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RESUMO

Moscas-minadoras (Liriomyza spp.) sao insetos dipteros consideradas pragas-chave do
meloeiro. Os danos em culturas comerciais estdo relacionados ao habito herbivoro das larvas
e a formagdo de puncturas pelas fémeas, diminuindo a taxa fotossintética e o conteudo de
solidos soluveis, comprometendo assim a produtividade. O sucesso das taticas de controle
implementadas, como uso de quimicos sintéticos e produtos bioldgicos, dependem
diretamente da variagao genética, que favorece a resisténcia a pressoes seletivas. Dessa forma,
estudar a diversidade genética ¢ uma importante ferramenta para entender o sucesso de
infestacdo e gerar novas informagdes para essas estratégias. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a diversidade e diferenciagdo genética em populagdes de moscas-minadoras
isoladas de cultivos comerciais de meldo amarelo na principal regido produtora do Brasil, que
¢ o Estado do Rio Grande do Norte, a partir de marcadores ISSR (Inter-simple sequence
repeats). Neste sentido, folhas de meloeiro contendo larvas foram coletadas de fazendas
localizadas em Mossor6-RN (ABJM), Baratina-RN (ABAB) e Caratbas-RN (AAGC) e foram
encaminhadas ao Laboratorio de Ecotoxicologia (LECT) a Artropodes da UFERSA
(Universidade Federal Rural do Semi-arido) para desenvolvimento até a fase adulta. Dez
individuos de cada populacdo tiveram seu DNA extraido a partir do método de Doyle e Doyle
adaptado com SDS. Para amplificagdo via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
utilizados 28 primers comerciais seguida da andlise em gel de agarose, submetidos a
eletroforese a 2% e corados com Brometo de Etideo sob luz ultravioleta, com posterior
registro das imagens em fotodocumentador para construcdo das matrizes binarias 0 e 1. Na
analise de eficiéncia dos primers, os seguintes parametros foram avaliados: tamanho do
fragmento (pb), numero de fragmentos, nimero de fragmentos polimdrficos, porcentagem de
polimorfismo, conteudo de informagdo polimoérfica, razdo multiplex efetiva e indice de
marcador. A diversidade genética nas populagdes foi mensurada pelos indices de Nei e
Shannon. O indice de similaridade entre individuos de Jaccard serviu para andlise de
agrupamento pelo método UPGMA na visualizagdo grafica, que também foi realizada pelo
método de coordenadas principais (PCoA). Andlise de varidncia molecular e indice de Mantel
serviram para determinar a propor¢ao de variacao genética entre e dentro de populagdes e sua
relagdo com as distdncias geograficas entre as fazendas. Como principais resultados
encontrados, foi possivel observar que houve sucesso na analise de PCR-ISSR a partir de 18
primers selecionados para analise do DNA de moscas-minadoras, com fragmentos gerados
que variaram de 180 a 1800 pb e porcentagem de polimorfismo de 88%, indicando alta
diversidade genética nas populagdes avaliadas. A analise UPGMA gerou trés grupos distintos,
com a proximidade clara entre individuos ABJM e ABAB. Com a populacdo AAGC isolada
em um grupo Unico, indicando relacdo, ainda que fraca, da diversidade genética com
distancias geograficas, demonstrada por Mantel (de r*> = 0,1709 e p < 0,05). A proximidade
entre as elipses geradas por PCoA e valores de indices de Nei e Shannon, revelou baixa
diferenciagdo entre as populagdes, confirmada por AMOVA que identificou proporgdes de
variacdo interpopulacional de 12,34% e dentro das populagdes de 87,66%. Neste sentido, o
presente estudo sugere que a alta diversidade genética existente justifica o sucesso de
infestacao frente a estratégias de controle. Contudo, devido a baixa diferenciacdo entre as
populagdes, a partir da identificagdo de um método efetivo para uma area de producao, serd
passivel de ser utilizado em outras regides devido a possivel fisiologia compartilhada,
reforgando a necessidade e importancia de pesquisas aprofundadas nessa area.

Palavras-chave: Liriomyza spp.; biotecnologia; genética molecular; Cucumis melo.



