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RESUMO

Filogeografia molecular de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera: Geometridae) e
Gonipterus spp. (Coleoptera: Curculionidae) no Brasil

A introducdo do eucalipto (Eucalyptus spp.) no territério brasileiro, e sua
expanséo territorial favoreceu o desenvolvimento de desfolhadores nativos de
mirtdceas, e criou condi¢cBes de estabelecimento para pragas exéticas introduzidas
pelo homem, como séo os casos da praga nativa Thyrinteina arnobia e das espécies
cripticas e exoticas Gonipterus platensis e G. pulverulentus, respectivamente. Hoje,
essas espécies sdo importantes pragas desfolhadoras do eucalipto no Brasil. A
relacdo entre o0 eucalipto e essas espécies-praga ja perduram por varias décadas, nos
levando a perguntar quais sdo os padrfes atuais de estruturacdo genética e
demografica dessas espécies no Brasil. Dessa forma, os objetivos desse trabalho
foram: (i) estudar a diversidade, estruturacao genética e demografia de T. arnobia e
Gonipterus spp. no Brasil; e (ii) identificar molecularmente as espécies de Gonipterus
spp. coletadas e construir marcadores moleculares espécies-especificos para uma
rapida e precisa identificacdo das espécies de Gonipterus presentes no Brasil. Para
isso, sequenciou-se um fragmento do DNA mitocondrial, mais especificamente um
fragmento do gene citocromo oxidase c¢ subunidade | (COl), dos individuos coletados.
Os resultados de diversidade e estruturacao genética mostraram que as populagcbes
de T. arnobia e G. platensis possuem moderada diversidade genética e alta
estruturacao por regiao geografica, principalmente em T. arnobia, onde as populacdes
do Nordeste do Brasil possuem altos indices de variancia molecular em relacédo as
populacdes da Regido Centro-Sul. A espécie G. pulverulentus ndo apresentou
diversidade genética, e ndo foi incluida nas andlises populacionais. As populacdes de
T. arnobia e G. platensis ndo estado expansao/retracdo demografica, mas encontram-
se em expansao espacial no Brasil. O marcador especifico desenvolvido para
identificacdo de G. platensis e G. pulverulentus foi baseado na utilizacdo de primers
espécie-especificos e permitiram com sucesso identificar essas espécies cripticas por
meio de PCR multiplex e posterior visualizacdo do resultado em gel de agarose. A
distribuicdo atual de G. pulverulentus esta restrita ao Sul do pais, enquanto G.
platensis esta amplamente distribuida nas demais regides brasileiras.

Palavras-chave: Lagarta-parda-do-eucalipto, Gorgulho-do-eucalipto, Marcador
mitocondrial, Demografia, Identificacdo molecular



ABSTRACT

Molecular phylogeography of Thyrinteina arnobia (Lepidoptera: Geometridae)
and Gonipterus spp. (Coleoptera: Curculionidae) in Brazil

The introduction of eucalyptus (Eucalyptus spp.) in the Brazilian territory and its
territorial expansion enhanced the development of native Myrtaceae pests and created
conditions of establishment for exotic pests introduced by man, as are the cases of the
native pest Thyrinteina arnobia and the cryptic and exotic species Gonipterus platensis
and G. pulverulentus, respectively. Today, these species are important defoliating
pests of eucalyptus in Brazil. The relationship between eucalyptus and these pest
species has persisted for several decades, leading us to ask about the current genetic
and demographic structuring of these species in Brazil. Therefore, this work's
objectives were: (i) to study the diversity, genetic structure, and demography of T.
arnobia and Gonipterus spp. in Brazil. In addition (ii) to realize the molecular
identifications of Gonipterus spp. and build species-specific molecular markers for
quick and accurate identification of two Gonipterus species present in Brazil. For this,
a fragment of the mitochondrial DNA was sequenced, specifically a fragment of the
cytochrome oxidase gene and subunit | (COIl), from the collected specimens. The
results of diversity and genetic structure showed that T. arnobia and G. platensis
populations have moderate genetic diversity and high structure by geographic region,
mainly in T. arnobia, where populations in the Northeast of Brazil have high rates of
molecular variance to the populations of the Center-South Region. The species G.
pulverulentus did not present genetic diversity and was not included in the population
analyses. T. arnobia and G. platensis are not demographic expanding/retracting. Still,
they are in spatial expansion in Brazil. The specific marker developed for identifying G.
platensis and G. pulverulentus was based on the use of species-specific primers and
successfully allowed the identification of these cryptic species through a multiplex PCR
and subsequent visualization of the results on an agarose gel. The current distribution
of G. pulverulentus is restricted to the South of the country, while G. platensis is widely
distributed in the Brazilian regions.

Keywords: Eucalyptus brown looper, Eucalyptus snout beetle, Mitochondrial marker,
Demography, Molecular identification



1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil € um dos modelos internacionais no progresso da
silvicultura, devido ao esforco e dedicacéo de profissionais, empresas, universidades
e pesquisa associadas a area florestal. Neste cenario, a eucaliptocultura brasileira
se destaca, produzindo a principal matéria prima para a producdo industrial de
celulose, papel, painéis de madeira, pisos laminados, carvdo vegetal e de madeira
serrada.

Em 2019, a area total plantada de eucalipto no Brasil totalizou 6,97 milhdes
de hectares, com produtividade média de 35,3 m3/ha/ano, valores que sao frutos da
adesao de boas préaticas de manejo, investimento em melhoramento genético além
das condicdes climaticas e de solo intrinsecas ao pais (IBA, 2020). Essas
circunstancias conferem ao Brasil, o reconhecimento de ser o pais com o menor
periodo entre o plantio e colheita do mundo de eucalipto, e o de melhor produtividade
(IBA, 2017, 2018, 2019, 2020).

Dentre os fins industriais das arvores plantadas no Brasil, a principal
producéo € a de celulose, conferindo ao Brasil a posicao de segundo maior produtor
mundial desse produto. No ano de 2019, foram produzidas 19,7 milhdes de toneladas
de celulose, registrando uma queda de 6,6% em relagdo ao ano de 2018
principalmente pela adocdo de estratégias mercadoldgicas para esperar por
melhores oportunidades no balanco entre oferta e procura do produto. Do total
produzido, aproximadamente 75% foi exportado (14,7 milhdes de toneladas) (IBA,
2020).

Ja para a producéo de papel, o Brasil ocupa o décimo lugar na producao
mundial com producdo de 10,5 milhdes de toneladas em 2019, onde 80% da
producédo foi designada ao mercado externo. Quanto a producdo de mundial de
painéis de madeira, o Brasil em 2019 se destacou na oitava posi¢cdo. Outros setores
relevantes da industria florestal sdo os setores de producao de carvao vegetal e de
madeira serrada, onde o Brasil ocupa as posicées de primeiro e nono lugares para
a producdo mundial respectivamente (IBA, 2020). Em todos esses destaques, a
eucaliptocultura possui impactos positivos para o desenvolvimento econdmico, social
e ambiental.

Mesmo com todo o progresso alcancado ao longo dos anos em termos de

melhoramento genético, mecanizacao de plantios, programas de fertilidade de solo,
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nutricdo de plantas, entre outros avancos da eucaliptocultura no Brasil, ainda existe
um déficit na bibliografia quando se diz respeito ao ambito florestal brasileiro
(MARSCHALEK, 2000). E ainda que existam perdas de produtividade em sistemas
florestais ocasionadas pelo ataque de pragas, a area da entomologia florestal recebe
pouca atencédo e carece de mais pesquisas e publicacdes no pais.

As areas de producéo florestal proporcionam alta disponibilidade de recursos
para muitas espécies da entomofauna. Esses locais, permitem o estabelecimento de
espécies, que muitas vezes, acabam tornando-se pragas. A introducdo do eucalipto
(Eucalyptus spp.) no territério brasileiro, e sua expansao territorial, como cultura
florestal, para suprir as demandas de fontes energéticas e de industrias de papel e
celulose (SANTOS et al., 2000; ZANUNCIO et al., 1989), fez com que espécies que
se alimentavam de mirtaceas nativas, passassem a explorar as plantas de eucalipto
como nova fonte de alimento (ZANUNCIO et al., 1989). Além disso, ao longo dos
anos muitas pragas exoticas, do local de origem geografica do eucalipto, foram
acidentalmente introduzidas no territério brasileiro (SCHUHLI et al., 2016; WILCKEN
et al., 2003, 2010).

Varias sao as espécies de insetos associadas ao eucalipto, ZANUNCIO et
al. (1991) reporta cerca de 300 espécies, entretanto, apenas uma pequena
porcentagem (10%) causa danos econdmicos relevantes aos viveiros de mudas, as
plantas adultas e ao produto final. Dentre os insetos herbivoros associados ao
eucalipto ao redor do mundo, podemos dizer que 0s principais sdo pertencentes as
ordens Coleoptera (Curculionidae, Buprestidae, Cerambycidae, Chrysomelidae,
Scarabaeidae); Phasmatodea (Phasmatidae); Hymenoptera (Formicidae,
Eulophidae, Pergidae); Lepidoptera (Geometridae, Anthelidae, Bombycidae,
Cosmopterigidae, Cossidae, Erebidae, Gracillariidae, Hepialidae, Incurvariidae,
Lasiocampidae, Limacodidae, Lycaenidae, Mimallonidae, Nepticulidae, Noctuidae,
Nolidae, Notodontidae, Psychidae, Riodinidae, Saturniidae); Hemiptera
(Cicadellidae, Coreidae, Eriococcidae, Psyllidae, Thaumastocoridae); Orthoptera
(Gryllidae, Gryllotalpidae) e Blattodea (Rhinotermitidae, Termitidae) (BERTI FILHO
et al., 2015; BURKS et al., 2015; OHMART & EDWARDS, 1991; SILVA et al., 2014;
WILCKEN et al., 2010).

Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) é considerada
hoje o principal lepidéptero desfolhador de eucalipto (ANJOS, 1987; WILCKEN,

1996) sendo encontrada em quase todas as areas plantadas com essa cultura. T.
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arnobia também é conhecida popularmente como lagarta-parda-do-eucalipto,
lagarta-de-cor-parda ou lagarta-mede-palmo. E uma espécie nativa da América do
Sul com ampla distribuicdo nesse continente e em parte da América Central (ANJOS,
1987). De acordo com SCOBLE (1999) a espécie T. arnobia possui cinco
subespécies: T. arnobia arnobia (Stoll, 1782), T. arnobia phala (Rindge, 1961), T.
arnobia picta (Rindge, 1969), T. arnobia quadricostaria (Herrich-Schaffer, 1870) e T.
arnobia tephra (Rindge, 1969), sendo que apenas a subespécie T. arnobia arnobia
é relatada no Brasil (RINDGE, 1961).

Atualmente, T. arnobia esta presente em todas as regibes brasileiras,
reportada em varios hospedeiros nativos como: congonha-do-sertdo [Citronella
gongonha (Icacinaceae)]; gabiroba [Campomanesia spp. (Myrtaceae)]; pitangueira e
cagaiteira [Eugenia spp. (Myrtaceae)]; goiabeiras e aracas [Psidium spp.
(Myrtaceae)]; erva-mate [llex paraguariensis (Aquifoliaceae)]; pau-terra [Qualea sp.
(Vochysiaceae)]; tingui [Magonia pubescens (Sapindaceae)]; murici [Byrsonima sp.
(Malpighiaceae)]; assa-peixe [Vernonanthura sp. (Asteraceae)]; e angico-cangalha
[Peltophorum sp. (Fabaceae)]. Os hospedeiros exoticos pertencem a familia
Myrtaceae e compreendem varias espécies de eucaliptos destacando-se:
Eucalyptus alba, E. tereticornis, E. grandis, E. urophylla, E. saligna e Corymbia
citriodora (ANJOS, 1987; ZANUNCIO, 1993; SANTOS et al., 2000; SCHUMACHER
& VIERA, 2015). T. arnobia também ja foi relatada como praga do café conilon
[Coffea sp. (Rubiaceae)] (FORNAZIER et al.,, 2017) e em laranjeira [Citrus sp.
(Rutaceae)] (PEREIRA, 2007). Como essa espécie de lepidoptero presumivelmente
se originou nos hospedeiros nativos, danos econdmicos expressivos e surtos
populacionais ndo ocorrem neles. Circunstancia oposta se sucede nas espécies de
eucalipto. HOLTZ et al. (2003a) justificaram esse comportamento pela falta de
mecanismos de defesa desenvolvidos nas espécies exoticas em relacdo as nativas,
corroborando com outros trabalhos que citam a importancia dessa espécie como o
lepidoptero-praga mais importante para a cultura do eucalipto (MOREIRA et al.,
2013; PERES FILHO & BERTI FILHO, 2003; SOARES et al., 2009).

As mariposas de T. arnobia apresentam dimorfismo sexual onde as fémeas
sdo maiores que 0s machos, possuem antenas filiformes e asas esbranquicadas. Os
machos, menores do que as fémeas, possuem antenas bipectinadas e coloragéo
amarronzada. O ciclo de vida dessa espécie difere de acordo com o hospedeiro em

gue se desenvolve, levando aproximadamente 54 dias para se completar (HOLTZ et
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al., 2003a). O periodo larval € o mais longo das fases (cerca de 26 dias), onde as
lagartas passam por seis instares. Casualmente, as fémeas podem apresentar sete
instares e 0os machos cinco, todavia, a duracdo total do estagio larval ndo é
influenciada (ANJOS, 1987; HOLTZ et al., 2003a,b; OLIVEIRA et al.,, 2005). O
acasalamento e a postura ocorrem em uma so vez durante o periodo noturno, onde
as massas de ovos sao depositadas nos ramos finos das plantas. O niumero de ovos
varia, podendo ultrapassar 1000 ovos por fémea. As lagartas eclodem e iniciam sua
alimentacao da base para o topo das arvores e das margens para 0s interiores das
parcelas florestais (OLIVEIRA et al., 2005; ZANUNCIO, 1993).

