os dados de expressdo génica é necessario identificar genes com padrbes
de expressao diferentes de acordo com o fendtipo estudado ou condi¢do experimental. O
sistema de expressdo génica € um sistema bem coordenado, onde os valores de expressao de
cada gene variam em conjunto, ndo individualmente.

A grande dimensdo dos dados de expressdo génica dificulta a compreensdo, além do
fato de que nosso conhecimento sobre sistemas biologicos é ainda muito limitado. Muitas
vezes ndo sabemos quais relacdes sdo importantes e devem ser estudadas.

Optou-se em verificar, em primeiro lugar, os transcritos expressos apenas em cada um
dos grupos, e ndo nos outros, visando identificar as diferencas basicas entre 0s mesmos. Em
seguida foram verificados os transcritos expressos somente em SC e SI, e em RC e RI. Aqui 0
objetivo foi focar a busca na diferenca entre as linhagens R e S, somando os tratamentos

controle e induzido.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Analise do transcriptoma de Phytoseiulus macropilis (ATPm)
5.3.1.1 Sequenciamento

O relatério sobre a qualidade do sequenciamento das amostras de RNA feito pelo
Lactad pode ser visto na Tabela 8. Esse relatorio mostra a quantidade de leituras com “score”

de qualidade maior ou igual a Q30.



101

Tabela 8. Relatério do Lactad mostrando quantidade de leituras com “score” de qualidade maior ou
igual a Q30.

Lane Amostra Reads % Bases > Q30
8 RC 121.706.926 89,40
8 RI 148.828.786 89,78
8 SC 111.979.494 88,43
8 Sl 174.775.138 89,36

O total de contigs obtido foi de 48.736 (Nso = 1582).

5.3.1.2 Anotacéo funcional e ontologia génica

A partir dos 48.736 transcritos obtidos, apenas 14.605 (29,97%) puderam ser
anotados, 220 dos quais possivelmente relacionados com resisténcia (Anexo 1 - ATPm). A
designacdo funcional pela analise da ontologia génica (GO) dos 14.605 transcritos anotados
mostrou a seguinte divisdo nas categorias: 1) Func@es moleculares, com 1.389 transcritos
identificados. 2) Componentes celulares, com 5.195 transcritos identificados; 3) Processos
bioldgicos, com 5.603 transcritos identificados, totalizando 12.187. Foram identificados 97
transcritos possivelmente relacionados com resisténcia (Anexo 2 - ATPm).

No anexo 3 sdo mostrados os transcritos com expressdo relativa diferente de zero que
puderam ser anotados (Anexo 3 - ATPm).

A montagem do transcriptoma foi concluida. Porém, testes ainda estdo sendo feitos e
os resultados estudados. O volume de dados € muito grande e muitos aspectos ainda precisam
ser analisados. Até agora foi feito um estudo geral para um primeiro entendimento do

transcriptoma.

5.3.1.3 Niveis de expressdo (RPKM)

No grafico de Venn (Figura 22) sdo mostrados os transcritos com expressao relativa
(RPKM) diferente de zero. Com essa anélise do conjunto de dados buscamos ter uma viséo
geral dos transcritos expressos em cada grupo estudado (SC, RC, Sl e RI).

Pode-se observar um primeiro padrdo de expressdo. Os subgrupos controle (SC e RC)
apresentam numero de transcritos expressos bem proximos (25.599 e 26.194

respectivamente), sendo que a proporcao € mantida para 0s expressos apenas em cada um dos
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subgrupos, sendo 1.977 expressos somente em SC e 2.153 em RC. Os subgrupos induzidos
(SI e RI) apresentam nimero maior de transcritos expressos (32.109 e 29.219). O numero de
transcritos expressos somente em Sl foi 2.555 enquanto o de RI foi 1.536. De todos o0s

transcritos mapeados, 17.554 foram expressos nos 4 subgrupos.

2153 2555

996
823 4060
1536

197 1262 2527

17554

964 523
2191 356
472

Figura 22. Distribuicdo de transcritos expressos nas linhagens resistente e suscetivel de P. macropilis,
com e sem induc&o.

Estudos preliminares (com sinergistas) indicam envolvimento de esterases na
resisténcia de P. macropilis a piretroides, com possivel custo adaptativo associado a linhagem
R do &caro predador. Insensibilidade do alvo de agdo (canais de s6dio) também parece estar
envolvida nessa resisténcia (QUEIROZ; SATO, 2016).

5.3.1.4 Expressao diferencial

Os resultados Kal’s t-test em pares nos dados normalizados e transformados em log2
sao apresentados na Figura 23.

Observaram-se diferengas entre as proporgoes de expressao para as linhagens R e S de
P. macropilis, considerando-se RC x SC [R controle (sem indugao) (RC); S controle (SC)] e

RI x SI [R induzido (RI); S induzido (S1)], indicando contrastes entre as linhagens estudadas,
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havendo, porém, a necessidade da continuagao das analises para verificacao de quais fatores

(genes) estao associados a resisténcia a piretroides.

Volcano Plot (Xal's test) Volcano Plot (Kal's test)

A B
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Figura 23: Kal’s t-test: A) RC x SC [R controle (RC); S controle (SC)]; B) RI x SI [R induzido (RI);
S induzido (SI)]; C) SC x SI [S controle (SC); S induzido (SI)]; D) RI x RC [R induzido (RI); R
controle (RC)].

Observando a figura acima, verifica-se que a maioria dos transcritos tem expressao
diferencial na faixa entre -2 e 2 (log2 "fold change"). Ainda para um estudo mais refinado,
visando enxergar os genes diferencialmente mais expressos, foi usado um filtro excluindo os
valores de "fold change" entre -2 e 2, 0 que significa diferenga de pelo menos 2x nos niveis de
expressao entre os pares testados.