ABSTRACT

Leafminer flies (Liriomyza spp.) are dipteran insects considered key pests of melon crops.
Damage to commercial plantations is associated with the herbivorous behavior of the larvae
and the puncture formation by females, which reduces photosynthetic rate and soluble solids
content, thereby compromising productivity. The success of implemented control strategies,
such as the use of synthetic chemicals and biological products, depends directly on genetic
variation, which promotes resistance to selective pressures. Therefore, studying genetic
diversity is an important tool to understand infestation success and generate new information
to support these strategies. The present study aimed to assess the genetic diversity and
differentiation among populations of leafminer flies collected from commercial yellow melon
fields in Brazil’s main producing region, Rio Grande do Norte state, using ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats) markers. In this context, melon leaves containing larvae were collected
from farms located in Mossor6o-RN (ABJM), Baratina-RN (ABAB), and Caraubas-RN
(AAGC), and transferred to the Arthropod Ecotoxicology Laboratory (LECT) at UFERSA
(Federal Rural University of the Semi-arid Region) for rearing to the adult stage. DNA was
extracted from ten individuals using the Doyle and Doyle method adapted with SDS. For
Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification, 28 commercial primers were used. The PCR
products were applied to agarose gel and subjected to 2% electrophoresis and stained with
Ethidium Bromide. The gels were revealed in a UV photodocumenter. The absence and
presence of fragments between the samples were converted into a binary data table 0 and 1.
To check primer efficiency, the following parameters were evaluated: fragment size (bp),
number of fragments, number of polymorphic fragments, percentage of polymorphism,
polymorphic information content, effective multiplex ratio, and marker index. Genetic
diversity among populations was measured using Nei’s and Shannon’s indices. Jaccard
similarity index among individuals was used for cluster analysis through the UPGMA method
for graphical visualization, which was also carried out using Principal Coordinates Analysis
(PCoA). Molecular variance analysis (AMOVA) and Mantel test were used to determine the
proportion of genetic variation among and within populations and its relationship with the
geographic distances between farms. The main results showed that the PCR-ISSR analysis
was successful using 18 selected primers for analyzing leafminer fly DNA, generating
fragments ranging from 180 to 1800 bp and a polymorphism percentage of 88%, indicating
high genetic diversity in the evaluated populations. The UPGMA analysis resulted in three
distinct groups, with a clear proximity between ABJM and ABAB individuals. The AAGC
population was isolated in a single group, indicating a weak relationship between genetic
diversity and geographic distance, as demonstrated by the Mantel test (r> = 0.1709; p < 0.05).
The proximity between PCoA-generated ellipses and values from Nei’s and Shannon’s
indices revealed low differentiation among populations, which was confirmed by AMOVA,
identifying interpopulation variation of 12.34% and intrapopulation variation of 87.66%. In
this regard, the present study suggests that the existing high genetic diversity explains the
infestation success in the face of control strategies. However, due to the low differentiation
among populations, once an effective control method is identified for one farm, it may be
applicable in other regions due to the likely shared physiology, reinforcing the need for
further research in this area.

Keywords: Liriomyza spp.; biotechnology; molecular genetics; Cucumis melo.
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1. INTRODUCAO

A producao da cultura de meldo (Cucumis melo L.) apresentam grande importancia para
o mercado nacional brasileiro e particularmente para alguns estados. O fruto dessa
cucurbitacea oferece propriedades nutricionais (Grumet et al., 2021) que sdo apresentadas nos
tipos de melao existentes (Moing et al., 2020), também fomenta a economia com o seu valor
de producao crescente a cada ano (IBGE, 2023).

Considerada a segunda fruta mais exportada do pais (CONAB, 2023), mais de 800 mil
toneladas colhidas sdo resultado da contribuicdo principalmente da regido Nordeste, em
especial os Estados do Rio Grande do Norte, Bahia e Ceara (IBGE, 2023).

Cultivos comerciais de meldo sdo influenciados por diferentes fatores abidticos e
bioticos, este tltimo, na forma de micro-organismos e patégenos (Cui et al., 2022), além de
insetos e acaros (Pedro er al., 2021). Entre os insetos, a mosca-minadora, também
denominada popularmente como larva-minadora, ¢ considerada praga-chave do meloeiro no
Brasil (Guimaraes et al., 2009), que diminui de maneira consideravel a produtividade dessa
cultura, chegando até 30% de area perdida (Guimardes et al., 2005). Compdem a ordem
Diptera e familia Agromyzidae e t€m como principais representantes as espécies polifagas do
género Liriomyza Mik (Blanchard, 1894) (Catapan et al., 2018; COL, 2025).

Os danos causados pela mosca-minadora estdo associados ao habito da fase larval
herbivora formar galerias, também chamadas de minas, causando injarias nas folhas (Parrella,
1987; Scheffer et al., 2024). As puncturas formadas pelas fémeas adultas servem como porta
de entrada para fitopatogenos (Shamkh et al., 2022) e o hébito alimentar larval diminui a taxa
fotossintética, condutdncia estomdtica e transpiracdo de folhas (Costa et al., 2017),
influenciando diretamente a qualidade final do fruto pelo menor acimulo de sélidos soluveis
totais (Araujo et al., 2007; Guimaraes et al., 2009).