O controle de T. arnobia nos eucaliptais brasileiros é realizado por diferentes
métodos, se destacando o controle quimico e o bioldgico. No controle quimico, hoje
séo registrados trés inseticidas cada um pertencente aos seguintes grupos quimicos:
piretroide, benzoiluréia e diacilhidrazina (AGROFIT, 2020). O controle biologico se
destaca pelo uso de organismos entomopatogénicos com destaque para a bactéria
Bacillus thuringiensis (Berliner) vendido sobre a forma de produtos microbioldgicos.
Recentemente, HORTA et al. (2018) revelaram um virus (TharCPV-14) com
caracteristicas potenciais para o uso como biopesticida de T. arnobia. Alguns
inimigos naturais também ja foram relatados efetuando o controle de T. arnobia, mas
seu uso ainda é pontual, como os parasitoides Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae), Apanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae), Tetrastichus sp.
(Hymenoptera: Eulophidae), Brachymeria spp. (Hymenoptera: Chalcididae), algumas
espécies de dipteros da familia Tachinidae, e predadores da espécie Podisus spp.
(Hemiptera: Pentatomidae) (CAMILO et al., 2015; ZANUNCIO, 1993;). Outros
produtos também ja foram testados e demonstraram potencial controle de T. arnobia,
como o inibidor de proteases berenil, causando atividade proteolitica sobre enzimas
digestivas no intestino das lagartas, acdo repelente e fagoinibidora (MARINHO-
PRADO et al., 2012). Todavia, 0 cenario atual € bem diferente, com empresas
produzindo, comercializando e liberando a campo alguns parasitoides e predadores.

Entre os coleopteros desfolhadores do eucalipto presentes no Brasil,
destaca-se o curculionideo conhecido como gorgulho-do-eucalipto. Atualmente,
duas espécies desse gorgulho estdo presentes no territorio brasileiro: Gonipterus
platensis (Marelli, 1926) e G. pulverulentus Lea, 1897, conhecidas até 2012 como G.
scutellatus e G. gibberus, respectivamente. A nomenclatura atual foi aderida a partir

de um estudo molecular que elucidou por meio de analises filogenéticas e
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morfolégicas que G. scutellatus compreende em um grupo monofilético de oito
espécies cripticas (MAPONDERA et al., 2012).

Ao contrario de Thyrinteina spp. as duas espécies de Gonipterus spp.
presentes hoje no Brasil sdo exdticas originadas da Australia, sendo G. platensis
uma das pragas do eucalipto com maior distribuicdo global (SOUZA et al., 2016),
ocorrendo em todos os continentes nas seguintes localidades: Oceania (Australia e
Nova Zelandia); Asia (China); Europa (ltalia, Franca, Portugal e Espanha); Africa
(Quénia, Lesoto, Madagascar, Malawi, llhas Mauricio, Mogambique, Africa do Sul,
Santa Helena, Suazilandia, Uganda e Zimbabue) e Américas (Estados Unidos,
Argentina, Brasil, Chile e Uruguai) (EPPO, 2005). No Brasil, essa espécie ja foi
reportada causando danos em plantios de eucalipto nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Espirito Santo (WILCKEN & OLIVEIRA,
2015). G. pulverulentus, além de sua regido de origem (Australia) esta presente hoje
apenas na América do Sul, em trés paises: Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parana), Argentina, e Uruguai (EPPO, 2005).

Das espécies de Eucalyptus spp. atacadas por Gonipterus spp. sdo citadas
principalmente, E. camadulensis, E. dunii, E. globulus, E. grandis, E. maidenii, E.
punctata, E. robusta, E. rostrata, E. saligna, E. smithii, E. urginera, E. viminalis, no
hibrido E. grandis x E. urophylla, entre outras (EPPO, 2005; SOUZA et al., 2016).
Os principais danos causados habito alimentar de Gonipterus spp. nas fases de larva
e de adulto séo: perda de éarea foliar (desfolha), deixando as folhas com aspecto
serreado; crescimento epicérmico (quebra de dorméncia de gemas presentes na
casca do tronco das plantas) e atrofiamento de ramos, causando perda de
crescimento com surgimento de arvores com aspecto de chifres-de-veado ou
vassouras-de-bruxa; e grupo de brotos mortos (LANFRANCO & DUNGEY, 2001;
TOOKE, 1955). A fase larval € responséavel pela maioria dos danos causados nos
plantios de eucalipto, alimentando-se unicamente de folhas jovens do apice das
arvores. Larvas de terceiro instar conseguem causar a desfolha completa dos
ponteiros das plantas, deixando apenas as nervuras centrais das folhas (SOUZA et
al., 2016). As projecdes de perdas de producéo por reducdo de crescimento podem
chegar de 20 a 80 % por um periodo de 10 anos de crescimento (REIS et al., 2012).

Na fase adulta, a morfologia externa de G. platensis e G. pulverulentus é
bem similar, se diferenciando principalmente pela coloragéo do tegumento, onde G.

pulverulentus possui coloragédo castanho-clara a escura, escamas curtas e presenca
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de uma faixa obliquo-transversal na por¢do mediana do corpo com escamas mais
claras e alongadas e G. platensis possui coloracdo de escamas castanho-escura.
Outra caracteristica que se distingue entre as duas espécies € a forma do tubérculo
umeral, sendo forte, subconico e de 4pice arredondado em G. pulverulentus, e pouco
proeminente em G. platensis. As outras caracteristicas de diferencia¢cdo encontram-
se nas genitalias das espécies (ROSADO-NETO & MARQUES, 1996). As larvas sdo
facilmente distinguiveis pela presenca de trés faixas longitudinais escuras no
abdome de G. platensis, o que néo ocorre em G. pulverulentus (ROSADO-NETO &
MARQUES, 1996; SOUZA et al., 2016). O ciclo de desenvolvimento (larva-adulto)
de Gonipterus spp., é variavel de acordo com a temperatura e o hospedeiro, podendo
levar 47,2 £ 0,9 dias a 75,1 + 2,06 dias em E. urophylla e E. grandis, respectiva-
mente sob uma temperatura de 26 °C, fotofase de 13h e escotofase de 11h
(OLIVEIRA, 2006).

As principais taticas de controle de Gonipterus spp. utilizadas hoje no Brasil
compreendem basicamente na resisténcia de plantas, com plantio de espécies e
clones de eucalipto menos preferidas pelos insetos, tatica essa que é pouco
eficiente; no controle biologico com a utilizacdo do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana ; e a utilizacdo do parasitoide de ovos Anaphes nitens (Girault,
1928) (Hymenoptera: Mymaridae) que foi introduzido no pais juntamente com a
praga (BERTI FILHO et al., 1992; SANTOLAMAZZA-CARBONE et al., 2004). No
presente, ndo existe nenhum produto quimico registrado para o controle de
Gonipterus spp. no Brasil (AGROFIT, 2020). Existem estudos recentes e
promissores para o0 uso de nematoides entomopatogénicos no controle de G.
platensis nas fases de pré-pupa e pupa em campos de eucaliptos do Brasil, como os
nematoides Steinernema diaprepesi e S. brazilense (Rhabditida: Steinernematidae)
(BRIDA et al., 2020; DAMASCENA et al., 2020).

Apesar de G. pulverulentus ja ter sido reportado no Brasil desde a década
de 1920 (como G. gibberus), G. platensis desde 1979 (como G. scutellatus) e T.
arnobia ser uma espécie nativa do continente sul-americano (ANJOS, 1987;
WILCKEN et al., 2008;), até hoje, essas espécies ndao foram alvo de estudos
moleculares no Brasil.. Estas ferramentas viabilizaram a caracterizacdo de
fendbmenos muitas vezes complicados de se mensurar por metodologias tradicionais,
como: taxa de endogamia, estrutura populacional, dispersdo de espécies, fluxo
génico, entre outros (CHOUPINA & MARTINS, 2015; FREELAND, 2011; SINGH et
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al.,, 2017). Ademais, parte dos avancos provenientes de estudos ecolégicos
ocorreram devido a implementacdo de marcadores moleculares em estudos
ecologicos nas Ultimas décadas.

Marcadores moleculares baseados no genoma mitocondrial sdo bastante
utilizados em estudos filogeograficos em animais, incluindo em insetos, por
possuirem caracteristicas essenciais para um bom marcador molecular tais como:
auséncia de recombinacdo, alta variagdo intraespecifica, heranca materna,
facilidade de replicacdo dos resultados (AVISE, 2000; CORREA et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2013; MANDAL et al., 2014).

A maioria das espécies possuem algum nivel de desconformidade na
frequéncia génica entre suas populacbes distribuidas em diferentes regides
geograficas. Essas diferencas sao originadas pelo equilibrio entre os processos
evolutivos que fixam determinados alelos localmente, como a deriva genética, que
ocorre aleatoriamente e a selecdo natural que causa adaptacdes locais. Em
contrapartida a esses processos, o fluxo génico provoca o oposto, ou seja, diminui a
diversidade genética entre as populacdes pela troca de alelos entre os individuos. O
fluxo génico entre populacdes pode ser mensurado diretamente, mediante
observacoes, ou indiretamente, onde o fluxo génico € inferido através dos dados de
frequéncias alélicas, distancias genéticas, e indice de fixacdo (Fst). A técnica de
medicdo direta permite a avaliagdo atual do fluxo, enquanto os métodos indiretos
possuem a vantagem de apontar eventos de fluxo entre as populacées em um
passado recente (SLATKIN, 1987).

Trabalhos sobre variabilidade intraespecifica permitem a categorizacdo de
linhagens, racas e haplotipos, além de definir a estruturacdo de populacdes
geograficamente distribuidas que permitem inferir quais séo as forcas evolutivas que
moldaram as populacdes de uma espécie na paisagem (SLATKIN, 1993). Como
reportado para a espécie Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae), onde ha uma
alta estruturacdo genética entre as populacbes do Sul e Norte do Brasil,
caracterizando a presenca de duas linhagens e refutando a hipotese de que E. heros
migrou para regifes mais ao norte do Brasil junto com os cultivos da soja (SOARES
et al., 2018). Os autores ainda descreveram que a colonizag&o dos cultivos de soja
foi realizada por populacbes locais que posteriormente expandiram
demograficamente devido a grande disponibilidade de recurso. Além disso, estudos

filogeogréficos sdo basicos para determinar as rotas de introducdes de espécies
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exoticas como foi recentemente descrito para Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae), Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae), Aethina tumida
(Coleoptera: Nitidulidae) e Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)
(CORDEIRO et al., 2019; GONCALVES et al., 2019; PANTOJA-GOMEZ et al., 2019;
SANTOS et al., 2021).

Dessa forma, o objetivo geral € investigar a diversidade genética,
demografia, estruturacdo genética de populacbes de Thyrinteina arnobia e
Gonipterus spp. coletadas em plantios de eucalipto provenientes de diferentes
regides produtoras no Brasil. Para isso, utilizaram-se marcadores moleculares
baseados no sequenciamento de um gene mitocondrial, gerando uma filogeografia
das espécies. Resumidamente, filogeografia pode ser definida como o estudo da
distribuicdo geogréafica dos grupos filogenéticos intraespecificos. E as analises
filogeograficas permitem a deducdo de sobretudo trés circunstancias: (i) as
populacdes separadas geograficamente ocupam ramos distintos em uma arvore
filogenética, caracterizando baixo fluxo génico; (i) populacbes separadas
geograficamente ocupam ramos proximos ou conectados, o que € sinal de alta taxa
de disperséo da espécie, e consequentemente de fluxo génico entre as populacoes;
ou (iii) grupos monofiléticos separados por uma grande distancia, indicando cesséao
do fluxo génico entre as populacbes por um grande periodo de tempo e possivel
separacao de linhagens (AVISE et al., 1987).

A filogeografia esta intimamente relacionada a demografia, viabilizando o
entendimento de processos da historia de vida das populac¢des, como oscilagdes no
tamanho populacional, conectividade entre populacdes (fluxo génico), colonizacdes
de novos ambientes, entre outros. Esses processos demograficos estdo associados
aos processos ecoldgicos e evolutivos, e as diferencas/semelhancas, genéticas
interpopulacionais sdo os vestigios deixados por eles (LOWE et al., 2017). Todas
essas informacdes sao inéditas e poderao elucidar o padréao de diversidade de duas
importantissimas pragas do cenario de producéo de eucalipto no Brasil (T. arnobia e
Gonipterus spp.), tornando possivel melhores tomadas de decisfes para 0 manejo

integrado de pragas para essas duas espécies.
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2. FILOGEOGRAFIA MOLECULAR DE Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782)
(LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) NO BRASIL

RESUMO

Este estudo analisa a diversidade genética e histéria demogréfica
de Thyrinteina arnobia, o principal lepidéptero-praga desfolhador do
eucalipto no Brasil, utilizando um marcador molecular de DNA mitocondrial
(mtDNA). Amostras provenientes de sete populacfes de areas produtoras
de eucalipto no Brasil foram coletadas para 0 sequenciamento de um
fragmento do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI).
Os indices de diversidade apresentaram resultados baixos de diversidade
nucleotidica e medianos de diversidade haplotipica. Mediante Analise de
Variancia Molecular (AMOVA), os resultados revelaram uma alta
estruturacdo populacional geografica entre as populacdes do Nordeste e
Centro-Sul do pais. Os testes Fs de Fu e D de Tajima nao tiveram valores
significativos, refutando a hipétese de expansado demografica recente ou
eventos de selecéo para as populacdes de T. arnobia. A conformacao da
rede de haplétipos foi coerente com os resultados de neutralidade, pois ndo
apresentou a conformacéo caracteristica de populacdes em expanséo
demografica, que é caracterizada por um haplétipo central frequente e
varios haplétipos raros menos frequentes. Os testes de mismatch
distribution sugerem expansdo espacial das populacbes de T. arnobia,
principalmente das popula¢gdes localizadas no Nordeste brasileiro. As
principais hipoteses para a expansdo espacial sdo devidas a recente
expansdo da eucaliptocultura para os estados da Regido Nordeste do
Brasil, quando comparada ao tempo de plantios de eucalipto presentes nas
Regibes Sudeste, Centro-Oeste e Sul, e pela menor quantidade de
hospedeiros nativos na Regido Nordeste em relacdo aos encontrados no
Grupo Centro-Oeste. A abundéancia de recurso provocada pelas extensas
areas de eucalipto pode favorecer a expansao espacial das populacdes de
T. arnobia. Para confirmacgéo esses resultados recomenda-se a adi¢cao de
outros marcadores moleculares neutros do genoma mitocondrial e nuclear,
a fim de que haja uma melhor perspectiva sobre os padrées demograficos
e de diversidade de T. arnobia. No contexto de Manejo Integrado de
Pragas, a adocdo de estratégias e taticas de controle devem ser
consideradas a partir de uma perspectiva regional/local devido ao baixo
fluxo de alelos entre as regifes brasileiras.