Foram identificados 1.502 transcritos com expressao diferencial (P <= 0,05, t- test;

fold change > 2), nos 4 pares testados, conforme descrito a seguir:

- RC x SC: 68 transcritos superexpressos em RC (2 a 240 vezes) e 83 supressos (2 a 123
vezes).
- Rl x RC: 99 transcritos superexpressos em RI (2 a 40 vezes) e 276 supressos (2 a 874

vezes).
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- RI x Sl: 52 transcritos superexpressos em RI (2 a 4.149 vezes) e 688 supressos (2 a 640
vezes).

- SC x Sl: 236 transcritos superexpressos em Sl (4 a 470 vezes).

A distribuigao dos transcritos diferencialmente expressos nos 4 pares testados é

mostrada na Figura 24.
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Figura 24. Distribuigdo de transcritos diferencialmente expressos nos pares RC x SC, Rl x SC, SC x
SI, RI x SI.

5.4 DISCUSSAO

A partir de 48.736 transcritos obtidos na andlise do transcriptoma de P. macropilis,
apenas 14.605 (29,97%) puderam ser anotados, 220 dos quais sdo possivelmente relacionados
com resisténcia a pesticidas.

A designacdo funcional pela andlise da ontologia génica (GO) dos 14.605 transcritos
anotados mostrou 1.389 transcritos identificados na categoria “funcdes moleculares”, 5.192
na categoria “componentes celulares” e 5.195 na categoria “processos biologicos”. Foram

identificados 97 transcritos possivelmente relacionados com a resisténcia de P. macropilis a
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piretroides. Aproximadamente 70% dos transcritos sdo desconhecidos ou ndo caracterizados,
0 que deixa uma base de analise muito reduzida.

Citocromo P450 foi o grupo enzimatico relacionado a resisténcia com maior numero
de transcritos expressos, com um total de 93. Foi também o mais representado nos sub-grupos
individualmente, com expresséo maior na linhagem S (3em SC e 5 em Sl) do que naR (2 em
RC e 1 em RI), o que sugere ser o CYP450 mais importante para a detoxificagdo de
fenpropatrin na populacéo susceptivel.

Pouco se sabe sobre CYP450 em acaros predadores. Cong, 2016 identificou 43 genes
CYP450 em uma linhagem de Neoseiulus barkeri (Acari: Phytoseiidae) selecionada para
resisténcia a fenpropatrin, nimero inferior ao encontrado, por exemplo, em T. urticae (Acari:
Tetranichidae) e Panonychus citri (Acari: Tetranichidae), 86 (GRBIC et al., 2011) e 121 (LIU
et al., 2011) respectivamente. O numero reduzido de transcritos encontrados no nosso estudo
deve-se, provavelmente, ao fato de 70 % do transcriptoma ser desconhecido ou néo
caracterizado.

Ha fortes indicios de que as enzimas desse grupo estejam envolvidas na resisténcia
quimica devido a seus altos niveis de expressdo em populacfes resistentes de acaros e insetos
praga. Altos niveis de expressdao de CYP4M6, CYP4AM7, CYPAL5 e CYP4L11 foram
demonstrados como a principal causa de resisténcia a deltametrina em Helicoverpa armigera
(Lepdoptera: Noctuidae) (BRUN-BARALE et al., 2010). Porém, parece ndo ser o caso da
linhagem resistente de P. macropilis aqui estudada. Foram identificados 5 transcritos
relacionados ao grupo enzimatico das Citocromo-oxidases apenas no sub-grupo RC.

Diferentes mutacOes foram relatadas no CytB para explicar a resisténcia a bifenazato,
acequinocil e inibidores de Qo para T. urticae e Panonychus ulmi Koch (VAN LEEUWEN et
al. 2008, 2011; VAN NIEUWENHUYSE et al., 2009; FOTOUKKIAII et al., 2020), nada
tendo sido relatado em relagdo a piretroides.

Em estudo sobre estrutura populacional com o marcador Cytb mtDNA observamos
diferencas entre populacbes R e S, conforme demonstrado capitulo 4. Porem, as mutacGes,
mesmo identificando populacdes resistentes, ndo estdo necessariamente relacionadas a
expressao da resisténcia em si, sendo esse fragmento mais provavelmente um marcador de
DNA neutro.

Transcritos relacionados ao canal de sddio foram identificados nos dois subgrupos da
linhagem S. No subgrupo SI foram identificadas duas esterases.

A resisténcia a fenpropatrina pode envolver uma diminuicéo da sensibilidade do local

direcionado a fenpropatrina e um aumento na taxa de desintoxicacdo ao mesmo tempo, como
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descrito em N. barkeri (Cong, 2016) e em T. cinnabarinus (FENG et al., 2011; SHEN et al.,
2014). No entanto, a resisténcia quimica permite aos artropodes a chance de sobreviver, mas é
preciso considerar os custos em termos de fecundidade e / ou tempo de vida.

Estudos preliminares (com sinergistas) indicam envolvimento de esterases na
resisténcia de P. macropilis a piretroides, com possivel custo adaptativo associado a linhagem
R do &caro predador. Insensibilidade do alvo de agdo (canais de sodio) também parece estar
envolvida nessa resisténcia (QUEIROZ; SATO, 2016).