Embora haja diferentes taticas de conteng¢@o do nivel de infestagdo, ainda existe uma
grande dificuldade de manejo dessa praga nas regides de cultivo. Préticas culturais como
cobertura das plantas com mantas € monitoramento com armadilhas amarelas sdo utilizadas
(Guimaraes et al., 2009; Weintraub et al., 2017), contudo mostram-se insuficientes. Sendo
assim, sempre sdo inseridos outros métodos, como o controle quimico e bioldgico. Como
exemplo de biocontrole, sdo utilizados endoparasitoides comerciais de partenogénese telitoca

como Neochrysocharis formosa (Costa-lima et al., 2022).
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Entretanto, os inseticidas quimicos possuem eficiéncia limitada devido ao impasse
quanto a resisténcia (Askari-Saryazdi et al., 2015; Chang et al., 2022) decorrente de
aplicagdes sucessivas que induzem a selecao populacional (Nguyen; Chen; Herron, 2024).
Assim como o uso de bioldgicos ¢ restrito pela tendéncia de variabilidade genética e aumento
do ntimero de pragas (Fontes; Valadares-Inglis, 2020), além da dificuldade que essas taticas
apresentam de suprimir a fase larval protegida pelo tecido foliar (Nguyen; Chen; Herron,
2024).

Por essas razoes, os métodos de controle dependem da diversidade genética existente
nas populagdes de moscas-minadoras (Scheffer et al., 2024), pois a variagdo entre individuos
oferece uma maior chance de resistir a forgas seletivas, como mudangas ambientais, fatores
climaticos e doencas (Chen et al., 2019; Hoban et al., 2022). Portanto, estuda-la ¢ importante
para auxiliar de forma direta, a partir dos dados obtidos, as medidas de monitoramento e
controle a serem implementadas (Kurd et al., 2020; Kang et al., 2023; Beaurepaire; Webster;
Neumann, 2024).

A diversidade genética, também definida como biodiversidade genética (Silva Filha et
al., 2022), na maioria dos estudos com insetos, ¢ mensurada através de ferramentas que
acessem as informagdes a nivel de DNA (Zhoul ef al., 2020; Awad et al., 2022; Rahimi et al.,
2022), como os marcadores moleculares, que sao sequéncias de DNA de carater herdavel que
apresentam diferencas individuais na forma de polimorfismos (Amiteye, 2021). Sao
vantajosos por identificarem diretamente o gendtipo sem influéncia ambiental e em qualquer
estagio de desenvolvimento (Faleiro, 2007; Ismail et al., 2016).

Entre os marcadores moleculares consolidados para estudos de diversidade genética e
amplamente utilizados (Amiteye, 2021), a inferéncia sobre variacdo entre individuos e
populacdes de interesse agrondmico pode ser feita a partir da utilizagdo dos marcadores
baseados em amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction), como os ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) (Ismail et al., 2016). Caracterizados pela analise de /oci existentes
entre as regides microssatélites distribuidas por todo o genoma (Teixeira et al., 2020), sdo
uteis para esse estudo devido a reprodutibilidade, necessidade de uma pequena quantidade de
DNA, baixo custo (Ramesh et al., 2020) e ndo necessitar de conhecimento prévio do genoma
das amostras utilizadas (Venkatesan et al., 2021), o que viabiliza a deteccao da variagdo entre
moscas-minadoras que independem da espécie em questao.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética de
moscas-minadoras isoladas de cultivos comerciais de meloeiro a partir do uso de marcadores

ISSR para acessar informagdes acerca da variagdo genética, possibilitando o entendimento
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inicial das razdes de sucesso de infestacdo da praga frente aos métodos de controle até entdo
implementados. Sendo um estudo pioneiro na aplicacio de tais marcadores para essa
finalidade em moscas-minadoras, possibilitando acessar informagdes de novas regides

genomicas.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cultura do melao

O meloeiro pertencente a familia Cucurbitaceae inicialmente domesticada na Africa,
Asia e Américas (Manchali et al., 2021), tem como nome cientifico Cucumis melo L., ¢
exerce um papel significativo no comércio mundial por fazer parte da dieta humana,
oferecendo propriedades nutritivas e saborosas associadas ao valor culinario e estético
(Grumet et al., 2021; Shahwar; Khan; Park, 2023). Podendo ser consumido na forma de frutas
doces e frescas ou como frutas amargas e suaves, sendo aproveitadas em alguns paises como a
ndia até mesmo suas sementes para consumo (Grumet et al., 2021). Os continentes com
maior produgdo de meldo sdo: Asia (75,4%), com maior contribui¢io da China que ocupa o
primeiro lugar no mundo, seguida da América (13%), em que o Brasil se destaca ao ocupar a
quinta posic¢do a nivel mundial (FAOSTAT, 2023).