Palavras-chave: lagarta-parda-do-eucalipto; genética de populacéo;
demografia; citocromo c oxidase subunidade |.
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MOLECULAR PHY PHYLOGEOGRAPHY OF Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782)
(LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) IN BRAZIL

ABSTRACT

This study analyzes the genetic diversity and demographic history of
Thyrinteina arnobia, the main lepidopteran eucalyptus defoliator, using a
molecular marker of mitochondrial DNA (mtDNA). Samples from seven
populations of eucalyptus-producing areas in Brazil have collected for the
sequencing of a fragment of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit
| (COI) gene. The molecular diversity indices presented low results of
nucleotide diversity and median results of haplotypic diversity. Through the
Analysis of Molecular Variance (AMOVA), the results revealed a high
geographic population structure among the populations of the Northeast
and Center-South of Brazil. The Fu’s Fs and Tajima’s D tests did not show
significant values, refuting the hypothesis of recent demographic expansion
for the populations. The form of the haplotype network was consistent with
the neutrality results, as it did not present the characteristic shape of
populations in demographic expansion, which is characterized by a frequent
central haplotype and several less frequent rare haplotypes. The mismatch
distribution tests suggest a spatial expansion of the populations of T.
arnobia, mainly those located in the Northeast of Brazil. The main
hypotheses for spatial expansion are due to the recent expansion of
eucalyptus culture to the states of the Northeast Region of Brazil when
compared to the time of eucalyptus plantations present in the Southeast,
Midwest, and South Regions, and by the smaller number of native hosts in
the Northeast Region in relation to those found in the Midwest Group. The
abundance of resources caused by the extensive areas of eucalyptus may
favor the spatial expansion of the populations of T. arnobia. For these
results, it is recommended to add other neutral molecular markers from the
mitochondrial and nuclear genomes, in order to have a better perspective
on the demographic and diversity patterns of T. arnobia. In the context of
Integrated Pest Management, the adoption of control strategies and tactics
should be considered from a regional/local perspective due to the low flow
of alleles between Brazilian regions.

Keywords: eucalyptus brown looper; population genetics; demography;
cytochrome c oxidase subunit I.

2.1. INTRODUCAO

Plantas do género Eucalyptus (Myrtaceae) nativas da Australia foram
introduzidas no Brasil em virtude de seu elevado potencial de produ¢cdo em madeira
(QUEIROZ & BARRICHELO, 2007). O aumento da comercializagdo brasileira de
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produtos florestais cresceu bastante nos ultimos anos, provocando uma inevitavel
exigéncia para o aumento da produtividade do setor florestal brasileiro, e, portanto,
do eucalipto. A producao da celulose, por exemplo, passou de 15,1 milhdes de
toneladas em 2013 para 21,1 milhdes de toneladas em 2018, permitindo o Brasil
alcancar o status de segundo maior produtor mundial dessa commodity (IBA, 2014,
2020).

Apesar do esfor¢co para o crescimento e expansao do eucalipto no Brasil, a
eucaliptocultura ainda sofre ataque de pragas e doencas. Uma das pragas
responsaveis pela reducdo da produtividade na cultura do eucalipto € conhecida
como lagarta-parda-do-eucalipto: Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae) (ALFENAS et al., 2009). Com ocorréncia em praticamente toda a
América do Sul, sua regido de origem, e parte da Ameérica Central (ANJOS, 1987),
T. arnobia encontrou no eucalipto um hospedeiro vulneravel, com poucos
mecanismos de defesa, e passou a ser o principal lepidoptero desfolhador dessa
cultura (OLIVEIRA et al., 2005). Como as regides de origem da praga e do eucalipto
sao distintas, acredita-se que nao houve um processo de coevolucdo entre essas
duas espécies, assim como aconteceu com seus hospedeiros originais, e talvez, isso
justifiqgue a susceptibilidade do eucalipto ao ataque dessa praga (HOLTZ et al.,
2003). Antes da chegada do eucalipto, T. arnobia se alimentava de varios outros
hospedeiros, com preferéncia por plantas da familia Myrtaceae (ZANUNCIO et al.,
1991).

O principal dano causado por T. arnobia as plantas do eucalipto € a desfolha,
gue varia conforme a severidade do ataque. Normalmente, o ataque dessa praga
ocorre em surtos populacionais, e é percebido quando a maior parte das lagartas ja
chegaram ao quinto instar, onde o consumo foliar aumenta (BERTI FILHO, 1974).
Em um estudo realizado por ODA & BERTI FILHO (1978), averiguou-se que plantios
de Eucalyptus saligna com 2,5 a 3,5 anos podem sofrer uma reducéo de 25,6 m% ha
na producao do volume médio de madeira em areas com 100 % de desfolha causada
por T. arnobia.

Apesar da grande importancia da espécie T. arnobia para a area florestal, e
de existir mais de 70 anos da sua relagédo com eucalipto (BERTI FILHO, 1974), ainda
existe uma caréncia sobre informagbes da diversidade genética e estrutura
populacional dessa praga nas diferentes regides brasileiras. Dessa forma, a

filogeografia vem como uma ferramenta capaz de explorar aspectos da diversidade
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das espécies, cada vez mais sendo utilizada na entomologia. Possibilitando
averiguar os padrdes locais de dispersao, fluxo génico, estruturacéo populacional e
distribuicdo espacial dos gendtipos dos organismos estudados, ampliando o
entendimento sobre processos evolutivos e gerando novas perspectivas para o
manejo integrado de pragas (CORREA et al., 2019; FRESIA et al., 2013;
PERETOLCHINA et al., 2018; SILVA et al., 2020; SOARES et al., 2018; STROHER
et al., 2019).

O grau de estruturacéo populacional varia conforme as taxas de fluxo génico
entre as populacbes presentes em uma determinada area geogréfica, podendo
formar: (i) uma grande populacéo de baixa estrutura genética, onde ocorre alta taxa
de cruzamento entre os individuos distribuidos por uma extensa area; (ii) varias
populacdes bem estruturadas, gerando populac¢des independentes que nao realizam
troca de material genético ao longo de uma faixa geogréfica; ou (iii) uma
metapopulacéo, caracterizada como um estado intermediario entre os cenarios i e i,
sendo formada por um agrupamento de populagcdes locais com baixa taxa de fluxo
génico com outro(s) agrupamento(s) de populacbes, ou seja, uma populacado
constituida de populacdes (VAN NOUHUYS, 2016). Regides com caracteristicas
climaticas e de paisagem diferentes podem interferir na variabilidade intraespecifica,
imprimindo barreiras as trocas de material genético entre populaces. Geralmente,
populacdes mais distantes geograficamente também possuirdo maiores diferencas
genéticas (CORDEIRO et al., 2020; GOUDARZI et al., 2019; MOLLER et al., 1996).

Populacdes isoladas tendem a fixar alelos localmente, elevando as
desconformidades entre essas populacfes. Os principais processos evolutivos que
determinam as variacdes intraespecificas, sdo a selecdo natural, que provoca
adaptacdes locais e a deriva genética, que altera as frequéncias génicas apos a
ocorréncia de eventos estocasticos. Esses dois processos funcionam de maneira
oposta ao fluxo génico que tende a homogeneizar os alelos presentes entre as
populacdes (AVISE et al., 1987; MASIER & BONTE, 2020).

Logo, 0s nossos objetivos para esse capitulo foram: (i) avaliar a diversidade
genética e os eventos demograficos que moldaram a atual distribuicdo das
populag@es de T. arnobia nas principais areas de produc¢éo de eucalipto no Brasil; e
(i) investigar a estrutura genética entre as populagdes de T. arnobia inferidos a partir
do marcador molecular baseado no sequenciamento de um fragmento do gene

mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI).



2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Areas de coleta e extracdo de DNA

Adultos de T. arnobia foram coletados em plantios comerciais de eucalipto
distribuidos em sete localidades pelo Brasil sob a parceria da empresa Suzano S.A
(Tabela e Figura 2.1). Os individuos coletados foram trazidos para o Laboratério de

Ecologia Molecular de Artropodes ESALQ-USP onde foram armazenados em freezer

(- 20°C) até a extragdo do DNA gendmico.

Tabela 2.1. InformagcBes sobre os locais coleta das populacdes de Thyrinteina
arnobia no Brasil coletadas entre os anos de 2018 e 2020.

Localidade Codigo de coleta Latitude (S) Longitude (O)
(Cidade, Estado)
Séo Francisco do Brejao, MA MAFB 5°13'48.00" 47°20'24.00"
Acailandia, MA MAAC 4°45'36.02  47°28'12.00"
Maceio, AL ALMA 9°30°27” 36°01°24”
Trés Lagoas, MS MSTL 20°14°30.75” 53°8’6.50”
Martinho Campos, MG MGMC 19°24°'45.91”  45°7°15.93”
Itapetininga, SP SPCL 23°38’18.99” 47°55’8.55”
Mogi Guacgu, SP SPMG 22°18'18.4” 47°06°'02.7"
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Legenda

' Grupo Nordeste
Grupo Centro-Sul

Figura 2.1. Pontos de coleta de T. arnobia distribuidos em 5 estados brasileiros. Os
circulos representam as divisdes geograficas dos grupos Nordeste e Centro-Sul.

Para extracdo do DNA, foi macerado individualmente o térax de mariposas
adultas em nitrogénio liquido e o método padréo de extracdo do DNA gendmico foi
seguido, esse método utiliza o tampao CTAB (Brometo de Cetrimdnio), proteinase K
para digestdo das proteinas/enzimas, lavagem com solucdo de cloroférmio (CIA) e
precipitacdo do DNA total com isopropanol (Adaptado de FERRONATO et al., 2019).
O DNA obtido ao final do processo foi ressuspendido em 50 pl de agua ultrapura e

armazenado em freezer a -20 °C até a futura utilizacéo.

2.2.2. Amplificacéo e sequenciamento do COI

O gene alvo dos estudos foi o gene mitocondrial (mtDNA) citocromo ¢ oxidase
subunidade | (COI), entdo amplificou-se um fragmento desse gene via reacdo da
cadeia da polimerase (PCR) utilizando os seguintes primers para as reacoes de PCR:
LCO1490 (Forward) (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) e HCO2198
(Reverse) (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (FOLMER et al., 1994). Em
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cada reacdo de PCR usaram-se os seguintes padrdes: 2,0 ul DNTP (2,5 mM) (Sinapse
Inc.); 2,0 yl Primer F (5 uM); 2,0 pl Primer R (5 uM); 2,5 pl MgCl. (25 mM); 2,5 ul
tampao (Mg?* Free) (Sinapse Inc.); 10,7 pl Agua milliQ; 0,3 ul Tag Polimerase (5 U)
(Sinapse Inc.); 3 pl de DNA do individuo, totalizando um volume de 25 pl por reacéo.
Os ciclos da PCR consistiram em: desnaturacdo primaria a 95 °C por 3 minutos; 35
ciclos de desnaturacédo por 30 s a 95 °C, anelamento por 30 s a 53 °C e polimerizacéo
por 2 min a 72 °C; e finalmente polimerizacao final a 72 °C por 10 min. Os amplicons
de PCR foram visualizados sob luz ultravioleta apos eletroforese usando 3 pl de
amplicon em 1,5 % v.v-! de gel de agarose.

Os fragmentos amplificados foram purificados em laboratério utilizando as
enzimas Exonuclease | (EXOI) (20 U/ul) e Fosfatase alcalina termossensivel (FastAP)
(1 U/ul) (Thermo Scientific™) e sequenciados pelo método de Sanger no Laboratério
de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) localizado na Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP). Posteriormente, os
cromatogramas foram checados, e as sequéncias editadas e alinhadas no software
Sequencher v.4.0.1. Uma sequéncia consenso do fragmento do gene COIl com
tamanho de 596 pb, formado pelo sequenciamento Forward e Reverse, para cada
individuo foi construida para formar um arquivo FASTA. Em seguida, as sequéncias
editadas usando o algoritmo ClustalW (parametros padrao) foram realinhadas dentro
de software Mega X (KUMAR et al., 2018) formando o dataset_1 com 65 sequéncias

de T. arnobia originadas do Brasil.

2.2.3. Andlise dos dados

Utilizando o software DnaSP v6.12.01 (ROZAS et al., 2017), foram calculados
os indices de diversidade haplotipica (Hd), nimero de haplétipos (H) diversidade
nucleotidica (1) € o numero médio de diferengas nucleotidicas (k) para as populacbes
de T. arnobia. Estabeleceram-se as relacdes genealdgicas entre as sequéncias de T.
arnobia construindo uma rede de haplétipos no software PopArt v1.7 (LEIGH &
BRYANT, 2015). A rede foi construida pelo método Median Joining considerando os
haplétipos encontrados no programa DnaSP v6.12.01 (ROZAS et al., 2017).