Analisando os resultados de expressdo diferencial, observamos uma grande diferenca
entre os subgrupos (R1 e SI). Um total de 52 transcritos estdo superexpressos em RI (2 a 4.149
vezes) e 688 em Sl (2 a 640). Esses resultados indicam que a resisténcia a fenpropatrin é
determinada por um numero ndo muito grande de genes, com uma grande diferencial de
expressdao, concordando com resultados obtidos por outros autores para insetos e acaros
(MARTINEZ-TORRES et. al, 1998; RANSON et al., 2000; CHENG et al., 2019).

A montagem do transcriptoma foi concluida. Porém, testes ainda estdo sendo feitos e
os resultados estudados. O volume de dados € muito grande e muitos aspectos ainda precisam
ser analisados. Até agora foi feito um estudo geral para um primeiro entendimento do
transcriptoma.

Uma melhor compreensdo da genética e dos mecanismos evolutivos da resisténcia aos
piretroides em P. macropilis proporcionara um melhor manejo de populagdes resistentes do

acaro predador a pesticidas.

5.5 CONCLUSOES

A partir de 48.736 transcritos obtidos na andlise do transcriptoma de P. macropilis,
apenas 14.605 (29,97%) puderam ser anotados, 220 dos quais s@o possivelmente relacionados
com resisténcia a pesticidas. Aproximadamente 70% dos transcritos sdo desconhecidos ou néo
caracterizados, o que deixa uma base de analise muito reduzida.

As linhagens R e S apresentaram resultados diferentes quanto aos grupos enzimaticos
direfencialmente expressos.

Na linhagem R foram identificados poucos transcritos com alto nivel de expressédo
diferencial, indicando que provavelmente poucos genes estdo envolvidos na resisténcia de P.

macropilis a piretroides.
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6. CAPITULO FINAL

A importancia dos inimigos naturais como base do manejo integrado de pragas (MIP)
é amplamente aceita, mas poucos estudos conduzem 0s experimentos de campo necessarios
para quantificar diretamente seu impacto sobre as populacdes de pragas neste contexto
(FURLONG, 2015).

Com as mudancas nas politicas governamentais para uma reducao da dependéncia de
insumos externos na agricultura, identificar op¢des de manejo que melhoram os servicos de
controle de pragas se tornou uma questdo critica (SCHERR; McNEELY, 2008).

Técnicas moleculares empregadas para identificar e monitorar o estabelecimento e
disperséo de biotipos de inimigos naturais (TIPVADEE, 2002) tém um papel significativo na
expansdo dos mercados para o bioprodutos.

O objetivo principal deste projeto foi, em uma visdo bem ampla, iniciar uma linha de
pesquisa no Laboratério de Acarologia envolvendo ferramentas moleculares (marcadores de
DNA e RNA-Seq) com possibilidade de uso em suporte ao desenvolvimento e implantagéo de
programas de Manejo Integrado de Pragas na Agricultura, uma combinacdo de estratégias de
controle com intuito de manter a densidade populacional de pragas abaixo do limite
econdmico, considerando também critérios ecoldgicos e sociais. Sua grande importancia
reside no fato de que cada vez mais precisamos lancar mé&o de tecnologias avangadas para
aprimorar o processo de producéo agricola, até entdo tdo dependente do uso de pesticidas para
controle de pragas, o que, sabidamente traz grande risco a salude humana e dos animais, bem
COmo prejuizos ao meio ambiente.

Neste trabalho como um todo foram realizados estudos sobre o emprego de uma
linhagem de P. macropilis, resistente a piretroides, sendo este um predador especialista,
efetivo no controle de T. urticae. A utilizacdo de inimigos naturais em sistemas de produgéo
comercial é prejudicada pelo uso intensivo de pesticidas, o que justifica a introdugdo de uma
linhagem resistente.

Estudos preliminares foram publicados em 2015 (QUEIROZ; SATO, 2015). Os
resultados apresentados langaram a primeira luz sobre os mecanismos de resisténcia em P.
macropilis. A presenca de mais de um fator poderia explicar os dois padrfes de variacdo nas
frequéncias de resisténcia, na auséncia de pressao de selecéo (estabilidade da resisténcia):

O primeiro fator é o aumento na degradacdo metabolica. Dose dependente,
envolvendo alteragdo do metabolismo para detoxificagcdo e com custo adaptativo, explica a
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queda inicial na frequéncia de resisténcia ao piretroide fenpropatrina (de 75% para 30%, em
trés meses) detectada no estudo.

O segundo é a insensibilidade do alvo de acéo, no caso os canais de sodio, qualitativo,
explica a fase de estabilidade na frequéncia de resisténcia, em torno de 30% (ap0s a rapida
queda inicial na frequéncia de acaros resistentes associada ao custo adaptativo da resisténcia
metabdlica), demonstrada no mesmo estudo.

Em predadores € interessante a permanéncia de individuos resistentes no campo,
mesmo na auséncia de pressao de selecdo com pesticidas.

A eficiéncia do &caro predador P. macropilis no controle bioldgico de acaro rajado foi
constatada no experimento de campo ja descrito (Capitulo 2). Buscando mais esclarecimentos
sobre 0s mecanismos de resisténcia ao inseticida em P. macropilis, foram conduzidos os
estudos moleculares, descritos nos Capitulos 3, 4 e 5.

Com intuito de identificar populacfes resistentes, trabalhos foram conduzidos com
marcadores de DNA (microssatélites e MtCytB).

Foi feita, também, analise de transcriptoma, para verificar as alteracdes na expressao
génica quando os acaros sdo expostos a fenpropatrina.

O primeiro trabalho foi sobre o desenvolvimento e a caracterizagdo de marcadores
moleculares microssatélites para o acaro predador P. macropilis e a transferabilidade para
outras espécies de predadores (Capitulo 3).