Segundo a ultima atualizacdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2023), a producdo de meldo no Brasil cresce a cada ano, chegando a 862.387 toneladas
produzidas no ano de 2023, associadas a pouco mais de 30 mil hectares de area colhida que
estdao distribuidas nos 25.126 estabelecimentos mensurados em 2017. Houve aumento do
valor de produgdo de quase 45% ao comparar-se os anos de 2022 e 2023, com grande
contribuicdo da regido Nordeste, com destaque aos Estados do Rio Grande do Norte, primeiro
lugar no pais, seguido da Bahia e Ceara.

O cultivo do meloeiro no Brasil proporciona consideraveis beneficios econdomicos que
tém impacto positivo nos estados € municipios circunvizinhos as areas de producao, pois leva
ao aumento da fonte de renda da populacdo local pela geracdo de empregos (Nunes et al.,
2016). De acordo com o sistema Agrostat vinculado ao Ministério da Agricultura e Pecuaria
do Brasil (2025), no Rio Grande do Norte o valor de exportacio de meldes chega a 50

milhoes de dolares.
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Do ponto de vista fenotipico, os frutos de meloeiro sdo muito variados (Shahwar;
Khan; Park, 2024). Os meldes assumem formatos desde o esférico até muito longo, com cores
externas alternadas entre verde, amarelo, vermelho e laranja, podendo ter diferentes sabores e
serem aromaticos ou nao (Moing et al., 2020). Desse modo, essas caracteristicas fenotipicas
estdo alicercadas na base genética variavel, e existem diferentes variedades que estdo
distribuidas entre as subespécies melo e agrestis, como exemplo, Reticulatus, Inodorus,
Cantalupensis e Makuwa (Moing et al., 2020; Grumet et al., 2021). No Brasil, os meldes
inodoros como o amarelo sdo os mais produzidos e consumidos devido ao sabor e a facilidade
de transporte, e os Pele de Sapo também possuem destaque na exportacdo para consumo no
mercado Europeu, ressaltando sua importancia econdmica (Yuri; Resende; Costa, 2018; Cui
et al., 2022). Porém, outros tipos como o Cantaloupe (Cucumis melo L. var. reticulatus) estao
amplamente difundidos no Brasil, devido ao sabor e aroma agradaveis, com destaque para na
produgdo regional, principalmente o Estado do Rio Grande do Norte (Cunha ef al., 2020).

Entretanto, a producdo de meldo enfrenta desafios de natureza bidtica, como doengas e
insetos (Cui et al., 2022), além de fatores abidticos, como suprimento de dgua, aumento da
salinidade e outros fatores ambientais (Shahwar; Khan; Park, 2023; Shahwar; Khan; Park,
2024). Esses elementos representam impactos significativos na cultura (Grumet et al., 2021),
influenciando diretamente as caracteristicas do fruto e o seu rendimento em cultivares

(Shahwar; Khan; Park, 2023).

2.2 Fatores que influenciam a cultura do melio

Culturas de meldo cultivadas no Nordeste do Brasil possuem ciclos produtivos curtos
que variam de 60 a 80 dias a depender da cultivar, com faixas de temperatura ideal de 25 a 30
°C para o desenvolvimento (Salviano et al., 2017; Bezerra et al., 2017). Sendo plantas tipicas
de clima quente, conseguem sobreviver em quadros de baixa pluviosidade e umidade relativa,
(Salviano et al., 2017). A qualidade dos frutos ¢ influenciada negativamente por episddios de
frio/resfriamento, assim como o estresse salino altera o equilibrio celular e proporciona
estresse oxidativo (Shahwar; Khan; Park, 2024).

O clima tropical classificado como ideal para o desenvolvimento do meldo, favorece o
aparecimento de uma série de doencas e pragas que afetam o cultivo (Cui et al., 2022). Entre
as doencas de grande distribuicao, estdo o oidio (Leveillula Taurica, Golovinomyces orontii e

Podosphaera xanthii), antracnose (Colletotrichum orbiculare), mildio (Pseudoperonospora
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cubensis), murcha do fuséario (Fusarium oxysporum f. sp. melonis), nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) e virus do mosaico do pepino (CMV) (Cui et al., 2022; Shahwar; Khan;
Park, 2024).