Em seguida, foi realizada uma andlise de variancia molecular (AMOVA) pelo

programa Arlequin v3.1 (EXCOFFIER et al., 2005), aplicando 5.000 réplicas para os
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parametros de bootstrap e 5% de significancia. Foram elaboradas andlises néo-
hierarquicas, que consideraram todas as localidades amostradas, e andlises
populacionais, que como 0 nome sugere, examinaram a variancia entre as populacoes
conforme cada local de coleta.

Os resultados da AMOVA revelaram certa estruturacdo entre as populacdes
localizadas no Nordeste do Brasil, e as demais. Entéo, outra analise de variancia
molecular foi realizada dividindo as populacbes em dois grupos segundo sua
distribuicdo geogréfica. O primeiro grupo foi chamado de grupo Nordeste, e recebeu
as populagdes MAFB, MAAC e ALMA, todas localizadas na regido Nordeste do Brasil.
E o segundo grupo foi designado como grupo Centro-Sul, e recebeu as populagdes
das Regides Centro-Oeste (MSTL) e Sudeste (MGMC, SPCL e SPMG) do Brasil. Por
conseguinte, calculou-se por meio da AMOVA os seguintes indices de variancia
molecular: ®cr (varidncia entre os grupos em relagéo a variagao total); P st (variancia
entre as populagdes em relagao a variagao total) e ®sc (varincia entre as populacdes
dentro dos grupos) (EXCOFFIER et al., 1992).

Pelo Arlequin, também foram realizadas para os grupos Nordeste e Centro-Sul,
e para todas as populacdes em conjunto, os testes de neutralidade D de Tajima e Fs
de Fu usando simulacbes de coalescéncia e 1.000 permutacdes. A significancia
considerada para os resultados foi de 95% e p-valor menor do que 0,02. Os testes de
neutralidade D de Tajima e Fs de Fu s&o baseados em um modelo de sitios infinitos,
onde ndo ha recombinacéo. Distinguindo padrées de mutacdes casuais neutras de
mutacbes nao aleatérias originarias de processos de selecdo ou expansao
populacional. Valores negativos e significativos de D ou Fs indicam abundancia de
polimorfismos de baixa frequéncia e suportam a hipétese de expansao populacional
ou de selecao purificadora, ja valores positivos e significativos de D ou Fs significa
gue os polimorfismos de baixa frequéncia sdo menores que o esperado e apontam
para fendbmenos de gargalo genético ou de equilibrio de selecdo. Os valores néo
significativos sdo consistentes com a hipo6tese evolucdo neutra do DNA (FU, 1997,
TAJIMA, 1989).

Por fim, para testar a expansao populacional e relacionar os resultados com o0s
testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu, conduziu-se uma analise de
distribuicdo mismatch usando um modelo de expansédo espacial. A soma dos
guadrados dos desvios (SSD), estatisticas do indice de Raggedness (R) e seu p-valor

associado também foram calculados usando o Arlequin v.3.1. Um valor SSD nao
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significativo significa que a hipotese de expanséo populacional ndo pode ser rejeitada,
e um R nao significativo indica um bom ajuste dos dados ao modelo de expanséo
espacial. Desta forma, popula¢des em equilibrio longo e estavel devem apresentar um
padrdao unimodal, enquanto que populacdes que experimentaram uma expansao
recente apresentam geralmente uma distribuicdo multimodal (ROGERS &
HARPENDING, 1992).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Andlises de diversidade e estrutura demogréafica de T. arnobia

Foram sequenciados com sucesso 65 individuos de T. arnobia para o gene COI
obtendo-se um fragmento de 596 pb. A diversidade haplotipica total foi de Hd = 0,715,
a diversidade nucleotidica de 1T = 0,00194 e o numero médio de diferencas
nucleotidicas de k = 1,15577.

Tabela 2.2. indices de diversidade, nimero de haplétipos e sua distribuicio para as
populacdes de Thyrinteina arnobia no Brasil, calculados a partir do sequenciamento
de um fragmento mtDNA citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI)

Localizacao Diversidade Diversidade

(Cidade, Caodigo N Hapl((l)\lt)lpos haplotipica nucleotidica
Estado) (Hd) (1)
Sao Francisco H1(1), H2(3),
do Brejdo, MA MAFB 7 \32), Hay 9810 0,00256
Acailandia, MA MAAC 9 H2(7), H3(2) 0,389 0,00130
Maceio, AL ALMA 10 H5(10) 0 0
Trés Lagoas, MS MSTL 10 H3(1), H8(9) 0,200 0,00034
Martinho
Campos, MG MGMC 10 H3(10) 0 0
Itapetininga, SP SPCL 10 H3(8), H6(2) 0,356 0,00060
Mogi Guagu, SP SPMG 9 H3(8), H7(1) 0,222 0,00037

A analise da rede de haplotipos gerou um total de 8 haplotipos nos 65
individuos de T. arnobia amostrados em 7 localidades (Tabela 2.2). O haplétipo mais
frequente foi o H3, presente em 49,23% dos individuos de T. arnobia amostrados,

além de estar presente nos dois grupos geograficos da espécie. Os individuos do
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grupo Nordeste possuem 5 haplétipos, enquanto os do grupo Centro-Sul apresentam
4 haplétipos (Figura 2.2). As relagdes genéticas entre haplétipos apontam uma
recente relacdo filogenética entre os individuos refor¢cada pela baixa diversidade

genética e distancia de apenas um passo mutacional entre os haplétipos.

H4

1sample

® Nordeste
H8 @® cCentro-Sul

Figura 2.2. Rede de haplétipos de 65 individuos de T. arnobia baseada em um
fragmento de 556 pb do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade | (COI).
As cores indicam a distribuicdo geogréafica dos haplotipos considerando a regido
Nordeste e a regido Centro-Sul do Brasil.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) dos haplétipos encontrados para T.
arnobia considerando dois niveis hierarquicos revelou uma alta variacdo entre grupos
(70%, ®dst =0,70; p <0.001), e consequente baixa variagdo dentro dos grupos (30%).
Quando a AMOVA foi dividida em trés niveis hierarquicos (Grupos Nordeste e Centro-
Sul), a variacao entre grupos diminuiu para 51,87%, e a variacdo dentro dos grupos
diminuiu para 23,17%, demonstrando que a estruturacéo € gerida pela geografia entre
os locais amostrados (®cr = 0,52 p = 0,03) (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Analise de variancia molecular (AMOVA) para estrutura genética de
populacdes de Thyrinteina arnobia utilizando o marcador mitocondrial citocromo c
oxidase subunidade | (COI)

Componente  Varianci Indice de

Fonte de Soma de . ~
variacao GL quadrados _de : a fixagao
variancia (%) (p-valor)
Geral
- ®dst =0,70
Entre populacdes 6 25,913 0,44547 Va 70,0 (p = 0,000)
Dentro de
populacdes 58 11,071 0,19089 Vb 30,0
Total 64 36,985
Grupo Nordeste vs. Grupo Centro-Sul
®cr =0,52
Entre grupos 1 15,421 0,42739 Va 51,87 (p=
0,0000)
Entre populacdes ®sc =0,51
dentro de grupos 5 10,493 0,20563 Vb 24,96 (b = 0,0000)
Dentro dos 55 11071 0,19089 Vc 2317 (Ps1=0,76
grupos (p =0,027)
Total 64

Os testes de neutralidade indicam que as populacdes de T. arnobia ndo estéao
em expansao ou retracao populacional D de Tajima = -0,55; p > 0.10. Estes resultados
demonstram que os polimorfismos encontrados estdo de acordo com o modelo de
neutralidade proposto por TAJIMA (1989) e que as populacbes de T. arnobia
estudadas de maneira geral ndo se encontram em condi¢cdes expansao populacional
(FU, 1997), o mesmo acontece quando as popula¢gdes séo divididas em grupos, de
acordo com os resultados para D de Tajima e Fs de Fu (p-valor) para os grupos
Nordeste e Centro-Sul, respectivamente: D =- 0,27 (p =0,433), Fs =- 0,95 (p = 0,246);
D=-0,59 (p=0,32), Fs=-0,94 (p = 0,212).

Os graficos de distribuicdo mismatch para os valores observados e simulados
para expansao espacial ndo foram significativos para os individuos de T. arnobia
guando avaliados como um todo (SSD < 0,002, p > 0,42; Raggedness < 0,61, p >
0,36). Quando divididos em grupos, os valores SSD foram significativos para a regido
Centro-Sul indicando uma néo expansao/regressao espacial de T. arnobia nos locais
amostrados, visto que a hipétese nula de padrdao unimodal das curvas foi rejeitada, e
nao significativo (p > 0,05) para a regido Nordeste, indicando um padréo bimodal de

curva (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Distribuicdo espacial de mismatch para os individuos de T. arnobia como
um todo ou quando divididos em grupos de acordo com os locais de coleta. As
analises foram geradas com intervalo de confianca de 95% e 1000 replicacGes de
bootstrap. Linhas sdélidas representam os valores observados; linhas pontilhadas os
valores esperados e linhas interrompidas o intervalo de confianca a 95%. SSD = Soma
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2.4. DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro na utilizagdo do mtDNA como uma ferramenta para
obtencdo de uma perspectiva quanto a genética populacional de T. arnobia. Os
resultados apontaram baixa diversidade nucleotidica (1 = 0,00194) e mediana
diversidade haplotipica (Hd = 0,715) global das populacdes. Dois fatores principais
explicam baixos valores de diversidade nucleotidica, rdpida expansdo geogréfica
advinda de um efeito fundador (DE JONG et al., 2011; GRANT & BOWEN, 1998) ou
eventos recentes de gargalo genético ou selecdo natural (KESANIEMI et al., 2012;
LIU et al., 2019; LOHMAN et al., 2008). Nenhuma das explicacdes anteriores sao
totalmente exclusivas, porém a relacdo haplotipica revelada pela rede de haplotipos
de T. arnobia nédo indica expansao populacional por efeito fundador uma vez que a
rede de haplotipos ndo apresenta conformacéo “star-like” (onde existe um haploétipo
central frequente com varios haplétipos menos frequentes partindo desse) e os testes
de neutralidade ndo foram significativos. Assim, se sugere que as populacdes de T.
arnobia passaram por efeitos de gargalho genético ou selecéo recente (AVISE, 2000;
BUBAC & SPELLMAN, 2016; LAVAGNINI et al., 2015; MELOSIK et al., 2019).

Avaliando as relacdes genealdgicas e a distribuicdo geografica dos haplotipos
de T. arnobia, relata-se uma forte estruturacdo genética entre as populacdes
considerando as regifes geograficas Nordeste e Centro-Sul. Essa estruturacéo foi
confirmada pelos indices estimados pela AMOVA, que demonstraram que a maior
parte da variancia encontrada entre as populacdes esta separada entre grupos
(Nordeste e Centro-Sudeste). A AMOVA considera as distribuicdes das frequéncias
entre os haplétipos utilizando estatisticas F e medindo a interdependéncia entre a
variabilidade genética que pode sofrer alteracao por fenbmenos evolutivos, como
migracao ou taxa mutacional (EXCOFFIER & HECKEL, 2006). A rede de haplétipos,
por sua vez, considera as relacbes genealdgicas entre os haplotipos (LEIGH &
BRYANT, 2015).

Essa forte estruturacdo genética entre as regides brasileiras nos permite fazer
trés conclusdes sobre as popula¢cdes naturais de T. arnobia: o fluxo génico entre as
populacdes de T. arnobia de diferentes regides brasileiras néo é forte o bastante para
homogeneizar, entre as populacdes, os alelos fixados pela deriva genética ou a pela
selecdo natural promovida pelas condi¢Ges bibticas e abidticas de cada regido; as

populagdes de T. arnobia que colonizam os cultivos de eucalipto ja estavam presentes
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em hospedeiros nativos nas diferentes regides brasileiras e os cultivos de eucalipto
influenciaram pouco na dinamica de fluxo génico entre as populagdes brasileiras de
T. arnobia entre essas regifes; e que esses resultados reforcam a existéncia de
apenas uma subespécie no Brasil (T. arnobia arnobia), como citada por RINDGE
(1961).

Os testes de neutralidade Fs de Fu e D de Tajima testaram aspectos
demograficos para as populacdes de T. arnobia, e séo testes geralmente baseados
na distribuicdo de diferencas de pares entre sequéncias dentro de populagdes. O teste
D de Tajima é fundamentado na distribuicdo de frequéncia de alelo de sitios
segregantes. Valores positivos indicam uma predisposicéo para alelos de frequéncia
intermediaria, ao passo que valores negativos indicam uma predisposicéo para alelos
raros, sendo o ultimo associado as expansdes populacionais (demograficas) recentes
(TAJIMA, 1989). Ja o teste Fs de Fu € baseado na distribuicéo de haplétipos ou alelos,
onde valores negativos também assinalam eventos de expansao populacional recente
(FU, 1997). Os resultados demonstraram valores negativos, mas nao significativos (p-
valor > 0,02) para todos os testes, refutando a hipétese de expansao demografica para
T. arnobia, como ja anteriormente apontado pela rede de haplotipos. Esse padrao de
resposta ndo € comum em pragas agricolas, pois os cultivos se demonstram uma
grande fonte de recurso para aumento do numero efetivo de individuos nas
populacdes de espécies nativas e consequente o surgimento de novos alelos que séo
fixados nas populacdes (ARIAS et al., 2019; LEITE et al., 2017; SOARES et al., 2018).
Desta forma, sugere-se que apesar de T. arnobia ser uma praga importante dos
cultivos de eucalipto, esse nao contribuiu para uma expansdo demogréafica das
populacdes naturais de T. arnobia.