Foi observada a ocorréncia de quatro alelos exclusivos, dois deles presentes apenas na
populacdo R, e os outros dois em duas populacBes S. Esses resultados possibilitam o uso da
ferramenta para o monitoramento da liberacdo da linhagem R no campo e as possiveis
interacBes com as populacBes selvagens, uma vez que torna possivel separar as populacdes S
das populagdes R. A importancia da ferramenta esta na possibilidade de avaliar a persisténcia
de uma caracteristica, no caso, resisténcia a piretroides. Foi 0 primeiro passo importante no
desenvolvimento de um conjunto de marcadores microssatélites adequado para estudos
multiespécies de acaros Phytoseiidae.

O segundo trabalho foi sobre as variagdes moleculares das sequéncias de DNA e
proteina do Citocromo B em P. macropilis e P. persimilis e estrutura genética de populagdes
(Capitulo 4). Para P. macropilis foram avaliadas diversas populacGes coletadas em diferentes
regides brasileiras. Para P. persimilis, bem como para as populagbes argentinas de P.
macropilis, foram utilizadas sequéncias disponiveis no GenBank.

Este estudo demonstrou a utilidade da ferramenta para separar duas espécies muito

proximas (cripticas), P. macropilis e P. persimilis, além de evidenciar a variacdo
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intraespecifica em P. macropilis, mostrando a separacdo das popula¢des de acordo com
fatores geogréaficos e fendtipos da resisténcia.

Este é o primeiro estudo que enfatiza o diagndstico da resisténcia de P. macropilis a
inseticidas, usando marcadores de DNA, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento
de novas ferramentas para deteccdo precoce de resisténcia.

Vale ressaltar que os estudos com os dois marcadores moleculares séo
complementares. Trata-se de marcadores neutros, ou seja, ndo sdo passiveis de selecdo, ndo
estando diretamente associados a resisténcia. Assim sendo, permanecem nas geracdes futuras
mantendo claras as diferengas no “genetic background” entre as populagdes. Cabe ressaltar
aqui que a resisténcia é apenas uma das caracteristicas dentro de uma base genética muito
maior.

O terceiro e ultimo estudo foi sobre a andlise de transcriptoma das linhagens de P.
macropilis, resistente e suscetivel a piretroides (Capitulo 5).

Foi feita a montagem “de novo” do transcriptoma, uma vez que nao havia genoma de
referéncia para P. macropilis. As “reads” de cada amostra (SC, SI, RC, RI) foram mapeadas
no transcriptoma de referéncia para comparar os niveis de expressao.

Como resultado do mapeamento, foi possivel observar a diferenca na expressao
relativa (RPKM). Nos tratamentos controle, os resultados referentes ao nimero total dos
transcritos expressos foram proximos entre si. O mesmo ocorreu com 0s tratamentos
induzidos.

Analisando os resultados de expressao diferencial, observou-se uma grande diferenca
entre os subgrupos com exposicao a fenpropatrina (RI e SI). Um total de 52 transcritos foi
superexpresso em RI (2 a 4.149 vezes), sendo que a expressao diferencial maxima de 4.149
vezes foi encontrada em apenas um transcrito, estando a segunda maior em 130 vezes. Em Sl,
688 transcritos apresentaram superexpressao (2 a 640 vezes). Observou-se na linhagem S, que
seria a selvagem, uma movimentacdo génica muito grande, reunindo esforcos para fazer
frente a ameaca quimica, sem sucesso. Ja na linhagem R, a presenca de um transcrito
superexpresso em 4.149 vezes possibilitaria a detoxificacdo da molécula do piretroide. Esses
resultados estdo relacionados ao primeiro mecanismo de resisténcia identificado no estudo, ou
seja, a alteracdo no metabolismo e detoxificacdo da molécula do piretroide.

Outro aspecto a salientar é que dos 29 transcritos anotados como relacionados a uma
proteina do canal de sodio, oito foram identificados em Neoseiulus barkeri (CONG et al,
2016), com 100% de similaridade, e outros com alta similaridade com sequéncias de

Metaseiulus occidentalis e Varroa destructor disponiveis no GenBank. Esses resultados
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referem-se ao segundo mecanismo de resisténcia identificado, a alteragdo no alvo de acéo da
molécula quimica.

Esses resultados indicam que a resisténcia de P. macropilis a fenpropatrina é
determinada por um nimero ndo muito grande de genes, com grande diferencial de expressao,
concordando com resultados obtidos por outros autores para insetos e acaros (MARTINEZ-
TORRES et. al, 1998; RANSON et al., 2000; CHENG et al., 2019).
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7. ANEXOS (Analise de Transcriptoma — Phytoseiulus macropilis) (ATPm)

Anexo 1 (ATPm). Anotacgéo funcional dos transcritos possivelmente relacionados com
resisténcia em P. macropilis

Transcrito  |Anotacao

3049 cytochrome b (CYTB) [taxid: 44414]

30507 cytochrome b (CYTB) [taxid: 9606]

33145 cytochrome b (CYTB) [taxid: 9606]

8665 cytochrome b reductase 1 (LOC100905980) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome
b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

5339 cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial (LOC100900634) [taxid: 34638] peptidase)

1252 cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial-like (LOC100901038) [taxid: 34638] PFAM: Ubiquinol-cytochrome
C reductase)

2560 cytochrome b-c1 complex subunit 7-like (LOC100902961) [taxid: 34638] PFAM: Ubiquinol-cytochrome C reductase
complex 14kD subunit

5745 cytochrome b-c1 complex subunit 8 (LOC100907752) [taxid: 34638] PFAM: UcrQ family(PF02939.15:UcrQ)