Para o cendrio de pragas, o cultivo de melao ¢ alvo de diferentes artropodes fitofagos,
como tripes da espécie Frankliniella occidentalis Pergande, 1895 (Thysanoptera: Thripidae),
pulgdes como Aphis gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae), mosca-branca da espécie
Bemisia tabaci Gennadius, 1889 (Hemiptera: Aleyrodidae) (Pedro et al., 2021) e moscas-
minadoras do género Liriomyza Mik, 1894 (Hamza et al., 2023).

No Brasil, a mosca-minadora ganhou o titulo de praga-chave do meloeiro no inicio dos
anos 2000, devido a diferentes fatores, entre eles a diminui¢do dos seus inimigos naturais
decorrente da tentativa de eliminagdo da mosca-branca Bemisia tabaci bidtipo B e a
possibilidade de resisténcia aos inseticidas aplicados (Guimaraes et al., 2005; Guimaraes et
al., 2009). Perdas de 15% até 30% em cultivos comerciais de meldo do Rio Grande do Norte,
Ceara ¢ Bahia ja foram relatadas (Guimaraes et al., 2005; Aratjo ef al., 2007). Motivadas pelo
uso de cultivares suscetiveis associadas as condigdes ambientais favoraveis proporcionadas no
clima Semiérido, que contribuem para o desenvolvimento desse inseto durante todo o periodo

de produgio.

2.3 Liriomyza spp.

Moscas-minadoras, também denominadas popularmente como larvas-minadoras, sao
insetos pertencentes a ordem Diptera que possuem o padrdo caracteristico de herbivoria da
familia Agromyzidae Fallén, 1823. Segundo o catidlogo da vida realizado pelo Sistema
Integrado de Informacgdes Taxondmicas (2025), essa familia tem 2610 espécies divididas em
40 géneros, sendo Liriomyza Mik., o principal, com 471 espécies, até entdo identificadas.

Espécies originarias das Américas, denominadas de taxons do Novo Mundo,
Liriomyza sativae Blanchard 1938, Liriomyza trifolii Burgess 1880 e Liriomyza huidobrensis
Blanchard 1926, sdo as de maior importancia econdmica devido a ampla polifagia e
colonizagdo de novas areas geograficas (Carapelli ef al., 2018). Ganharam o status de praga
devido a resisténcia a inseticidas aplicados no controle de outros insetos e também eliminagao
dos seus inimigos naturais (Weintraub et al., 2017; Ridland et al., 2020).

A nivel mundial, sua propagacao torna-se favorecida pela exportagdao e importacao de

plantas, flores e ramos para plantio e comercializagdo, além de produtos de herbaceas
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destinados ao consumo (Weintraub et al., 2017). No Brasil, elas ocorrem naturalmente em
quase todos os estados e atacam mais de 25 familias de plantas, principalmente olericolas
(Catapan et al., 2018).

A maioria das espécies de moscas-minadoras do género Liriomyza spp. compartilham
semelhancas morfologicas na fase adulta (Carapelli et al., 2018), como o comprimento
diminuto que varia em torno de 1 a 3 mm e com coloragdes caracteristicas na regido toracica,
como o escuto escuro ¢ manchas amareladas no escutelo (Costa-Lima; Silva; Parra, 2015).
Devido a semelhanga, algumas espécies sao consideradas cripticas, havendo distingao por
analises da estrutura genitalia masculina, mas ainda restrito na diferenciacao de espécies como
L.huidobrensis e L. langei, realizada entdo a partir de analises moleculares (Weintraub et al.,
2017; Carapelli et al., 2018).

Nas fases iniciais do ciclo de vida, os ovos sdo depositados pela fémea com auxilio de
um ovipositor, tanto na face adaxial ou abaxial de folhas, causando danos as células do
mesofilo foliar através das perfuragdes (Parrella, 1987). Os ovos que possuem tamanhos
variados de acordo com as espécies, sdo translicidos e esbranquigcados (Costa-Lima; Silva;
Parra, 2015), tornam-se opacos conforme o desenvolvimento, que dura cerca de 4 dias, a
depender da temperatura (Guimaraes et al., 2009). A maioria das puncturas produzidas nao
contém ovos, servindo apenas para o fornecimento de exsudatos para alimenta¢do das fémeas
e machos (Weintraub et al., 2017; Catapan et al., 2018).