Ao contrério dos resultados de expansdo demografica, o teste de mismatch
distribution acusou expansao espacial para T. arnobia, analisada como um todo, e
para o grupo Nordeste. O grupo Centro-Sul parece nao estar sob expansao espacial
conforme a analise de mismatch. Valores nao significativos de soma dos quadrados
dos desvios (SSD) e do indice de Raggedness (R) indicam um modelo de expanséo
espacial (ROGERS & HARPENDING, 1992). Buscando uma explicacao plausivel para
os resultados contrastantes de expansédo demografica x expansao espacial, pode-se
pensar que, mesmo que as populacdes de T. arnobia estejam demograficamente
estaveis, existe uma expansao espacial para as regides do Nordeste do Brasil, que é

a area que atualmente demonstra um maior crescimento dos plantios de eucalipto.
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Em 2005 por exemplo, os unicos relatos existentes de florestas de eucalipto no
Nordeste sdo dos estados da Bahia (527.386 ha) e do Maranhdo (60.745 ha),
enquanto todos os estados das Regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul ja possuiam
florestas plantadas de eucalipto, com a excecao do estado do Rio de Janeiro (ABRAF,
2006). Em 2019, o estado do Alagoas ja aparece nas estatisticas de areas plantadas
(18.528 ha), juntamente com o Piaui (25.281 ha), além dos estados j& mencionados
com areas plantadas de eucalipto: Bahia (com aumento da area de aproximadamente
12% em relacdo ao ano de 2005) e Maranhdo (com aumento da area de 74,5% em
relacdo ao ano de 2005) (IBA, 2020).

Um outro fator que pode explicar os resultados que demonstram expansao
espacial das populagdes de T. arnobia presentes na Regido Nordeste, é a composi¢cao
botanica nativa de plantas hospedeiras da lagarta-parda-do-eucalipto que mantém a
populacdo natural de individuos. Dentre os biomas brasileiros, a Mata Atlantica se
sobressai como 0 bioma com a maior riqueza de espécies da familia Myrtaceae
(BARROSO & PEIXOTO, 1995; MORAIS et al., 2014; PEIXOTO & GENTRY, 1990).
A relacdo de hospedeiros nativos de T. arnobia, ocorréncia nos estados brasileiros (de
acordo com SiBBR, 2020) e porcentagem de espécies hospedeiras por estado esta
apresentada na tabela A.1. na secdo de Apéndices. Comparando as regides Nordeste
e Centro-Sul do pais, a média de ocorréncia dos hospedeiros nativos de T. arnobia é
de 31,78% para os estados do Nordeste, e 54,36% para os estados das regibes
Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Portanto, teoricamente, os plantios de eucalipto estejam
favorecendo a expansao espacial dessa espécie na Regido Nordeste, pela menor
rigueza de hospedeiros nativos em comparacao a Regidao Centro-Sul.

Uma anélise mais robusta incluindo um maior nimero de pontos amostrais e
adicdo de outros marcadores moleculares neutros e, principalmente, adaptativos
podem nos proporcionar uma perspectiva mais completa sobre os padrdes de
diversidade, demogréaficos e como as forcas evolutivas (deriva genética e selecdo
natural) estdo moldando as populacbes de T. arnobia no Brasil. Informac¢des
imprescindiveis para o desenvolvimento de processos e tecnologias para 0 manejo

sustentavel dessa praga na cultura do eucalipto no Brasil.
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3. IDENTIFICACAO MOLECULAR E DEMOGRAFIA DE Gonipterus platensis
E G. pulverulentus (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) NO BRASIL

RESUMO

Os curculionideos-praga conhecidos como gorgulho-do-eucalipto
fazem parte de um agrupamento de oito espécies cripticas, nativas da
Australia, chamado de “complexo Gonipterus scutellatus”. A identificagéo
das espécies do complexo G. scutellatus permaneceu um tanto obscura
durante varios anos, e hoje no Brasil, estdo presentes as espécies G.
platensis e G. pulverulentus. Dentro do complexo G. scutellatus,
informacBes sobre a diversidade genética dessas espécies podem
contribuir para melhorar a delimitacdo geografica de distribuicdo das
espécies dentro complexo, resolver problemas de identificacdo das
espécies cripticas e auxiliar em estratégias de manejo. Dessa forma, os
objetivos foram: (i) identificar molecularmente as espécies de Gonipterus
presentes no Brasil e inferir sua distribuicdo geografica no pais; (ii) construir
marcadores moleculares espécies-especificos para as espécies de
Gonipterus presentes no Brasil; e (iii) estimar a diversidade genética, 0s
parametros demograficos e de estrutura populacional de G. platensis no
Brasil. Utilizaram-se individuos de Gonipterus provenientes de 7 locais do
Brasil. Posteriormente, sequenciou-se um fragmento do gene COI que
serviu como base para as analises filogenéticas, de identificagcdo molecular
e de demografia. Os resultados confirmaram a presenca das espécies G.
platensis e G. pulverulentus no Brasil. Foi possivel identificar
molecularmente as espécies cripticas G. platensis e G. pulverulentus
mediante utilizacdo de primers especificos que revelou que a distribuicao
de G. pulverulentus é restrita ao Sul do pais, enquanto G. platensis ocorre
na regidao Sul, em sobreposicdo com G. pulverulentus, e nas Sudeste e
Nordeste do Brasil. Os resultados de estruturacdo populacional de G.
platensis indicaram que provavelmente a introducdo dessa espécie no
Brasil é oriunda de um Unico evento e que dentro do pais, as populacdes
de G. platensis apresentam baixa diversidade genética. No entanto, essa
diversidade esta estruturada entre as regides ao Sul e ao Nordeste do pais.
As populacdes brasileiras, apesar de expansao espacial, ndo parecem
estar em expanséo demografica, se mantendo estaveis dentro do Brasil. As
medidas de boas praticas silviculturais devem ser reforcadas para impedir
reintroducdes, evitar introducfes de outras espécies de Gonipterus spp.
ainda ausentes no Brasil e conter o avanco natural do gorgulho-do-
eucalipto para outros estados brasileiros.

Palavras-chave: gorgulho-do-eucalipto; identificacdo molecular;
diversidade populacional; demografia.



48

MOLECULAR IDENTIFICATION AND DEMOGRAPHY OF Gonipterus platensis
AND G. pulverulentus (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) IN BRAZIL
ABSTRACT

The curculionids-pests known as eucalyptus snout beetles are part
of a group of eight sibling species, native to Australia, called the “Gonipterus
scutellatus complex.” The identification of the G. scutellatus species
complex remained obscure for several years, and today in Brazil, the
species G. platensis and G. pulverulentus are described as presents. Within
the G. scutellatus complex, information about these species' genetic
diversity can contribute to improving the geographic delimitation of species
distribution within the complex, solve problems of identification of sibling
species, and assist in management strategies. Thus, the objectives were:
(i) to identify the species of Gonipterus present in Brazil molecularly and to
infer their geographic distribution in the country; (ii) build species-specific
molecular markers for Gonipterus species present in Brazil; and (iii)
estimate the genetic diversity, demographic and population structure
parameters of G. platensis in Brazil. We used Gonipterus individuals from 7
locations in Brazil. Subsequently, a fragment of the COIl gene was
sequenced, which served as the basis for the phylogenetic molecular
identification, and demography analyzes. The results confirmed the
presence of the species G. platensis and G. pulverulentus in Brazil. It was
possible to molecularly identify the sibling species G. platensis and G.
pulverulentus through the specific primers that revealed that G.
pulverulentus is restricted to the South of the country. In contrast, G.
platensis occurs in the South, overlapping with G. pulverulentus and Brazil's
Southeast and Northeast. The results of the population structure of G.
platensis revealed that the introduction of this species in Brazil is probably
due to a single event and that populations of G. platensis have low genetic
diversity within the country. However, this diversity is structured between
the regions to the south and northeast of the country. Despite the spatial
expansion, Brazilian populations do not appear to be undergoing
demographic expansion in the Brazilian territory, remaining stable. The
measures of good silvicultural practices must be reinforced to prevent
reintroductions and avoid introductions of other Gonipterus spp. still absent
in Brazil, and to contain the natural advance of eucalyptus weevils to other
Brazilian states.

Keywords: eucalyptus snout beetle; molecular identification; population
diversity; demography.
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3.1. INTRODUCAO

Os curculionideos conhecidos como gorgulho-do-eucalipto fazem parte de um
agrupamento de oito espécies cripticas, nativas da Australia, chamado de “complexo
Gonipterus scutellatus”. Atualmente, trés espécies desse complexo estéo introduzidas
ao redor do mundo: Gonipterus platensis (Marelli, 1926), G. pulverulentus Lea, 1897
e uma espécie ainda ndo descrita, denominada por MAPONDERA et al. (2012) como
Gonipterus sp. n. 2 (JEGER et al., 2018; MAPONDERA et al., 2012; SCHRODER et
al., 2020). As espécies de Gonipterus spp. diminuem a produtividade do eucalipto por
causarem a desfolha das copas das arvores, deixando-as com aspecto tipico
conhecido como vassoura-de-bruxa causado pela quebra das dorméncias de gemas
presentes nos ramos e cascas do eucalipto (GONCALVES et al., 2019; LANFRANCO
& DUNGEY, 2001; LOCH & MATSUKI, 2010; TOOKE, 1955). E por isso, aparecem
em listas de pragas quarentenarias de varios paises (EPPO, 2005).

A identificacdo das espécies do complexo G. scutellatus permaneceu um tanto
obscura durante varios anos. Citando o Brasil como exemplo, até o ano de 2012,
considerava-se que as duas espécies presentes no pais eram G. scutellatus
(Gyllenhal, 1833) e G. gibberus (Boisduval, 1835), quando na verdade, essas espécies
nao sao encontradas fora de seu local de origem e mesmo em suas regides de
endemismo, sdo pouco detectadas durante as coletas (MAPONDERA et al., 2012).
Ademais, G. gibberus, é uma espécie a parte, e ndo pertence ao complexo G.
scutellatus. Essas descobertas foram alcancadas, apds andlises morfoldgicas da
genitadlia masculina dos besouros juntamente com a utilizacdo de ferramentas
moleculares, sendo preciso hoje, em razdo da presenca de espécies cripticas, a
utilizacdo de uma dessas ferramentas para uma identificacdo precisa ao nivel de
espécie (GARNAS et al., 2011; JEGER et al., 2018; MAPONDERA et al., 2012).

A relacdo entre insetos-pragas, agricultura e globalizacdo tem favorecido a
invasao de espécies exoticas para fora de sua area nativa (ANDERSON et al., 2016;
SILLERO et al., 2020; WESTPHAL et al., 2008). Esses eventos de introducao
representam riscos graves para a diversidade nativa, para o0 homem e para a
agricultura, afetando negativamente a economia (LEE, 2002; LUQUE et al., 2014;
PAINI et al., 2016; PIMENTEL et al., 2000). As estimativas de perdas causadas por

insetos invasores giram em torno de US$ 70 bilhdes por ano, sendo estimado US$ 10
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bilhBes anuais para a industria florestal e US$ 6,9 bilhées anuais para os custos
relacionados a saude humana (BRADSHAW et al.,2016).

No Brasil os primeiros relatos da presenca de Gonipterus datam da década de
1950, quando foi identificada a espécie G. pulverulentus, descrita anteriormente como
G. gibberus (BARBIELINI, 1955 citado por FREITAS, 1991). Anos depois, FREITAS
(1979) informa a presenca de G. platensis (identificada como G. scutellatus) no estado
do Parana. E desde entdo, essas duas espécies permanecem no territorio brasileiro
causando danos aos plantios comerciais de eucalipto. G. platensis € a espécie com
maior distribuicdo no territério brasileiro, ja reportada nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa, Catarina, Parana, Sao Paulo e Espirito Santo, e G. pulverulentus nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (EPPO, 2005; JEGER et al.,
2018; SCHRODER et al., 2020;WILCKEN et al., 2008).

A difusédo da aplicacdo de ferramentas moleculares na Taxonomia, auxilia na
resolucdo de problemas como a identificacdo de espécies cripticas proporcionando
cada vez mais, maior robustez na determinacao de posi¢des sistematicas e avaliacdo
da biodiversidade nos sistemas agricolas (SCHLICK-STEINER et al., 2010; CORREA
et al., 2013). J&4 quando as metodologias moleculares sao aplicadas no campo da
Ecologia, estudos sobre fluxo génico, estrutura populacional, variacdo intra e
interespecifica, eventos de retracdo e expansado populacional etc., podem sobrevir
(CHOUPINA & MARTINS, 2015). Esse ramo, da ciéncia denominado Ecologia
Molecular permite elucidar, por exemplo, 0s processos evolutivos de espécies que
chegam a um novo ambiente (CAO et al., 2017; WEI et al., 2015). Recentemente,
FERRONATO et al. (2019) tracaram as possiveis rotas de introducéo de Drosophila
suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae), uma praga de frutos, no Brasil, e
SANTOS et al. (2021) descobriram a presenca de outra espécie do parasitoide do
género Psyllaephagus da praga florestal Glycaspis brimblecombei (Moore, 1964)
(Hemiptera: Aphalaridae), no pais.

Dentro do Reino Animal, os principais marcadores moleculares utilizados em
estudos de populacbes e de filogenia sdo fundamentados em sequéncias de DNA
mitocondrial (mtDNA) (AVISE, 2009), visto que esses marcadores possuem
particularidades préprias, como, método de herancga uniparental (materno), arranjo
molecular simples, baixo indice de recombinacgéo, alta taxa amplificacdo, além de
possuirem varios primers ja disponiveis na literatura (AVISE et al., 1987; FREELAND,

2011; SIMON et al., 2006). Dentre os genes mais utilizados nos estudos
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populacionais, podemos citar os genes Citocromo ¢ Oxidase Subunidade | (COIl), o
Citocromo B (CytB), o gene ribossomal 16S entre outros (SHOUCHE & PATOLE,
2000; SIMON et al., 1994; SOARES et al., 2018; MANDAL et al., 2014). Além dos
estudos populacionais a primeira porcdo do gene COI também é utilizado como
ferramenta de identificacdo de espécies em animais, denominado DNA barcode
(HEBERT et al., 2003).