414 cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial (LOC100907466) [taxid: 34638] PFAM: Ubiquinol cytochrome
reductase transmembrane

3903 cytochrome b5 (LOC100898381) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding
domain(PF00173.27:Cyt-b5)

4631 cytochrome b5 (LOC100898381) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding
domain(PF00173.27:Cyt-b5)

10928 cytochrome b5 reductase 4-like (LOC111246834) [taxid: 109461] PFAM: Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding
domain(PF00173.27:Cyt-b5)

4025 cytochrome b5 reductase 4-like (LOC111246834) [taxid: 109461] PFAM: Oxidoreductase FAD-binding
domain(PF00970.23:FAD_binding_6)

6886 cytochrome B5-like protein (LOC100904899) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding
domain(PF00173.27:Cyt-b5)

8978 cytochrome b561 (LOC100899013) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

12071 cytochrome b561 (LOC100900057) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

12568 cytochrome b561 (LOC100904680) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

1669 cytochrome b561 (LOC100907586) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

2089 cytochrome b561 domain-containing protein 2 (LOC100897638) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome
b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

48699 cytochrome b561-like (LOC100901701) [taxid: 34638] PFAM: Eukaryotic cytochrome
b561(PF03188.15:Cytochrom_B561)

3307 cytochrome ¢ oxidase assembly factor 6 homolog (LOC100907109) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome oxidase ¢ subunit
VIb (PF02297.16:COX6B)

12069 cytochrome ¢ oxidase assembly factor 7 homolog (LOC100905239) [taxid: 34638]

12520 cytochrome ¢ oxidase assembly protein COX15 homolog (LOC100899601) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome oxidase
lassembly protein (PF02628.14:COX15-CtaA)

3813 cytochrome ¢ oxidase assembly protein COX16 homolog, mitochondrial (LOC100898681) [taxid: 34638] PFAM:
Cytochrome ¢ oxidase assembly protein COX16(PF14138.5:COX16)

14814 cytochrome c oxidase 111 (COX3) [taxid: 9606]

1099 cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial (LOC100899551) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome c oxidase
subunit IV(PF02936.13:COX4)

5140 cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial (LOC100897186) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome c oxidase subunit
\Va (PF02284.15:COX5A)

5865 cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial-like (LOC100906082) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome c oxidase
subunit Vb (PF01215.18:COX5B)

433 cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1, mitochondrial-like (LOC100904052) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome ¢ oxidase
subunit VVla (PF02046.14:COX6A)

5230 cytochrome c oxidase subunit 6B2-like (LOC111613443) [taxid: 218467] PFAM: Cytochrome oxidase ¢ subunit VIb

(PF02297.16:COX6B)
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538 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) [taxid: 44414] PFAM: Cytochrome C and Quinol oxidase polypeptide
I1(PF00115.19:COX1)

18388 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) [taxid: 63221]

26940 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) [taxid: 63221]

10109 cytochrome ¢ oxidase subunit 11 (COX2) [taxid: 9606] PFAM: Cytochrome C oxidase subunit 11, transmembrane domain
(PF02790.14:COX2_TM)

3111 cytochrome ¢ oxidase subunit 111 (COX3) [taxid: 44414]

5010 cytochrome ¢ oxidase subunit NDUFA4 (LOC100908020) [taxid: 34638] PFAM: NADH-ubiquinone reductase complex 1
MLRQ subunit (PF06522.10:B12D)

291 cytochrome c¢-2 (LOC100908582) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome ¢(PF00034.20:Cytochrom_C)

9814 cytochrome c-like (LOC100904809) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome c(PF00034.20:Cytochrom_C)

3340 cytochrome c1, heme protein, mitochondrial (LOC100903242) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome C1 family
(PF02167.14:Cytochrom_C1)

6445 cytochrome P450 1A1 (LOC100901737) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

140 cytochrome P450 1A2 (LOC100908724) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

11281 cytochrome P450 2C23 (LOC100902609) [taxid: 34638]

35055 cytochrome P450 2F2-like (LOC100906680) [taxid: 34638]

42435 cytochrome P450 2F2-like (LOC100906680) [taxid: 34638]

35039 cytochrome P450 2F2-like (LOC100906680) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

45158 cytochrome P450 2F3-like (LOC100906689) [taxid: 34638]

47034 cytochrome P450 2F3-like (LOC100906769) [taxid: 34638]

8230 cytochrome P450 2J6 (LOC100906940) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

19435 cytochrome P450 2J6-like (LOC100900347) [taxid: 34638]

7190 cytochrome P450 2J6-like (LOC100900347) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

41971 cytochrome P450 2J6-like (LOC100905449) [taxid: 34638]

33891 cytochrome P450 2J6-like (LOC100905886) [taxid: 34638]

36108 cytochrome P450 2J6-like (LOC100905886) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

21750 cytochrome P450 307al-like (LOC100906667) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

44161 cytochrome P450 307al-like (LOC100906667) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

19860 cytochrome P450 315al, mitochondrial (LOC100900401) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

38784 cytochrome P450 315al, mitochondrial (LOC100900401) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

15900 cytochrome P450 3A14 (LOC100901413) [taxid: 34638]

4420 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

8124 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

8815 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9754 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

13310 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

13971 cytochrome P450 3A16 (LOC100900413) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

13061 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638]

14359 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638]

20439 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638]

8968 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

14598 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

27478 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638]

5790 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

11902 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

18741 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

19235 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

12150 cytochrome P450 3A28 (LOC100901963) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