A larva vermiforme que eclode a partir do ovo, alterna entre a coloragdo palida e
amarelo alaranjado, dependendo do estadio da fase larval em que se encontra, tendo um
comprimento médio de 3 mm (Guimardaes et al., 2009). Ao eclodir, alimenta-se
incessantemente do mesofilo foliar e conforme a disponibilidade de nutrientes, temperatura
local e planta hospedeira, passa por trés instares até atingir a fase de pupa (4-6 dias) (Parrella,
1987; Guimaraes et al., 2009). Essa ultima fase, antes do surgimento do adulto, acontece
ainda na folha ou no solo, variando entre 7 ¢ 14 dias e necessita de uma umidade relativa ideal
entre 30 e 70% (Guimaraes et al., 2009). Por fim, o adulto que emergiu do pupario passa por
um periodo de maturagdo dos seus 6rgaos reprodutivos, no caso de fémeas, apds a maturacao
e acasalamento conseguem depositar de 100 a mais de 600 ovos (Parrela, 1987). O ciclo
completo da fase de ovo a adulto depende das condigdes ambientais e varia entre 12 e 51 dias
(Catapan et al., 2018).

Conhecendo a biologia do ciclo de vida das moscas-minadoras, ¢ possivel identificar
que a pratica de formagdo de puncturas nas folhas para deposi¢do dos ovos ¢ um problema,

pois servem como porta de entrada para diferentes patdgenos oportunistas como fungos



21

(Shamkh et al., 2022). Assim como podem causar ressecamento e desfolha da planta, gerando
queimaduras nos frutos pela exposi¢do mais efetiva aos raios solares (Guimaraes et al., 2009;
Oliveira et al., 2017). Porém, o principal dano direto causado por esses dipteros nas culturas
de importancia agricola, se da pela diminui¢do da area fotossintética conforme as larvas
alimentam-se do meso6filo foliar e geram galerias ou minas visiveis (Parrella, 1987). Um
ataque severo no inicio do desenvolvimento da planta pode até causar sua morte, além da
geragao de frutos com baixos teor de sélidos soliveis totais, que sao improprios para
comercializacao (Araujo et al., 2007; Oliveira et al., 2017).

Em folhas de meldao amarelo, Costa et al. (2017) relataram a reducdo de 50,7% na taxa
fotossintética a partir da infestagdo por larvas de L. sativae. Os autores observaram que o
nivel de infestacdo associado ao numero de larvas por folha é proporcional aos danos
fisiologicos causados, como a diminui¢do da condutdncia estomdtica e transpira¢do, assim
como aumento da concentragdo interna de gas carbonico. Sendo esses parametros importantes
para o processo de fotossintese, sdo responsaveis pela redu¢do da produtividade e qualidade
dos frutos.

Para diminuir os danos, sdo utilizadas em conjunto diferentes taticas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Cabe citar como exemplo, a tentativa de tornar o ambiente
agricola inadequado para o desenvolvimento de moscas-minadoras, entre elas estdo: cobertura
das plantas com mantas, pousio, armadilhas adesivas amarelas e rotagdo de culturas com o
uso de plantas ndo hospedeiras (Guimaraes et al., 2009). Outra alternativa seria a obtengao de
fontes de resisténcia em plantas, que se classifica em dois tipos, os mecanismos de antibiose e
antixenose que auxiliam na protecdo da planta. Essas fontes em genotipos precisam ser
detectadas inicialmente através de pesquisas, como a identificacdo de gendtipos de meloeiro
resistentes & mosca minadora por meio de caracteres agronomicos (Oliveira ef al., 2022).

O controle quimico realizado com inseticidas sintéticos ¢ o mais utilizado em plantios
comerciais (Catapan et al., 2018) e apresenta em muitos casos a gestdo eficiente de pragas
pela sua acdo rapida e facilidade de utilizacdo. Entretanto, as aplicacdes intensivas levantam
questionamentos quanto ao impacto na satde humana e meio ambiente, assim como a
ocorréncia de variedades que apresentam resisténcia (Smagghe et al., 2023). Por serem
amplamente utilizados no mundo para controle de moscas-minadoras presentes em plantas de
diferentes sistemas de cultivo (Askari-Saryazdi et al., 2015), alguns estudos sugerem que o
uso excessivo de inseticidas selecionou populacdes resistentes, como de L. trifolli resistentes a
ciromazina (Chang et al., 2022), L.sativae resistentes a clorpirifés (Askari-Saryazdi et al.,

2015) e L.huidobrensis resistente a clorantraniliprole (Nguyen; Chen; Herron, 2024). Além
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disso, o contato direto dos pesticidas em ovos e larvas torna-se restrito, pela protecao
conferida pelo tecido foliar (Nguyen; Chen; Herron, 2024).

