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Resumo

Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) é uma espécie cosmopolita origind-
ria do continente africano encontrada em grande quantidade em cama de frango,
causando problemas sanitarios e econdmicos, afetando a satde e o crescimento
das aves e atuando também como transmissor de doencas. Individuos adultos
de A. diaperinus foram coletados aleatoriamente de camas avidrias em trés pro-
priedades localizadas nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
analisados molecularmente por meio da técnica de RAPD. Para isso, foi adaptada
uma metodologia para extracdo de DNA e testados os iniciadores decaméricos
OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11 e OPA-13. O protocolo de extragio de DNA
que foi adaptado produziu fragmentos de DNA para a analise das populagoes de
cascudinho, origindrias da regido sul do Brasil por RAPD. Foi encontrada alta va-
riabilidade genética entre as populacdes de cascudinho. Além disso, sugere-se que
individuos de A. diaperinus ocorrendo no Parana possam ter se deslocado para os

estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
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1 Introducao

Alphitobius diaperinus (PANZER, 1797), conhecido popularmente como
cascudinho, é uma espécie cosmopolita origindria do continente africano. Essa es-
pécie é comumente encontrada infestando residuos de produtos imidos estocados
que, provavelmente, migrou para os avidrios por trinsito de insumos para as fazen-
das (WALLACE et al., 1985). Atualmente, encontra-se em grande quantidade em
cama de frango, causando problemas sanitdrios e econdmicos, afetando a satde e
o crescimento das aves e atuando também como transmissor de doengas (CHER-
NAKI et al., 2001).

O inseto infesta os avidrios, transmite doengas as aves e afeta seu desenvol-
vimento quando ingerido juntamente com a ragdo. A criagdo em confinamento
proporcionou ao cascudinho um hdbitat ideal para a sua multiplicagio, transfor-
mando-o em um problema mundial. Esse inseto alimenta-se de aves em fase fi-
nal de vida, das carcacas, fezes e racio de aves (LESCHEN; STEELMAN, 1988). E
considerado um vetor de patdgenos que se localizam tanto na superficie externa
quanto no trato digestivo. Seu controle é dificultado pelos habitos cripticos e pela
presenca constante das aves nos aviarios (VITTORI, 2007). O ciclo bioldgico do

cascudinho esta diretamente relacionado a temperatura (CHERNAKI et al., 2001).

Um aspecto importante no controle de pragas é o conhecimento de suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Esse conhecimento pode auxiliar no es-
tabelecimento do perfil genético dos insetos e na identificagdo de marcadores que
apontem para populagdes resistentes a inseticidas ou potencialmente transmisso-
ras de doencas. A técnica de RAPD tem sido muito utilizada na obtencdo de in-
formacdes para a analise gendmica, por apresentar caracteristicas que permitem a
obtengdo de um grande numero de informagdes para a anélise de genomas, de cuja
composicdo pouco se conhece a respeito. Essa técnica emprega a utilizacdo de um
unico oligonucleotidio de sequéncia arbitraria, com potencial de reconhecer regi-
Oes desconhecidas do DNA alvo (WILLIAMS et al., 1990). Os marcadores RAPD
se baseiam na amplificagio do DNA, gerando simplicidade e rapidez a baixos cus-
tos. Assim, grande quantidade de polimorfismo e segmentos de DNA ¢ obtida em
curto espago de tempo. Para que haja a amplificagdo de um fragmento RAPD, duas

sequéncias de DNA complementares ao iniciador devem estar a menos de 4 kb
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e em orienta¢do oposta, para permitir a amplificacdo pela Taqg DNA polimerase
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Uma caracteristica desse tipo de marcador
¢ o seu comportamento como marcador genético dominante. Lembrando que a
dominéncia, neste caso, ndo se refere a interagdo genética entre alelos de um mes-
mo loco e sim & interpretagio relativa entre fendtipo e genétipo (CIAMPI; MA-
GALHAES, 2001).