22091 cytochrome P450 3A29-like (LOC100897421) [taxid: 34638]

591 cytochrome P450 3A29-like (LOC100897421) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

7792 cytochrome P450 3A29-like (LOC100897421) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

16747 cytochrome P450 3A29-like (LOC100897421) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

8178 cytochrome P450 3A29-like (LOC100905002) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

5818 cytochrome P450 3A31 (LOC100907032) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

6876 cytochrome P450 3A31 (LOC100907032) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9407 cytochrome P450 3A31 (LOC100907032) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

17462 cytochrome P450 3A31 (LOC100907032) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

11841 cytochrome P450 3A31-like (LOC100907234) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)
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8610 cytochrome P450 3A4 (LOC100897252) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

10249 cytochrome P450 3A4 (LOC100897252) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

6246 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9975 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

10564 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

10844 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

19640 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

32975 cytochrome P450 3A56 (LOC100907177) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

5643 cytochrome P450 3A56-like (LOC111247963) [taxid: 109461] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

10732 cytochrome P450 3A6 (LOC100908757) [taxid: 34638]

11847 cytochrome P450 3A6 (LOC100908757) [taxid: 34638]

13501 cytochrome P450 3A6 (LOC100908757) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

3020 cytochrome P450 3A6-like (LOC100899475) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

34916 cytochrome P450 3A6-like (LOC100899475) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

31706 cytochrome P450 3A9 (LOC100908678) [taxid: 34638]

33435 cytochrome P450 3A9 (LOC100908678) [taxid: 34638]

11760 cytochrome P450 4C1 (LOC100897877) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

17743 cytochrome P450 4C1 (LOC100897877) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9133 cytochrome P450 4C1-like (LOC100897367) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9718 cytochrome P450 4C1-like (LOC100902596) [taxid: 34638]

20263 cytochrome P450 4C1-like (LOC100902596) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

21532 cytochrome P450 4¢3 (LOC100906637) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

4235 cytochrome P450 4¢3 (LOC100907426) [taxid: 34638]

17742 cytochrome P450 4¢3 (LOC100907426) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

14934 cytochrome P450 4c3-like (LOC100899251) [taxid: 34638]

7557 cytochrome P450 4c3-like (LOC100899251) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

11317 cytochrome P450 4c¢3-like (LOC100899251) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

18951 cytochrome P450 4c3-like (LOC100899251) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9094 cytochrome P450 4c¢3-like (LOC100902253) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9095 cytochrome P450 4c¢3-like (LOC100902253) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

24794 cytochrome P450 4V2 (LOC100557625) [taxid: 28377] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

8840 cytochrome P450 4V2 (LOC100901625) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

30245 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638]

38067 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638]

8379 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

32186 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

32253 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

39349 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

41675 cytochrome P450 4V2-like (LOC100906171) [taxid: 34638]

5475 cytochrome P450 4V2-like (LOC100906171) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9180 cytochrome P450 4V2-like (LOC108863658) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

9196 cytochrome P450 4V2-like (LOC108863658) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

15631 cytochrome P450 4V2-like (LOC108863658) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

25285 cytochrome P450 4V2-like (LOC108864240) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

45273 cytochrome P450 71B22-like (LOC100905596) [taxid: 34638]

44838 cytochrome P450 71B22-like (LOC100905596) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome P450(PF00067.21:p450)

45228 cytochrome ubiquinol oxidase subunit I (PPA_RS03590) [taxid: 267747] PFAM: Cytochrome C and Quinol oxidase
polypeptide I(PF00115.19:COX1)

4583 glutathione S-transferase 1 (LOC100902787) [taxid: 34638]

15550 glutathione S-transferase 1 (LOC100902787) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal domain
(PF13417.5:GST_N _3)

2897 glutathione S-transferase 1 (LOC100904965) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal domain
(PF13417.5:GST_N_3)

35153 glutathione S-transferase 1-like (LOC111269580) [taxid: 62625]

23641 glutathione S-transferase 1, isoform C-like (LOC107359332) [taxid: 32264] PFAM: Glutathione S-transferase, N- terminal
domain (PF13417.5:GST_N_3)

16550 glutathione S-transferase 4-like (LOC111253932) [taxid: 109461]

9259 glutathione S-transferase C-terminal domain-containing protein (LOC100908334) [taxid: 34638]

3113 glutathione S-transferase class-mu 26 kDa isozyme 47-like (LOC100907056) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-

transferase, C-terminal domain (PF14497.5:GST_C_3)
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5058 glutathione S-transferase kappa 1 (LOC100899773) [taxid: 34638] PFAM: DSBA-like thioredoxin domain
(PF01323.19:DSBA)

3457 glutathione S-transferase kappa 1 (LOC100907064) [taxid: 34638] PFAM: DSBA-like thioredoxin domain
(PF01323.19:DSBA)

9026 glutathione S-transferase Mu 1 (LOC100897557) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal domain
(PF02798.19:GST_N)

549 glutathione S-transferase Mu 1 (LOC100900681) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal domain
(PF02798.19:GST_N)

11453 glutathione S-transferase Mu 1 (LOC100900681) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal domain
(PF02798.19:GST_N)

9098 glutathione S-transferase Mu 1 (LOC100904919) [taxid: 34638] PFAM: Glutathione S-transferase, C-terminal domain
(PF14497.5:GST_C_3)

4179 glutathione S-transferase Mu 1-like (LOC106474236) [taxid: 6850] PFAM: Glutathione S-transferase, N-terminal
domain (PF02798.19:GST_N)