Silva et al. (2022) avaliaram a suscetibilidade a inseticidas de populagdes de L. sativae
presentes em culturas de meldo dos Estados de Rio Grande do Norte ¢ Pernambuco. Os
autores alertaram sobre o alto risco de evolugdo de resisténcia dessa espécie aos compostos
quimicos na regido Nordeste. As populagdes estudadas permanecem suscetiveis a abamectina,
ciantraniliprole, espinosade e espinetoram, contudo foi observado alta variacdo para os
valores de concentragao letal (CL99), indicando uma possivel tolerancia de alguns individuos.

No controle bioldgico, sdo adotadas praticas que visam eliminar as populagdes
indesejaveis através da conservagdo ou aumento dos inimigos naturais, como endo/ecto
parasitoides das familias Eulophidae, Braconidae, Pteromalidae e Figtidae, que atacam larvas-
minadoras (Weintraub et al., 2017; Ridland et al., 2020). Contudo, a eficiéncia da vida util
dos biolégicos depende do reconhecimento da tendéncia de aumento da variabilidade genética
e numero das pragas, entre outros fatores (Fontes; Valadares-Inglis, 2020).

Portanto, o conhecimento da variabilidade genética das populagdes de mosca-
minadora torna-se importante para implementacdo de estratégias de controle a partir da

mensuracao da diversidade genética (Xu et al., 2022; Scheffer et al., 2024).

2.4 Diversidade genética

As andlises em volta da determinagdo do nivel de variagdo genética entre individuos,
grupos de individuos e populagdes, se d4 a partir da determinagdo da diversidade genética
(Ismail et al., 2016), que ¢ definida como sendo a medida da biodiversidade a nivel genético,
baseada na mensura¢do do nimero de alelos existentes e a frequéncia com que eles ocorrem
nas populagdes, considerando seu aparecimento e desaparecimento ao longo das geracdes
(Ellegren; Galtier, 2016; Silva Filha et al., 2022).

Sua origem estd nos mecanismos que levam ao surgimento de novos alelos, como as
mutacoes, porém ¢ moldada por processos de fluxo génico através de migragoes, sistemas de
acasalamento, eventos como efeito fundador e gargalos populacionais (Ellegren; Galtier,
2016; Griffiths et al., 2022; Garcia-Berro et al., 2022). Sendo a diversidade genética total
resultante da variacdo dentro de uma populagdo (diversidade genética) e entre populagdes

(diferenciacdo genética) (Cruz; Ferreira; Personi, 2020).
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Neste sentido, sua importancia esta na capacidade de proporcionar as popula¢des uma
maior chance de resisténcia contra as mudancas ambientais, climaticas ou a exposi¢dao as
doengas, assim como pode levar ao surgimento de novas linhagens e espécies, contribuindo
diretamente na sobrevivéncia e adaptabilidade de organismos invasores (Chen et al., 2019;
Hoban et al., 2022).

Por essa razdo, a caracterizagdo da diversidade genética de moscas-minadoras ¢
imprescindivel para estudos que possuem como objetivo entender mecanismos de expansao
populacional (Chen et al., 2019), estrutura genética e padroes de migracao (Tang et al., 2015),
avaliagdo de espécies cripticas e sua associacdo com o tipo de hospedeiro (Carapelli et al.,
2018), assim como entender a sua historia evolutiva e relacdo genética entre diferentes
populagdes (Ferreira et al., 2017). Fornecendo informagdes que sdo essenciais para o
monitoramento e controle eficaz de espécies invasoras (Kang et al., 2023).

De acordo com Beaurepaire, Webster ¢ Neumann (2024), a diversidade genética de
insetos pode ser mensurada por métodos convencionais como analises morfologicas, porém
possui restricao pela existéncia de espécies cripticas e escassez de especialistas na area, de
modo que as analises moleculares sejam as mais indicadas para este objetivo. Os marcadores
moleculares sdo ferramentas capazes de avaliar diferencas nas sequéncias de DNA
denominadas de polimorfismo (Ellegren; Galtier, 2016).

Além da andlise de sequéncias, também podem fornecer informacdes a partir da
avalia¢do de padrdes de metilacdo, polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) ou fragmentos
de microssatélites, que sdo posteriormente convertidos em informagdes a partir de métricas,
como numero e frequéncia de alelos, nimero médio de alelos por locus polimoérfico e
heterozigosidade esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (HE) (Hoban et al., 2022; Silva
Filha et al., 2022).