2 Objetivo

Estabelecer um protocolo de extragdo de DNA, obter perfis de marcadores
moleculares RAPD e determinar a variabilidade genética entre individuos de A.

diaperinus originarios de trés estados da regido sul do Brasil.

3 Material e métodos

Origem dos individuos de A. diaperinus

Individuos adultos de A. diaperinus foram coletados aleatoriamente de ca-
mas avidrias, em trés propriedades localizadas nos estados do Parand, Santa Catari-
na e Rio Grande do Sul. Apds a coleta, os adultos foram mantidos em etanol 100%
a - 20°C no laboratorio de bactérias entomopatogénicas da Embrapa Recursos Ge-

néticos e Biotecnologia.

Obtencéao de acidos nucleicos

Para as analises moleculares, o DNA de oito individuos adultos de cada
amostra de A. diaperinus foi extraido a partir de uma adapta¢ao do método previa-

mente estabelecido por Queiroz et al. (2005).

Submeteu-se um individuo adulto a maceracéo e, a seguir, adicionou-se 500
UL de tampéo de extracdo (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3%
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e Proteinase K 120 ug.mL"), incubando-se por 30 min. a 65°C. O homogenato foi
centrifugado por 10 min. a 10.000 x ¢ e, o sobrenadante, transferido para um tubo
plastico. Adicionou-se 500 UL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24: 1) e
as fases foram homogeneizadas em vortex por 30s. O material foi centrifugado por
10 min. a 10.000 x g e a 10°C. A fase aquosa foi entdo transferida para um novo

tubo plastico, repetindo-se a etapa anteriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adigdo de 30 UL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto, incubando-se por 2h a - 20°C. Ap6s centrifugagio, a 10.000 x g por 10
min a 10°C, o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 UL de etanol 70%,
seco a temperatura ambiente e ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8,
EDTA 0,1 mM) e armazenado a - 20°C. Para as andlises de RAPD, utilizou-se o
DNA diluido em TE 0,1 X até a concentragao de 20 ng.uL.

Reagoes de RAPD

Para os estudos de caracterizagdo molecular, o0 DNA extraido a partir de
oito individuos de cada amostra foi utilizado em 30 UL de uma reacio de RAPD,
contendo tampao Tris-HCl 6 mM (pH 8,8), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, dNTP’s
(Invitrogen) 0,2 mM, 0,4 uM de um oligonucleotidio de sequéncia aleatdria da
Operon Technologies, Inc. (Tabela 1), 2,5 U.uL" de Tag DNA polimerase (GE Heal-
thcare) e 5 UL de DNA (20 ng.uL™").

Tabela 1 - Oligonucleotidios usados nas reagoes de RAPD.

Iniciador Sequéncia (5 =2 3))
OPA-03 AGT CAGCCAC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA-10 GTG ATC GCA G
OPA-11 CAATCGCCGT

OPA-13 CAGCACCCAC
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Obtencao de perfis eletroforéticos

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 M] Resear-
ch) programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturagao de 3
min. a 94 °C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnatura¢do de 1 min a
93°C, anelamento, por 1 min a 35°C e extensdo, por 2 min a 72°C. Apds os ciclos,
foi realizada uma etapa de extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos de ampli-
ficagao foram visualizados em gel de agarose 1,5 % submerso em tampao TBE 1X
(Tris-borato 9 mM e EDTA 1 mM), fotografados e arquivados no sistema Eagleeye.
Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp - GIBCO), fo-

ram usados para a determinagdo do tamanho dos fragmentos amplificados.