9203 glutathione S-transferase Mu 1-like (LOC111245011) [taxid: 109461] PFAM: Glutathione S-transferase, C-terminal domain|
(PF14497.5:GST_C _3)

5354 glutathione S-transferase omega-1 (LOC100900328) [taxid: 34638]

11662 multidrug resistance protein 1-like (LOC111250671) [taxid: 109461]

6742 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

10189 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

24924 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

29408 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

29408 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

29408 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

33510 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638]

25617 multidrug resistance protein 1B (LOC100904023) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane
region(PF00664.22: ABC_membrane)

1089 multidrug resistance protein 2-like (LOC100900210) [taxid: 34638] PFAM: Major Facilitator Superfamily
(PF07690.15:MFS_1)

15894 multidrug resistance protein 2-like (LOC100900210) [taxid: 34638] PFAM: Major Facilitator Superfamily
(PF07690.15:MFS_1)

30554 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900612) [taxid: 34638]

30925 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638]

13164 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22:ABC_membrane)

14215 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22:ABC_membrane)

16879 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22:ABC_membrane)

23238 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22:ABC_membrane)

7421 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter
(PF00005.26:ABC_tran)

7439 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100900752) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter
(PF00005.26:ABC_tran)

5710 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100901531) [taxid: 34638]

10162 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100901531) [taxid: 34638]

40934 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100901531) [taxid: 34638]

12810 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100901531) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter
(PF00005.26:ABC_tran)

642 multidrug resistance-associated protein 1 (LOC100905468) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22: ABC_membrane)

7799 multidrug resistance-associated protein 1-like (LOC100903554) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane
region (PF00664.22: ABC_membrane)

27664 multidrug resistance-associated protein 1-like (LOC100903554) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter
(PF00005.26:ABC_tran)

32111 multidrug resistance-associated protein 1-like (LOC100903697) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane
region (PF00664.22: ABC_membrane)

3557 multidrug resistance-associated protein 1-like (LOC100904293) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane
region (PF00664.22: ABC_membrane)

19693 multidrug resistance-associated protein 4-like (LOC100902606) [taxid: 34638]

19876 multidrug resistance-associated protein 4-like (LOC100902606) [taxid: 34638]

10396 multidrug resistance-associated protein 4-like (LOC100902606) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane

region (PF00664.22: ABC_membrane)




119

22598 multidrug resistance-associated protein 4-like (LOC100902606) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane
region (PF00664.22: ABC_membrane)

394 multidrug resistance-associated protein 7 (LOC100901200) [taxid: 34638] PFAM: ABC transporter transmembrane region
(PF00664.22: ABC_membrane)

14155 NADPH--cytochrome P450 reductase (LOC100907450) [taxid: 34638]

1222 NADPH--cytochrome P450 reductase (LOC100907450) [taxid: 34638] PFAM: FAD binding domain
(PF00667.19:FAD_binding_1)

13758 peroxidase (LOC100905976) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

7286 peroxidase (LOC100905996) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

15896 peroxidase (LOC100905996) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

22261 peroxidase (LOC100905996) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

18731 peroxidase (LOC100906638) [taxid: 34638]

10907 peroxidase (LOC100906638) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

23713 peroxidase mlt-7-like (LOC111258683) [taxid: 62625] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

7564 peroxidase skpo-1-like (LOC100898313) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

22462 peroxidase-like (LOC100906069) [taxid: 34638] PFAM: Animal haem peroxidase (PF03098.14:An_peroxidase)

3832 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

18079 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

28940 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

29247 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

31988 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

13997 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638] PFAM: Cytoplasmic domain of voltage-gated Na+ ion
channel (PF11933.7:Na_trans_cytopl)

11156 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)

16024 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:lon_trans)

21072 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)

35483 sodium channel protein para-like (LOC111250971) [taxid: 109461]

16555 sodium channel protein para-like (LOC111250971) [taxid: 109461] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)

36974 sodium channel protein para-like (LOC111250971) [taxid: 109461] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)

41151 sodium channel protein para-like (LOC111250971) [taxid: 109461] PFAM: lon transport protein (PF00520.30:lon_trans)

3694 sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 (LOC100901675) [taxid: 34638] PFAM: Sodium:neurotransmitter
symporter Family (PF00209.17:SNF)

8708 sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 (LOC100909063) [taxid: 34638] PFAM: Sodium:neurotransmitter
symporter Family (PF00209.17:SNF)

22153 sodium- and chloride-dependent GABA transporter ine (LOC100908338) [taxid: 34638]

31724 sodium- and chloride-dependent GABA transporter ine (LOC100908338) [taxid: 34638]

4509 sodium- and chloride-dependent GABA transporter ine (LOC100908338) [taxid: 34638] PFAM:
Sodium:neurotransmitter symporter Family (PF00209.17:SNF)

11770 sodium- and chloride-dependent GABA transporter ine (LOC100908338) [taxid: 34638] PFAM: Sodium:neurotransmitter
symporter Family (PF00209.17:SNF)

7442 sodium- and chloride-dependent glycine transporter 1-like (LOC111250878) [taxid: 109461] PFAM:
Sodium:neurotransmitter symporter Family (PF00209.17:SNF)

11009 sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2-like (LOC100898228) [taxid: 34638] PFAM:
Sodium:neurotransmitter symporter Family (PF00209.17:SNF)

38642 sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2-like (LOC100898228) [taxid: 34638] PFAM:
Sodium:neurotransmitter symporter Family (PF00209.17:SNF)

17265 sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2-like (LOC108863659) [taxid: 34638] PFAM:

Sodium:neurotransmitter symporter Family (PF00209.17:SNF)




Anexo 2 (ATPm). Transcritos identificados pela anélise da ontologia génica, possivelmente

relacionados com resisténcia em P. macropilis.