Ao passar dos anos, a compreensao sobre a diversidade genética das espécies
vem recebendo maior relevancia nas tomadas de deciséo dentro do manejo integrado
de pragas (MIP) (KARLSSON GREEN et al., 2020). Essas informacfes genéticas
podem ser mensuradas e nos ajudar a elucidar os processos evolutivos que ocorrem
com as espeécies. Dentro do complexo G. scutellatus, essas informacdes irdo contribuir
para melhorar a delimitacdo de distribuicdo das espécies dentro complexo, resolver
problemas de taxonomia (por identificar molecularmente as espécies cripticas) e
auxiliar em estratégias de manejo, como por exemplo, caracteristicas genéticas
possibilitam escolher quais agentes de controle bioldgico sdo melhores para uma
espécie, linhagem ou bidtipo (SCHRODER et al., 2020). Dessa forma, os objetivos
foram: (i) identificar molecularmente as espécies de Gonipterus presentes no Brasil;
(i) construir marcadores moleculares espécies-especificos para rapida e precisa
identificacdo das espécies de Gonipterus presentes no Brasil e inferir a distribuicédo
geografica no pais; e (iii) utilizando uma abordagem filogeografica, estimar a
diversidade genética, os parametros demograficos e de estrutura populacional de G.

platensis no Brasil.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coleta de insetos e extracdo de DNA

A amostragem dos individuos de Gonipterus spp. foi realizada em parceria com
as empresas Suzano S.A., Klabin S.A. e pelo Instituto de Pesquisas e Estudos
Florestais (IPEF) em plantios comerciais de eucalipto. Foram coletados em torno de
15 individuos adultos em sete localidades diferentes (Tabela 3.1) que foram

acondicionados a temperatura de -20 °C até a extracdo do DNA.
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Tabela 3.1. Localizacdo das populagdes coletadas de Gonipterus spp. em eucalipto
no territorio brasileiro, ente os anos de 2018 e 2020.

(Cilc_igggflggttj;do) Cédigo de coleta Latitude (S) Longitude (O)
Nao informada, RS HFENV - -
Arroio dos Ratos, RS RSAR 30°10'49.13" 51°45'3.39"
Telémaco Borba, PR PRPN 24°19'25.39 50°37'15.05"
Itirapina, SP SPTI 22°12'36.00" 47°57'36.00"
Itararé, SP SPIT 24°10'48.00" 49°13'12.00"
Sao Mateus, ES ESSM 18°45'36.00"  39°57'0.00"
Mucuri, BA BAMU 18°02’53.9” 39°59'35.5”

Para extracdo do DNA, foram macerados individualmente a cabeca e pronoto
dos besouros adultos em nitrogénio liquido e seguiu-se o0 método padrao de extracao
do DNA gendmico que utiliza o tampao CTAB (Brometo de Cetrimbnio) (Adaptado de
FERRONATO et al.,, 2019). Adicionou-se aos tubos contendo os individuos
macerados 500 pl do tampéo CTAB 2% (100 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M de NaCl;
0,02 M de EDTA, pH 8,0; CTAB 2%), 2 ul de B-mercaptoetanol (0,2%) e 10 ul de
proteinase K (25 mg/ml). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em um
agitador tipo vortex sob velocidade maxima e incubadas em banho maria a 65 °C por
3 horas. Concluido o tempo de incubacéo, foram adicionados em cada tubo 3 pl de
RNAse A (10 mg/ml) (Sigma®). Os tubos foram agitados novamente no vortex e
levados mais uma vez para o banho maria, onde ficaram por mais 2 h. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm e o0 sobrenadante
formado foi transferido para um novo tubo, ao qual foi adicionado 500 ul de CIA
(cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 v/v). Logo apds, as amostras foram centrifugadas
por 20 minutos a 14000 rpm e mais uma vez o sobrenadante foi transferido para outro
tubo. Os processos de adicdo de CIA, centrifugacéo, retirada do sobrenadante e
passagem para um novo tubo foram repetidos, e entdo, adicionou-se 500 pl de
isopropanol a cada amostra. O isopropanol possui a funcéo de precipitacdo do DNA,
entdo cada amostra foi mantida em freezer a -20°C por uma noite para total
precipitacdo do DNA genbmico. No dia seguinte, as amostras passaram por um
processo de centrifugacéo por 30 minutos a 14000 rpm e 4 °C formando os pellets de
DNA. Em seguida, o sobrenadante gerado foi descartado e os pellets foram lavados
com 500 pl de etanol 70% e imediatamente com etanol 95%. Depois das lavagens, os

pellets secaram por completo dentro da capela de exaustdo em temperatura ambiente
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e por fim, os foram ressuspendidos em 45 pul de dgua ultrapura. Todo DNA extraido

foi estocado a -20°C.

3.2.2. Amplificagdo e sequenciamento do COI

Amplificou-se um fragmento do gene mitocondrial citocromo c oxidase
subunidade | (COl) via reacéo da cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA total
extraido de cada individuo em cada localidade amostrada. Foram utilizados para as
reacdes de PCR os seguintes primers descritos por SIMON et al. (2006): C1J2183
(Forward) (5-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3') e TL2N3014 (Reverse) (5'-
TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA-3).

Em cada reacgéo de PCR usou-se os seguintes padrdes: 2,0 pl DNTP (2,5 mM)
(Sinapse Inc.); 2,0 pl Primer F (5 uM); 2,0 pl Primer R (5 uM); 4,0 pl MgCl2 (25 mM);
2,5 ul tampéo (Mg?* Free) (Sinapse Inc.); 8,2 pul Agua milliQ; 0,3 pl Taqg Polimerase (5

U) (Sinapse Inc.); 4 pl de DNA do individuo, totalizando um volume de 25 pul por reagéo.
Os ciclos da PCR consistiram em: desnaturacdo primaria a 95 °C por 3 minutos; 35
ciclos de desnaturacao por 30 s a 95 °C, anelamento por 30 s a 50 °C e polimerizacéo
por 2 min a 72 °C; e finalmente polimerizacéo final a 72 °C por 10 min. Os amplicons
de PCR foram visualizados sob luz ultravioleta apos eletroforese usando 3 pl de
amplicon em 1,5 % v.v! de gel de agarose.

Os fragmentos amplificados foram purificados em laboratorio utilizando as
enzimas Exonuclease | (EXOI) (20 U/ul) e Fosfatase alcalina termossensivel (FastAP)
(1 U/ul) (Thermo Scientific™) e sequenciados de maneira bidirecional pelo método de
Sanger no Laboratério de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) localizado na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP).
Posteriormente, os cromatogramas foram checados, e as sequéncias foram editadas
e alinhadas no software Sequencher v.4.0.1. Uma sequéncia consenso do fragmento
do gene COI com tamanho de 611 pb, formado pelo sequenciamento Forward e
Reverse, para cada individuo foi construido para formar um arquivo FASTA. Em
seguida, as sequéncias editadas usando o algoritmo ClustalW (parametros padrao)
foram realinhadas dentro de software Mega X (KUMAR et al., 2018) formando o

dataset_1 com 59 sequéncias de Gonipterus originadas do Brasil.
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3.2.3. Identificagc&o molecular

O dataset_1 foi submetido a analise de identificacdo dos haplétipos no software
DnaSP v6.12.01 (ROZAS et al., 2017). Posteriormente, um dataset_2 formado pelos
haplotipos encontrados no Brasil de Gonipterus sp. e por sequéncias homélogas de
COl do complexo criptico G. scutellatus disponiveis no GenBank previamente geradas
por MAPONDERA et al. (2012) (numeros de acesso no apéndice: Tabela A.2) foi
construido. Incluiram-se sequéncias das espécies G. scutellatus, G. platensis, G.
pulverulentus, Gonipterus sp.n. 1, Gonipterus sp.n. 2, Gonipterus sp.n. 3, Gonipterus
sp.n. 4, G. balteatus, Oxyops pictipennis e Haplonyx sp. (outgroup) (Coleoptera:
Curculionidae). Posteriormente, foi contruida uma arvore filogenética bayesiana com
intuito de confirmar a identificacdo das espécies de Gonipterus no Brasil. Utilizando o
modelo HKY proposto por Hasegawa et al. (1985) e os parametros +I1+G. O melhor
modelo de substituicdo nucleotidica e parametros para andlise filogenética foi
encontrado utilizando-se o software MrModeltest2 v2.4 (NYLANDER, 2004). A
construcao da arvore teve suporte entre os nés dos ramos gerados de 20 milhdes de
repeticdes, e foi realizada utilizando o programa MrBayes (HUELSENBECK e
RONQUIST, 2001).

3.2.4. Construcao de primers especificos para identificacdo das espécies

Gonipterus presentes no Brasil

Apos as analises filogenéticas e confirmacgao da presenca de duas espécies de
Gonipterus no Brasil, G. platensis e G. pulverulentus, foi utilizado o dataset 2 como
molde para construir quatro primers que amplificam o gene COI de maneira diferente
para as duas espécies. Assim, para G. pulverulentus, os primers geraram dois
fragmentos de tamanhos de 438 pb e 241 pb, provenientes do anelamento dos primers
Gpul_F e Gpul_R e Gpul_F e Guni_R, respectivamente. Ja para G. platensis, os
primers geraram apenas um fragmento de 222 pb oriundo do anelamento dos primers
Gpla_F e Guni_R (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Primers desenvolvidos para a identificagédo molecular de G. platensis e G.
pulverulentus através de reacdo de PCR

. Ania (B0 Espécie(s)
Primer Sequéncia (5’-3’) amplificada(s)
Gpul_F GGTATAGATGTAGATACGCGG G. pulverulentus

Gpul_R CGAGTACCGTGCAGGTATTCCTCTTAAT G. pulverulentus

Gpla_R TGAATATCGTCGAGGTATACCTCTTAAC G. platensis
Guni_F CATGATACTTATTATGTAGTTGCTC G. pulverulentus e
— G. platensis

3.2.5. Diversidade e demografia molecular de G. platensis no Brasil

As analises de estrutura populacional e demograficas foram realizadas para a
espécie G. platensis, pois G. pulverulentus apresentou baixa distribuicdo no Brasil e
auséncia de diversidade na regido COIl amplificada. Assim, foi construido um
dataset_3 com todas as sequencias de G. platensis (n = 51) oriundas de individuos
brasileiros para as analises filogeograficas posteriores.

Inicialmente, foram estimados o numero de haplétipos (H), a diversidade
haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (1) e 0 numero de diferencgas nucleotidicas
(K) no programa DnaSP v6.12.01 (ROZAS et al., 2017). As relacdes genealbgicas de
G. platensis entre as sequéncias do fragmento do gene mitocondrial COI foram
visualizadas estabelecendo uma rede de haplétipos. Construiu-se a rede de
haplétipos pelo método Median Joining através do software PopArt v1.7 (LEIGH e
BRYANT, 2015).

Posteriormente, uma analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no
software Arlequin v3.1 (EXCOFFIER et al., 2005), aplicando 5.000 réplicas para os
parametros de bootstrap e 5 % de significancia. Essas andlises foram conduzidas para
verificar a presenca de estrutura genética entre os individuos, considerando todas as
localidades amostradas (andlise ndo-hierarquica) e entre as populagbes de acordo

com a regido geografica de coleta.
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Também efetuou-se os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu utilizando
o Arlequin v3.1 (EXCOFFIER et al., 2005), em ambos os testes foram utilizados 1.000
permutagdes usando simulagdes de coalescéncia. Considerou-se a significancia dos
dados para a estatistica de Fs de Fu em 95 % e p-valor menor que 0,02. Esses dois
testes de neutralidade sdo fundamentados no modelo de sitios infinitos sem
recombinacao e distinguem padrdes de mutacdes casuais neutras das ndo aleatorias
provenientes de expansao populacional ou selecdo. Valores negativos e significativos
de D ou Fs indicam abundéancia de polimorfismos de baixa frequéncia e suportam a
hip6tese de expansao populacional ou de sele¢éo purificadora, ja valores positivos e
significativos de D ou Fs significa que os polimorfismos de baixa frequéncia sao
menores que o esperado e apontam para fendbmenos de gargalo genético ou de
equilibrio de selecdo. Os valores néo significativos sdo consistentes com a hipotese
evolucao neutra do DNA.

Conduziu-se uma andlise de distribuicdo mismatch usando um modelo de
expansao espacial. A soma dos quadrados dos desvios (SSD), estatisticas do indice
de Raggedness (R) e seu p-valor associado também foram calculados usando o
Arlequin v.3.1. Um valor SSD néo significativo significa que a hipotese de expansao
populacional ndo pode ser rejeitada, e um R nao significativo indica um bom ajuste
dos dados ao modelo de expanséo espacial. Desta forma, populacdes em equilibrio
longo e estavel devem apresentar um padrao unimodal, enquanto que populacdes que
experimentaram uma expansao recente apresentam geralmente uma distribuicdo
multimodal (ROGERS & HARPENDING, 1992). A andlise de distribuicdo mismatch foi

realizada testando os modelos para as populacées como um todo (Brasil).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Identificacdo molecular de Gonipterus spp. no Brasil

A andlise filogenética realizada com os haplétipos de Gonipterus presentes no
Brasil e das espécies cripticas do complexo G. scutellatus presentes na Australia e
outras regides do mundo confirmaram a presenca de duas espécies no Brasil, G.
platensis e G. pulverulentus (Figura 3.1). A andlise filogenética também revelou a

presenca de um haplotipo compartilhado de G. platensis entre o Brasil e a Australia
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(H2) e maior distancia genética com G. platensis presentes em paises da Europa. O
haplétipo H6, de G. pulverulentus, encontrado no Brasil, esta filogeneticamente
proximo ao haplétipo H13 da Austrdlia. Nenhum haplotipo brasileiro ficou
filogeneticamente proximo as outras espécies do complexo além das espécies ja

reportadas no pais (Figura 3.1).