Analise dos dados

As fotos das amplifica¢des realizadas com os iniciadores selecionados foram
usadas para a andlise do polimorfismo entre os individuos de cada amostra. Os
fragmentos presentes nos géis foram considerados como marcadores RAPD. Foi
gerada entdo uma matriz de similaridade, levando-se em consideracio as relacdes
entre individuos, oligonucleotidios e massas moleculares das bandas obtidas com
um dado iniciador. Utilizou-se o valor 1(um) para a presen¢a de um marcador, e 0
(zero) para a auséncia. No caso de duvida, o nimero 9 (nove) foi usado como pa-
drdo. A seguir, a planilha obtida foi submetida a um programa de analise estatistica
multivariada para a determinagio das distancias genéticas entre os individuos. A
matriz de similaridade foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard, apds, o que,
por meio da andlise por UPGMA, produziu-se um dendrograma que evidenciou
o agrupamento dos individuos, utilizando-se o programa NTSYS versdo 2.02 pc
(RHOLEF, 1993).

4 Resultados

A metodologia de extragdo de DNA que foi adaptada de Queiroz et al.
(2005) produziu perfis eletroforéticos de RAPD para as trés amostras de A. diape-

rinus. A preservagao dos individuos em etanol, seguida da conservacao em baixa
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temperatura, permitiu a extragdo de DNA em quantidade e em qualidade para as
reagdes de amplificagdo, utilizando-se os iniciadores OPA-03, OPA-04, OPA-10,
OPA-11 e OPA-13. Os cinco oligonucleotidios produziram 54 fragmentos de DNA,
com uma média de 10,8 + 4,9 fragmentos de RAPD por iniciador (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero total de fragmentos produzidos por cinco iniciadores de RAPD
utilizando-se DNA de A. diaperinus.

. Fragmentos Fragmentos
Iniciador i . o Total de fragmentos
isomdrficos polimorficos
OPA-03 4 7 11
OPA-04 0 19 19
OPA-10 1 8 9
OPA-11 0 9 9
OPA-13 2 4 6
Total 7 47 54

Observou-se que os iniciadores OPA-04 e OPA-03 produziram o maior nu-
mero de fragmentos de RAPD (35,2% e 20,4%, respectivamente). Em seguida, os
oligonucleotidios OPA-10 e OPA-11 com 16,7%. O iniciador OPA-13 produziu o

menor nimero de fragmentos (11,1%).

Os iniciadores OPA-03 e OPA-13 produziram o maior niumero de fragmen-
tos isomorficos (7,4% e 3,7%). O iniciador OPA-10 produziu o menor nimero de
fragmentos isomorficos (1,8%). Entretanto, os oligonucleotidios OPA-04 e OPA-11

ndo produziram fragmentos isomorficos.

O iniciador OPA-04 produziu o maior nimero de fragmentos polimorficos,
correspondendo a 35,2%. O oligonucleotidio OPA-13 produziu o menor nimero

de fragmentos polimorficos (7,4%).

Os diferentes iniciadores de RAPD produziram diferentes padroes eletro-

foréticos (Figura 1).

Com o oligonucleotidio OPA-03, observou-se polimorfismo de fragmentos
entre os individuos das amostras de A. diaperinus na faixa de 200 pb a 1200 pb.

Com o emprego desse iniciador de RAPD, néo foi possivel identificar um padrao
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de fragmentos especifico para qualquer uma das amostras de cascudinho prove-

nientes da regido sul do Brasil.

Figura 1 - Perfis de marcadores moleculares de RAPD de individuos de trés amostras de
A. diaperinus, obtidos a partir do uso de cinco iniciadores de RAPD. A letra M representa
o marcador 100 pb ladder. Os numeros de 1 a 8, amostras origindrias de Santa Catarina; 9 a
16, Parand; 17 a 24, Rio Grande do Sul.

"M123456789101112 M 13 141516 17 18 19 20 21 22 23 24

OPA-
M123456789101112M 13141516 17 18 19 20 21 22 23 24

b 4
S b b Gt e i b b aad - P —

o L L g el e e e e el

Contudo, o iniciador OPA-13 produziu fragmentos de DNA especificos de
520 pb e 1050 pb em todos os individuos das trés amostras de A. diaperinus anali-

sadas nesse estudo.

O polimorfismo produzido pelos individuos das trés amostras foi entdo
utilizado para a determinagdo da matriz de similaridade pelo programa NTSYS
(Figura 2).