Transcrito

GO

Categoria

I/Anotacao

7244

45162

P

clustering of voltage-gated sodium channels

10291

11161

15291

17507

20777

14408

26216

30745

33687

277

4104

cholinesterase activity

873

2063

2087

2326

2767

3023

3238

3914

4639

4811

5182

6622

6939

7622

7814

9396

9577

11487

12447

13239

14125

14204

14666

15851

15852

15915

16176

17075

18730

21388

26403

27472

27733

29724

35685

36853

5602

4453

juvenile-hormone esterase activity

5814

5939

6084

6612

6622

6939

7262

8874

9396

9577

10274
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11487

12447

12924

14125

14204

14698

14986

15204

15476

15851

15852

15915

16176

17075

17808

18100

18730

21388

22196

22300

23134

25322

25359

26403

26766

27146

27374

27472

27733

28415

32705

33916

35575

36853

39278

41657

42071

121
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Anexo 3 (ATPm). Transcritos com expressdo relativa diferente de zero, possivelmente
relacionados com resisténcia, em cada um dos 4 subgrupos testados.

grupo transcrito anotacgdo

SC 39202 acetylcholinesterase-like (LOC100908822) [taxid: 34638]

SC 29009 acetylcholinesterase-like (LOC100908822) [taxid: 34638] peptidase: Acetylcholinesterase
(MER0039141:5S09.UPW) PFAM: Carboxylesterase Family (PF00135.27:COesterase)

SC 44067 cholinesterase 1 (LOC100906245) [taxid: 34638] peptidase: hypothetical protein
(MER0536286:509.UNW) PFAM: Carboxylesterase Family (PF00135.27:COesterase)

SC 48070 cytochrome P450 2F3-like (LOC100906769) [taxid: 34638]

SC 47916 cytochrome P450 315al, mitochondrial (LOC100900401) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome
P450(PF00067.21:p450)

SC 40319 cytochrome P450 3A24 (LOC100905379) [taxid: 34638]

SC 45022 potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 1 (LOC100903861) [taxid: 34638] PFAM:
KCNQ voltage-gated potassium channel (PF03520.13:KCNQ_channel)

SC 31916 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638

SC 41488 sodium channel protein para (LOC100901347) [taxid: 34638]

SC 48001 uncharacterized LOC100901289 (LOC100901289) [taxid: 34638] PFAM: Amiloride-sensitive sodium
channel (PF00858.23:ASC)

SC 42215 \voltage-dependent calcium channel type A subunit alpha-1-like (LOC100901544) [taxid: 34638]
PFAM: lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)

SC 27242 \voltage-dependent calcium channel type A subunit alpha-1-like (LOC100901686) [taxid: 34638]
PFAM: lon transport protein (PF00520.30:lon_trans)

RC 8437 acetylcholinesterase-like (LOC100904215) [taxid: 34638] peptidase: hypothetical protein
(MER0523868:S09.UNW) PFAM: Carboxylesterase family (PF00135.27:COesterase)

Sl 21773 acetylcholinesterase-1-like (LOC100903073) [taxid: 34638]

Sl 10680 carboxylesterase 1C-like (LOC108864237) [taxid: 34638] peptidase: hypothetical protein
(MER0536417:S09.UNW) PFAM: Carboxylesterase family (PF00135.27:COQesterase)

Sl 17744 cytochrome P450 3A24-like (LOC100900073) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome
P450(PF00067.21:p450)

Sl 22372 cytochrome P450 4C1-like (LOC100902596) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome
P450(PF00067.21:p450)

Sl 32282 cytochrome P450 4c¢3-like (LOC100899251) [taxid: 34638]

Sl 30047 cytochrome P450 4V2-like (LOC100902886) [taxid: 34638]

Sl 9357 cytochrome P450 4V2-like (LOC100906171) [taxid: 34638]

Sl 34485 esterase FE4 (LOC100907084) [taxid: 34638] peptidase: hypothetical protein
(MER0320003:S09.UNW) PFAM: Carboxylesterase family (PF00135.27:COesterase)

Sl 6859 esterase FE4-like (LOC111251327) [taxid: 109461] peptidase: hypothetical protein
(MER0536417:S09.UNW)

Sl 42970 peroxidasin homolog (LOC105676864) [taxid: 83485] PFAM: Animal haem peroxidase
(PF03098.14:An_peroxidase)

Sl 43599 sodium channel protein para-like (LOC111250971) [taxid: 109461] PFAM: lon transport protein
(PF00520.30:1on_trans)

Sl 20093 uncharacterized LOC100904029 (LOC100904029) [taxid: 34638] PFAM: Amiloride-sensitive sodium
channel (PF00858.23:ASC)

Sl 42301 uncharacterized LOC100908312 (LOC100908312) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome
P450(PF00067.21:p450)

Sl 48073 \voltage-dependent calcium channel gamma-5 subunit (LOC108864871) [taxid: 34638]

RI 9095 cytochrome P450 4c¢3-like (LOC100902253) [taxid: 34638] PFAM: Cytochrome
P450(PF00067.21:p450)

RI 23078 glycosyl transferase family 2 (PPA_RS08585) [taxid: 267747]

RI 41006 glycosyltransferase WbuB (PPA_RS00810) [taxid: 267747]

RI 45039 PFAM: Sodium:neurotransmitter symporter family (PF00209.17:SNF)

RI 41063 \voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1H (LOC100898353) [taxid: 34638] PFAM:

lon transport protein (PF00520.30:1on_trans)