58

- FJ888591 Haplonyx sp.

- FJ888590 Oxyops pictipennis
- H14 65,59% G. scutellatus

- H17
- H19 Gonipterus sp. n 1

99,61%

100%

Gonipterus sp. n 2

99,85%

— - H25

94,09%j 88,42% — - H26

- H28
100%

;r_/_l: 4 ::: Gonipterus sp.n 3
57,66% - H31

———& H7

- H8
I - H9
- H10

e G. platensis
99,95% BS,SZ%E H2
H3

1@ H4
19 H5
| - H11
s 92.41%
Australia |_sagou " H12 s G. pulverulentus
99,86%[
e Portugal L—"{. He
Espanha - H32 G. balteatus
A fri 99% H33 :
Q:g;:ﬁ do Sul Oy Gonipterus sp. n 4
®

0.03

Figura 3.1. Arvore bayesiana de Gonipterus spp. hapl6tipos com probabilidades posteriori para cada n6 / ramo com base em
sequéncias de fragmentos do gene COIl. Valores de suporte de n6 abaixo de 0,50 (probabilidade posteriori) ndo foram registrados

na arvore. As sequéncias adicionais e informacdes de haplétipos (nUmero do GenBank) séo fornecidas como informacfes de apoio
nas Tabela A.2. do Apéndice.
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3.3.2. Marcador espécie especifico para G. platensis e G. pulverulentus e

sua distribuicdo no Brasil

As amplificagbes do fragmento do gene COI pela reagado multiplex utilizando os
primers espécie-especificos foram congruentes com o0s resultados de
sequenciamento, possibilitando a identificacdo molecular das espécies G. platensis e
G. pulverulentus por meio desse método. Observa-se nos géis de agarose que G.
pulverulentus gera dois fragmentos de tamanhos de 438 pb e 241 pb provenientes do
anelamento dos primers Gpul_F e Gpul _R e Gpul_F e Guni_R, respectivamente. Ja
G. platensis apresenta apenas um fragmento visivel de 222 pb oriundo do anelamento
dos primers Gpla_F e Guni_R (Figura 3.2).

Figura 3.2. Gel de agarose 2 % mostrando fragmentos amplificados do gene COI
através de uma reacao multiplex com 4 primers espécie-especificos. Lane 1
corresponde ao marcador molecular de DNA (a banda mais intensa representa o
fragmento de 500 pb); lanes de 2 a 5: G. pulverulentus; lanes de 6 a 9: G. platensis;
lane 10: controle negativo (H20).

Esse marcador permitiu a delimitacdo da ocorréncia das espécies de
Gonipterus spp. nas areas amostradas. Detectou-se G. platensis em todas as areas
amostradas: 100 % dos individuos coletados em Sao Paulo (SP) (n = 26); 100% no
Espirito Santo (ES) (n = 10); 100 % na Bahia (BA) (n = 14); 87,5% no Parana (PR) (n
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=12); e 51,4% no Rio Grande do Sul (RS) (n = 22). Consequentemente, encontrou-
se G. pulverulentus no RS e PR, nas respectivas porcentagens de 48,6% (n = 17) e

12,5% (n = 2) (Figura 3.3).

Legenda

m G. platensis
mm G. pulverulentus
B2 G. platensis e G. pulverulentus

Figura 3.3. Distribuicdo das espécies de Gonipterus spp. nos cinco estados
amostrados.

3.3.3. Andlise de diversidade, estrutura e demografia

Os individuos sequenciados da espécie G. pulverulentus ndo apresentaram
diversidade para o gene mitocondrial Citocromo c¢ Oxidase Subunidade |,
representando somente um haplétipo localizado no Sul do Brasil. J4 a espécie G.
platensis, obteve um total de 5 haplotipos evidenciados em 51 individuos (H = 5). O
valor de sua diversidade haplotipica (Hd) foi 0,663 e da diversidade nucleotidica (1)

de 0,00179. Os indices de diversidade para cada localidade separadamente estédo

dispostos na tabela 3.3.



61

Tabela 3.3. indices de diversidade, namero de hapl6tipos e sua distribuicdo para as
populacdes de Gonipterus platensis no Brasil, calculados a partir do sequenciamento
de um fragmento mtDNA citocromo c oxidase subunidade | (COI)

Diversidade Diversidade

Localizacao o Haplotipos o o
_ Cdédigo N haplotipica nucleotidica
(Cidade, Estado) de mtDNA (N)
(Hd) (1)
Mucuri, BA BAMU 9 H1(5), H2(4) 0,556 0,00273
S&o Mateus, ES ESSM 9 H1(5), H2(4) 0,556 0,00273
Itararé, SP SPIT 11  H1(3), H3(8) 0,436 0,00071
Itirapina, SP SPTI 8 H1(2), H3(6) 0,429 0,00070
Telémaco Borba,
PRTB 4 H3(4) 0 0
PR
Nao informada, RS HFNV 4 H3(3), H4(1) 0,500 0,00082
Arroio dos Ratos, H1(4), H3(1),
RSAR 6 0,600 0,00142
RS H5(1)
H1(19), H2(8)
Total 51 H3(22), H4(1), 0,663 0,00179
H5(1)

As relacdes genealdgicas entre os cinco haplétipos encontrados mostram que
nao existe a presenca de haplogrupos devido a pequena distancia genética entre 0s
haplétipos. Os haplétipos mais frequentes foram os haplétipos H3 e H1. O H3 esta
separado por um passo mutacional dos demais hapl6tipos com excecdo do haplotipo
H2, do qual esta separado por dois passos mutacionais. O haplétipo H1 esta separado
do haplétipo H4 por dois passos mutacionais, e por trés passos do H2. No grupo
ES+BA, que contém as populacées ESSM e BAMU, estado presentes os haplétipos H1
e H2, jA no grupo SP+Sul todos haplétipos estdo presentes com a excec¢do do
haplétipo H2 (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Rede de haplétipos com base na sequéncia de fragmentos do gene
Citocromo ¢ Oxidase Subunidade | (COI) para 51 individuos de G. platensis.

A andlise de variancia molecular (AMOVA), analisada para os haplétipos de G.
platensis considerando todas populacdes sugere a presenca de uma estruturacao
entre as populacdes de G. platensis (80,44%, ®st = 0,196) (Tabela 3.4.). Quando
consideramos a distancia geografica para dividir as populacdes de G. platensis em
dois grupos: populacdes mais ao Norte (Grupo ES+BA) e as popula¢gbes mais ao Sul
(Grupo SP+Sul) do Brasil, podemos observar que grande parte da variacdo foi
explicada entre grupos (®cr = 0,335) (Tabela 3.4.). Essa informacdo sugere que as
populacdes de G. platensis no Brasil estdo estruturadas espacialmente nos cultivos

de eucalipto do Brasil.
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Tabela 3.4. Analise de variancia molecular (AMOVA) para estrutura genética de po-
pulacdes de Gonipterus platensis utilizando o marcador mitocondrial Citocromo ¢
Oxidase Subunidade | (COl).

Soma Componente . indice de
Fonte de Variancia . ~
variacio GL de de (%) fixacao
& quadrados  variancia ° (p-valor)
Geral
~ ®st =0,196
Entre populacdes 6 7,441 0,11018 va 19,56 P = 0.00489
Dentrodas . 19932  045300Vb 80,44
populacdes
Total 50 27,373
Grupo ES+BA vs. SP+Sul
®cr=0,335
Entre grupos 1 5,54 0,22304 Va 33,54 P = 0,04399
Entre populagdes ] ] ®sc=-0,025
dentro de regides S 1,886 0,01103 Vb 1,66 P =0,04692
Dentro das ®s7=0,319
regides 44 19,932 0,45300 Vc 68,12 P = 0.00293
Total 50 27,373

Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, ndo foram significativos
para uma andlise geral das populacdes de G. platensis. Apresentando valores de
-0,035 (p = 0,518) e 0,156 (p = 0,546) para D de Tajima e Fs de Fu, respectivamente.
Estes resultados indicam que os polimorfismos encontrados estdo de acordo com o
modelo de neutralidade proposto por TAJIMA (1989) e que as populacbes de G.
platensis analisadas, de maneira geral, ndo se encontram em condi¢cdes expanséao
populacional (FU, 1997).

Os graficos de distribuicdo mismatch para os valores observados e simulados
para expansao espacial ndo foram significativos para os individuos de G. platensis
guando avaliados como um todo (SSD < 0,003, p > 0,38; Raggedness < 0,056, p >

0,74) sugerindo uma expanséao espacial dentro do territério brasileiro (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Distribuicao espacial de mismatch para os individuos de G. platensis como
um todo. As analises foram geradas com intervalo de confianca de 95% e 1000
replicagdes de bootstrap. Linhas sdélidas representam os valores observados; linhas
pontilhadas os valores esperados e linhas interrompidas o intervalo de confianca a
95%. SSD = Soma do desvio do quadrado.

3.4. DISCUSSAO

Devido a alta variabilidade interespecifica presente no genoma mitocondrial, a
utilizacdo de ferramentas moleculares se tornou amplamente difundida para
identificacGes de espécies do Reino Animal (HEBERT et al., 2003). Nos insetos, por
exemplo, o sequenciamento do gene COI possibilita a identificacdo de espécies em
casos em que somente a identificacdo morfologica pode nédo ser suficiente, como nos
casos de identificacdo de insetos em estagios imaturos (HAUSMANN et al., 2020; LI
et al., 2020); reconhecimento de espécies cripticas (PAKRASHI et al., 2020; YANG et
al., 2016); identificacdo de linhagens/racas (ASSEFA, 2019, SOARES et al., 2018);
identificacGes de insetos em conteudo intestinal de predadores (JUEN & TRAUGOTT,
2005; NANINI et al., 2019); entre outros.

No caso do complexo G. scutellatus, o sequenciamento do gene COI confirmou
com grande acuracia a presenca de duas espécies de Gonipterus no Brasil, G.
platensis e G. pulverulentus. G. platensis é a espécie mais encontrada fora de sua
regido de origem (Tasmania, Australia), estando hoje, distribuida em cinco
continentes: Oceania (Nova Zelandia) (MILLER, 1927); América do Sul (Argentina,
Brasil, Chile, Coldmbia e Uruguai) (EPPO, 2005; JEGGER et al., 2018); América do
Norte (Califérnia e Havai - Estados Unidos) (HAINES, 2006; PAINE & MILLAR, 2002);
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Africa (Africa do Sul) (ECHEVERRI et al., 2007) e Europa (Portugal e Espanha)
(EPPO, 2005; SANCHEZ GARCIA et al., 2009). Em seguida, a espécie invasora,
também de origem australiana (aparentemente ausente no estado insular da
Tasmania), denominada como Gonipterus sp. n. 2, encontrada no continente africano
(Africa do Sul, llhas Mauricio, Lesoto, Madagascar, Malawi, Mocambique, Quénia,
Santa Helena, Suazilandia, Uganda e Zimbébue) (EPPO, 2005; KEVAN, 1946;
MAPONDERA et al., 2012; RICHARDSON & MEAKINS,1986) e no continente
europeu (Franca e Italia) (EPPO, 2005; MANSILLA VAZQUEZ, 1993; MAZZA et al.,
2015). E por fim, G. pulverulentus, € a espécie do complexo G. scutellatus menos
distribuida mundo, endémica da Australia (Nova Gales do Sul e Tasmania), esta
presente somente no continente sul-americano, mais especificamente na Argentina,
Brasil e Uruguai (EPPO, 2005). O compartilhamento de haplotipos e a baixa distancia
genética entre os individuos brasileiros de G. platensis e G. pulverulentus e aqueles
encontrados na Australia sugere que a origem geografica das popula¢cdes brasileiras
é a Austrélia e ndo outras regides invadidas como Europa e Africa do Sul, assim como
reportado para outras pragas florestais (NUGNES et al., 2015 ; SANTOS et al., 2020;)
e para pragas agricolas presentes no territério brasileiro (CORDEIRO et al., 2019;
FERRONATO et al., 2019).

Métodos baseados em reacdes de cadeia da polimerase (PCR) com utilizacao
de primers espécie-especificos também foram desenvolvidos e sdo utilizados hoje, de
maneira pratica, em identificacfes de espécies reduzindo custos de sequenciamento
e aumentando a agilidade na identificacdo (CORREA et al., 2013; PHUNNGAM et al.,
2017; WU et al., 2016; ZHENG et al., 2019). As espécies de Gonipterus presentes
hoje no Brasil fazem parte de um complexo de espécies cripticas (MAPONDERA et
al., 2012) e compartilham, além das semelhancas morfolégicas, similaridades
ecolégicas, como hospedeiros (EPPO, 2005; JEGER et al., 2018). E nesse trabalho
desenvolveu-se um marcador molecular baseado na utilizacdo de primers espécies-
especificos que identificam com éxito as espécies G. platensis e G. pulverulentus por
meio de uma reacao multiplex de PCR. Esse marcador sera util para o monitoramento
futuro da distribuicdo das espécies, bem como, identificacdo de espécies submetidos
a bioensaios de biologia, ecologia e no desenvolvimento de processos e métodos de
controle dessas pragas no Brasil.