Na anlise da matriz de similaridade, observou-se que os individuos RS1 e
PR8 apresentaram a maior porcentagem de similaridade com 83,33% e os indivi-

duos PR8 e PR6 com porcentagem de similaridade de 73,68%.

Para os individuos SC8 e SC1, observou-se a menor porcentagem de simi-
laridade com 14,29% e os individuos SC7 e SC1 com 17,24%.
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Figura 2 - Matriz de similaridade genética entre os individuos A. diaperinus pertencentes
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Em seguida, foram avaliadas as porcentagens de similaridade entre as amos-

tras de A. diaperinus coletadas nos trés estados da regido sul do Brasil (Tabela 3).

Tabela 3 - Indices de similaridade intra e interamostrais entre individuos de A. diaperinus
coletados em trés localidades da regido sul do Brasil.

Indice de similaridade (%)

Amostra Minimo Maiéximo Diferenca
Santa Catarina 14,29 68,42 54,13
Santa Catarina x Parana 20,00 65,00 45,00
Santa Catarina x Rio Grande do Sul 16,67 55,00 38,33
Parana 30,00 73,68 43,68
Parand x Rio Grande do Sul 32,14 83,33 51,19
Rio Grande do Sul 27,59 70,00 42,41

Observou-se que a maior variagdo das porcentagens de similaridade ficou
entre os individuos da amostra de Santa Catarina (54,13%) e, em seguida, entre os

individuos coletados no Parand e no Rio Grande do Sul (51,19%).

A menor variagdo observada ficou entre os individuos da amostra prove-
niente do Rio Grande do Sul com 42,41%.

A seguir, os dados bindrios correspondentes aos varios individuos das trés
amostras provenientes da Regido Sul do Brasil foram utilizados para a determina-
¢do de um dendrograma para o estabelecimento das relagdes filogenéticas entre as

popula¢des de A. diaperinus (Figura 3).

No dendrograma, foram identificados dois grupos principais (A e B) com
37% de similaridade. Dentro do grupo B, foram identificados dois subgrupos (B1
e B2) com 30% de similaridade.

Nos agrupamentos, foi encontrada uma possivel relagio entre as amostras
coletadas em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul com a popula¢iao do Parana. No
subgrupo B1, foram encontrados os individuos coletados no Parana e no Rio Gran-
de do Sul com 47% de similaridade. No subgrupo B2, foram encontrados individuos

provenientes de coletas no Parana e em santa Catarina com similaridade de 42%.
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Figura 3 - Dendrograma construido a partir dos marcadores de RAPD, obtidos de trés
amostras de A. diaperinus. As letras indicam: PR, amostras provenientes do Parana; RS, Rio
Grande do Sul; SC, amostras originarias de Santa Catarina. Os niumeros acompanhando os
codigos indicam o niimero dos individuos de cada populagao.

Além disso, em cada ramo estabelecido no dendrograma, foi possivel iden-
tificar, sempre, individuos origindrios do estado do Parana. Por exemplo, no sub-
grupo Bla, foram encontrados dois individuos provenientes do Parana com 62%
de similaridade com dois individuos coletados no Rio Grande do Sul. Nesse mes-
mo subgrupo, um individuo do Parand apresentou 83% de similaridade com um
individuo origindrio do Rio Grande do Sul. No subgrupo B2a, foram encontrados
dois individuos coletados no Parana apresentando 59% de similaridade com seis

individuos coletados em Santa Catarina.

A anilise do dendrograma revelou uma elevada variabilidade genética entre
os individuos das trés populagées, com valores de similaridade inferiores a 84%. A

faixa principal de similaridade entre os individuos ficou entre 38% e 70%.
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A analise de varidncia molecular (AMOVA) das trés amostras de A. diaperi-
nus, quando avaliadas conjuntamente, ou seja, como um grupo unico, revelou que
a fonte de variacdo era de 94,26% dentro das populagdes e apenas 5,74% entre as
populagdes. Quando as amostras foram comparadas individualmente umas com
as outras, as andlises de AMOVA ndo revelaram uma estrutura genética definida

para essas amo stras.

5 Discussao

Em virtude de seu amplo espectro de uso, a técnica de RAPD tem sido apli-
cada em diferentes niveis de estudo na caracteriza¢do molecular, tanto de popula-

¢oes de insetos-praga quanto das possiveis espécies relacionadas.

Queiroz et al. (2004) analisaram a variabilidade de A. grandis empregando
essa mesma estratégia molecular. Os resultados obtidos revelaram a variabilidade

genética existente dentro de uma popula¢do mantida em criagéo.

Pela determinagdo da matriz de similaridade, foi possivel observar uma ele-
vada variabilidade genética dentro do grupo em estudo. Além disso, sugere-se que
individuos de A. diaperinus, ocorrendo no Parand, possam ter se deslocado para os

estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

O sucesso na obten¢do de marcadores moleculares é dependente da quali-
dade do DNA obtido a partir dos tecidos do inseto. A técnica de extragdo que foi
utilizada neste trabalho forneceu DNA com qualidade para analisar a variabilidade
genética de A. diaperinus, utilizando-se cinco iniciadores de RAPD. Empregando-
-se cinco oligonucleotidios, foi possivel demonstrar a variabilidade genética do
grupo de forma rapida. Essa estratégia podera ser usada quando houver a neces-
sidade de se fazer uma analise de variabilidade genética de forma rapida, a baixos
custos e com a utilizagdo de poucos iniciadores para se identificar polimorfismos

entre os individuos de uma amostra ou entre populagdes.
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Dessa forma, os marcadores moleculares obtidos por RAPD mostram-se
uteis para um estudo preliminar da dinamica de A. diaperinus ocorrendo na regido
sul do Brasil, assim como, para a caracterizacdo de potenciais fragmentos de DNA
para o desenvolvimento de marcadores moleculares mais sensiveis e eficientes para

a identificagdo desse coledptero em campo.

Uma futura aplica¢do podera ser o desenvolvimento de um banco de mar-
cadores moleculares para o monitoramento dessa espécie em campo. Para isso,
varias populagdes deverdo ser analisadas representando locais diferentes de ocor-

réncia da espécie no Brasil.

6 Conclusao

O protocolo de extragdo que foi utilizado neste trabalho produziu DNA
em quantidade e em qualidade para as reagdes de amplificagdo, usando os cinco
oligonucleotidios de RAPD.

Os iniciadores de RAPD selecionados produziram perfis eletroforéticos
para a identificagdo e a analise da variabilidade genética dos individuos de A. dia-

perinus.

Os iniciadores OPA-03 e OPA-13 produziram fragmentos isomorficos ca-

racteristicos para essa espécie de coledptero.

O dendrograma indicou a organizacdo das amostras de A. diaperinus em

dois grupos principais, revelando uma elevada variabilidade genética.

A anilise de AMOVA indicou que a maior fonte de variabilidade genética

era proveniente de dentro das amostras analisadas.
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Abstract

The lesser mealworm, Alphitobius diaperinus (PANZER, 1797), is a cosmo-
politan general stored-product pest of particular importance as a vector and com-
petent reservoir of several poultry pathogens and parasites. This coleopteran inha-
bits poultry droppings and litter and is considered a significant pest in the poultry
industry. In this work, individuals of A. diaperinus randomly collected from three
localities of the Brazilian south region were submitted to molecular analysis by the
RAPD technique. For this purpose a DNA extraction method was adapted and the
decameric primers OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11 and OPA-13 were used. The
DNA extraction method was suitable for the PCR amplification of DNA fragments
for the analysis of the genetic variability of the lesser mealworm from three popu-
lations from the South of Brazil. A high genetic variability was detected among the
populations analyzed in this study. It appears likely that the populations found in

Santa Catarina and Rio Grande do Sul States may have originated in Parana.

Keyword: Alphitobius diaperinus. Coleoptera. RAPD. Molecular identification.
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