A distribuicdo de Gonipterus spp. no Brasil foi obtida pela utlizagdo do

marcador molecular, aqui desenvolvido, em todos os individuos provenientes das
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coletas de campo, identificando 103 individuos. Os resultados revelaram que a
espécie G. platensis é aquela mais amplamente distribuida no territorio brasileiro.
Enquanto G. pulverulentus esta restrita a regido Sul do Brasil, ocorrendo
simultaneamente com G. platensis nos estados do Rio Grande do Sul e Parana. Aqui,
o primeiro registro da presenca de G. platensis no estado da Bahia, onde até o
momento ndo possuia relato da presenca do gorgulho-do-eucalipto. A distribuicdo de
G. platensis e G. pulverulentus sugere esta associada a condi¢Bes climaticas, onde
G. platensis seja capaz de adaptar-se a uma maior amplitude climatica ocorrendo em
todo o territério brasileiro, enquanto G. pulverulentus é restrita a regides mais frias do
continente sul-americano com relatos de ocorréncia na Argentina e Uruguai (EPPO,
2005; MAPONDERA et al., 2012).

Analisando a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1) de Gonipterus spp.
nao se detectou diversidade para a espécie G. pulverulentus. Isso pode ter ocorrido
pelo baixo nimero de sequéncias obtidos (n = 8) e pelas sequéncias se restringirem
as populacdes do Rio Grande do Sul (HFNV e RSAR). Sugere-se ainda, que a baixa
diversidade encontrada € devido a um namero efetivo pequeno das populacdes de G.
pulverulentus no Brasil em decorréncia de um evento de invaséo ou baixo potencial
adaptativo da espécie no territério brasileiro, uma vez que a ocorréncia da espécie é
restrita ao Sul do Brasil.

Em G. platensis os valores detectados foram medianos, para Hd, e baixos para
11, indicando um modelo de rapida expansédo geografica (GRANT & BOWEN, 1998).
As inferéncias genealdgicas analisadas pela rede de haplotipos e arvore filogenética
mostram uma baixa diversidade genética entre os haplotipos encontrados, sendo o
haplétipo H1 o haplétipo mais distribuido espacialmente entre as regides brasileiras.
Acredita-se que G. platensis esteja presente no Brasil desde 1979 (FREITAS, 1979),
tendo sido encontrado em Curitiba, PR. Posteriormente essa espécie foi reportada em
Lages - SC, no ano de 1982 (FENILLI, 1982), em Itararé - SP (1992) (ROSADO-NETO,
1993) e no Espirito Santo - ES em 2008 (WILCKEN et al., 2008). Neste trabalho
reporta-se pela primeira vez a ocorréncia de G. platensis no estado da Bahia (BA)
através das coletas realizadas entre 2019/20. A auséncia de relatos de G. platensis
no estado de Minas Gerais - MG ¢€ intrigante, uma vez que a expansdo natural de
individuos de G. platensis para o estado do ES e BA necessitaria da colonizacédo do
estado de MG. Porém, através de relatos pessoais, descobriu-se que as mudas de

implementacgé&o de eucalipto que estédo presentes no estado do ES foram provenientes
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do estado do Rio Grande do Sul, o que se faz considerar que a introdugéo do gorgulho
nesse estado tenha sido feita de maneira antropica e nédo pela dispersdo natural da
espécie.

Os testes de neutralidade n&o significativos sugerem que as populagoes de G.
platensis ndo estdo em expansao populacional, indicando que as populacdes néo
estdo em crescimento de numero efetivo e que haplétipos exclusivos e de baixa
frequéncia ndo séo encontrados com frequéncia no Brasil. J& teste de mismatch
apontam que existe uma expansao espacial das populagdes de gorgulho-do-eucalipto
no Brasil (resultados n&o significativos de SSD e indice de Raggedness),
provavelmente pela expanséo recente para as regides que compreendem o sudeste
e nordeste do territorio brasileiro.

As andlises de variancia molecular (AMOVA) revelaram que boa parte da
variabilidade de G. platensis esta presente entre os grupos (SP+Sul e ES+BA) das
populagdes mais ao Norte e as mais ao Sul do Brasil (Pcr= 0,335), apesar da recente
expansio da eucaliptocultura para os estados mais ao Norte do pais (IBA, 2020). Esse
fato sugere que as populacdes de G. platensis se movimentam pouco a longa
distancias e que o0s haplotipos foram fixados em diferentes frequéncias
(provavelmente por deriva genética) nas regidées mais ao Sul e mais ao Norte do Brasil.
Porém esse processo de invasao é acelerado pela dispersao antrépica. Isso implica
gue as populacdes de G. platensis estdo evoluindo de maneira distinta entre as
regides brasileiras com possiveis impactos em aspectos ecoldgicos e biologicos que
poderiam influenciar no manejo dessa praga em areas de florestas plantadas no

Brasil.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho analisou-se a diversidade do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase, subunidade | e demografia de duas importantes pragas para a
eucaliptocultura brasileira, uma nativa, a lagarta-parda-do-eucalipto de nome
especifico Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)

(Lepidoptera: Geometridae), e outra exdtica chamada de gorgulho-do-
eucalipto que possui duas espécies no territério brasileiro: Gonipterus platensis
(Marelli, 1926) e G. pulverulentus Lea 1897.

As populacdes de T. arnobia apresentaram moderada diversidade mitocondrial
e estabilidade demografica. A analise de estrutura genética indicou baixa
movimentac&o das populacdes de T. arnobia entre as regides brasileiras, no entanto,
€ necessario um maior numero de marcadores para validar os indices de estruturagcao
genética e fluxo génico entre as populacdes no Brasil, como por exemplos marcadores
SNPs. As populagbes de T. arnobia presentes no Nordeste brasileiro estdo em
processo de expansao espacial que pode estar sendo causada pelo aumento da
producdo de eucalipto na area. Populacfes estruturadas indicam que as forcas
evolutivas locais sdo mais importantes do que o fluxo génico e que os planos de
manejo e a adocao de estratégias e taticas de controle devem ser consideradas com
uma abrangéncia regional/local devido ao baixo fluxo de alelos entre as regides
brasileiras.

Para Gonipterus spp., 0s resultados demonstraram que foi possivel identificar
molecularmente as espécies cripticas G. platensis e G. pulverulentus por meio da
utilizacdo de primers especificos em uma reacdo de PCR multiplex e conseguinte
visualizacdo em gel de agarose. A identificacdo molecular também permitiu a
delimitacdo da distribuicdo geogréfica das duas espécies de gorgulho-do-eucalipto no
Brasil, onde G. platensis é amplamente distribuida pelo territorio brasileiro e G.
pulverulentus é restrita ao Sul do pais. A utilizacdo dessa ferramenta auxiliard nas
identificacBes futuras dessas pragas possibilitando formula¢cdes de procedimentos de
manejo e de medidas quarentendrias mais eficientes.

Os resultados de estruturagcdo populacional de G. platensis revelaram que
provavelmente a introducé@o dessa espécie no Brasil € oriunda de um Unico evento e

que dentro do pais. As populacdes de G. platensis apresentam baixa diversidade, no
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entanto, essa diversidade esta estruturada entre as regiées ao Sul e ao Norte do pais
de ocorréncia da praga. As populacdes brasileiras, apesar de expanséo espacial, ndo
parecem estar em expansdo demogréfica no territdério brasileiro, se mantendo
estaveis.

Os processos de invasao de Gonipterus spp. ao redor do mundo e as perdas
jA causadas a eucaliptocultura, faz-se ponderar sobre as medidas preventivas e
guarentenarias necessarias para evitar o estabelecimento de novas espécies do
complexo G. scutellatus dentro do pais. Mesmo que o controle com o parasitoide de
ovos Anaphes nitens seja consistentemente eficiente, € preciso enfatizar que o
controle completo ainda nao foi atingido no Brasil, e sempre existirdio ameacas de
novas invasdes, que trazem consigo o potencial em gerar mudancas seletivas para
essas espécies devido as pressdes de selecdo causadas pelos novos ambientes.
Dessa forma, deve-se manter boas praticas silviculturais para impedir reintroducoes,
evitar introducdes das espécies de Gonipterus spp. ainda ausentes no Brasil, e para

frear o avanco natural do gorgulho-do-eucalipto para outros estados brasileiros.
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Tabela A.1. Distribuicdo dos hospedeiros nativos de T. arnobia por estado brasileiro de acordo com SiSBR, 2020

Espécie NORTE NORDESTE CENTRO- SUDESTE SUL
OESTE
2Z % EC B2 S8 SR ElY 532540225528
Campomanesia X X | X | X X | X X | XX X X
velutina*
Campomanesia X X XXX [|X|X X | X
pubescens*
Eugenia dysenterica* X X | X | X X | X
Eugenia uniflora* X X | X | X[ X|X|X
Psidium guajava* X | X XX |X|X X | X X XXX [X|X|X]|X]|X
Psidium rufum* X | X X [ X X[ X[ X [X[X
Psidium myrsinoides* X X | X | X X | X X[ X | X[ X|X|X
Citronella gongonha X X X | X X | X | X
(Icacinaceae)
lllex paraguariensis X XX X[ XX [X[|X|X[X]|X
(Aquifoliaceae)
Qualea grandiflora | X | X X | X X X | X | X X X | X | X X X | X
(Vochysiaceae)
Magonia pubescens X X X | X | X X X | X[ X|X X X
(Sapindaceae)
Byrsonima crispa XXX [ X[X|X[|X[|X[X]|X]|X X X
(Malpighiaceae)
Byrsonima basiloba X X X| X[ X|X X X | X
(Malpighiaceae)

*Familia Myrtaceae
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Tabela A.1. Distribuicdo dos hospedeiros nativos de T. arnobia por estado brasileiro de acordo com SiSBR, 2020 (continua¢ao)

Espécie NORTE NORDESTE CENTRO- SUDESTE SUL
OESTE
O| =| o O| x - W <|lmo|lW| =] Z2 WL O|N =l n|l O ol x| nlo
4 < < E x| o E < é Ol S|la|la|plun ool W =S 2l ol al x|l o
Vernonanthura patens X X
(Asteraceae)
Peltophorum dubium X | X X | X X XXX X[ X| X[ X[ X[X|X|X]|X
(Fabaceae)
% tOtaI de presenga (=] (=] o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
deespéciespor | 3| & S| 5|23 5|33 2533333 6B IRIR
estadO | | IO| 1| O LO| O A M| A A O] O O O WO NMN T M O MO ™M




81

Tabela A.2. Haplétipo, pais, codigo de acesso do GenBank e espécie das sequéncias
dos fragmentos do gene COlI utilizadas para a constru¢do da arvore filogenética para
as espécies do complexo Gonipterus scutellatus

Haplétipo . Cddigo de -
IO(n) P Pais acesso CgaenBank Especie
BAMUO1, BAMUO2, BAMUO5
BAMUO8, BAMUQ9, ESSMO03,
ESSM04, ESSM06, ESSMO07,
H1 (19) Brasil ESSMO08, RSARO5, RSARO06, G. platensis
RSAR12, RSAR13, SPITO1,
SPIT02, SPIT12, SPTI13,
SPTI15
Australia e FJ888530, BAMUO3, BAMUOG, _
H2 (9) Brasil BAMUO7, BAMU10, ESSMO01, G. platensis
ESSM02, ESSM05, ESSM09
HFNVO02, HFNVO03, HFNV10,
PRTBO03, PRTB08, PRTBO09,
PRTB10, RSAR15, SPITO09,
. SPIT10, SPIT11, SPIT13, .
H3 (22) Brasil SPIT15. SPIT17. SPIT18. G. platensis
SPIT19, SPTIO7, SPTIOS8,
SPTI12, SPTI14, SPTI17,
SPTI19
H4 (1) Brasil HFNV06 G. platensis
H5 (1) Brasil RSAR14 G. platensis
HFNVO1, HFNVO5, HFNVO7,
H6 (8) Brasil HFNV08, HFNV12, RSARO07, G. pulverulentus
RSAR10
H7 (1) Espanha JN391479 G. platensis
H8 (1) Portugal JN391480 G. platensis
H9 (1) Australia JN391478 G. platensis
H10 (1) Australia FJ888529 G. platensis
H11 (1) Australia FJ888531 G. pulverulentus
H12 (1) Australia FJ888532 G. pulverulentus
H13 (1) Australia FJ888533 G. pulverulentus
H14 (1) Australia JN391486 G. scutellatus
H15 (1) Australia FJ888534 Gonipterus sp. n.1
H16 (1) Australia FJ888535 Gonipterus sp. n.1
H17 (1) Australia FJ888536 Gonipterus sp. n.1
H18 (1) Australia FJ888537 Gonipterus sp. n.1
H19 (1) Australia FJ888538 Gonipterus sp. n.1
H20 (1) Australia FJ888539 Gonipterus sp. n.2
H21 (1) Australia FJ888541 Gonipterus sp. n.2
H22 (1) Australia FJ888542 Gonipterus sp. n.2
H23 (1) Australia FJ888544 Gonipterus sp. n.2
H24 (1) Australia FJ888545 Gonipterus sp. n.2
H25 (1) Australia FJ888547 Gonipterus sp. n.2
H26 (1) Australia FJ888553 Gonipterus sp. n.2
H27 (1)  Africa do Sul JN391484 Gonipterus sp. n.2
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Tabela A.2. Hapldtipo, pais, codigo de acesso do GenBank e espécie das sequéncias
dos fragmentos do gene COlI utilizadas para a constru¢do da arvore filogenética para
as espécies do complexo Gonipterus scutellatus (continuacao)

Haplotipo Pais Cédigo de Espécie
(n) acesso GenBank
H26 (1) Austrélia FJ888553 Gonipterus sp. n.2
H27 (1) Africa do JN391484 Gonipterus sp. n.2
Sul
H28 (1) Austrélia FJ888557 Gonipterus sp. n.3
H29 (1) Austrélia FJ888558 Gonipterus sp. n.3
H30 (1) Austrélia FJ888559 Gonipterus sp. n.3
H31 (1) Austrélia FJ888560 Gonipterus sp. n.3
H32 (1) Austrélia FJ888567 G. balteatus
H33 (1) Australia FJ888568 Gonipterus sp. n.4

H34 (1) Australia FJ888569 Gonipterus sp. n.4
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