Xu et al. (2022) em seu estudo pioneiro, buscaram obter informagdes sobre a estrutura
genética populacional para estimar a divergéncia genética conforme distdncias geograficas e
construir a histéria de invasdo de L. sativae na regido da Peninsula de Cape York, na
Australia, através de marcadores SNPs. Utilizaram 24 populagdes de 8 paises ao redor da
regido e conseguiram obter resultados congruentes com a biogeografia da espécie, também
identificaram locais geneticamente relacionados pela invasao recente da espécie, e populacdes
fortemente distintas de outros paises, como do Havai, provavelmente relacionado a eventos de
deriva genética. Desse modo, o estudo mostrou-se eficaz para o estabelecimento de

parentescos com base em SNPs, confirmando a eficacia dos estudos de diversidade genética,
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utilizando marcadores para obtengdo de diferentes informacdes acerca da genética
populacional de moscas-minadoras.

Outro estudo produzido por Ferreira et al. (2017) teve como objetivo caracterizar
geneticamente espécies do género Liriomyza associadas com hortaligas utilizando DNA
mitocondrial (mtDNA) do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) como forma de
determinar a diversidade genética de populagdes brasileiras e a sua filogenia. Os resultados
obtidos, indicaram que as populagdes coletadas nos Estados: Bahia, Ceard, Espirito Santo,
Pernambuco e Rio Grande do Norte, apresentavam baixos niveis de variagao genética entre si.
Assim como as analises filogenéticas permitiram identificar um clado unico da espécie L.
sativae, devido a provavel especiagdo recente e efeito fundador.

Vale ressaltar que apesar de altamente empregados e vantajosos para estudos de
taxonomia, os marcadores mtDNA baseados em sequéncias COI, apresentam limitagdes
consideraveis para outras analises, como baixa detec¢do da diversidade genética, que diminui
o conteido de informacdes a serem exploradas em estudos de genética populacional
(Beaurepaire; Webster; Neumann, 2024). Assim como sua diversidade pode ser distorcida
devido a dispersdao baseada no sexo, sendo indicado a realizagdo de analises comparativas
entre mtDNASs e /oci nucleares para obtengdo de dados significativos utilizando marcadores
de maior resolugdo (Millette et al., 2019; Liang et al., 2023).

Dessa forma, o estudo de diversidade genética de populacdes de moscas-minadoras no
Brasil, pode ser realizado com outros tipos de marcadores moleculares de natureza nuclear.
Visto que sdo escassos os estudos genéticos de espécies de Liriomyza no Brasil e ha uma

necessidade de ampliag¢do das populacdes estudadas (Ferreira et al., 2017).

2.5 Marcadores moleculares

Marcadores genéticos sao utilizados tanto na ciéncia convencional, como para obter
conhecimentos de importancia econdmica dado a capacidade de relacionar informagdes,
diferenciar e consequentemente selecionar genotipos de interesse (Ramesh et al., 2020).
Nessa perspectiva, existem marcadores genéticos classificados como morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares, onde cada um apresenta diferentes metodologias (Ramesh et al.,
2020; Oliveira et al., 2021). Dentro da classificagdo de marcadores moleculares, estdo aqueles
definidos como sequéncias de DNA representativas de diferencas, capazes de distinguir os

genodtipos e individuos devido ao polimorfismo, que € resultante de eventos moleculares como
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mutagdes pontuais, insercdes, delecdes, duplicacdes e translocagdes, ndo estando associados
de forma restrita a um gene (Nadeem et al., 2017). Apresentam-se vantajosos devido a
capacidade de deteccao alta dos polimorfismos, sem influéncia do ambiente em questdao e
estagio de desenvolvimento (Faleiro, 2007; Ismail et al., 2016).

Os marcadores moleculares, sdo classificados quanto ao método de detecgdo, sdo eles:
marcadores baseados em hibridiza¢do com sondas, em sequenciamento e aqueles que utilizam
a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) ou seja,
sao alvos de amplificagdo e geragao de muitas copias do material genético (Turchetto-Zolet et
al., 2017; Nadeem et al., 2017; Bidyananda et al., 2024). Em pesquisas que envolvem estudos
de diversidade genética, encontra-se marcadores moleculares baseados em PCR com suas
técnicas consolidadas e amplamente empregadas, como AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence
Repeat) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) (Ismail et al., 2016; Nadeem et al., 2017).
Esses marcadores também sao aplicados em estudos que variam desde a investigacdo de
relacdes taxondmicas, evolutivas e filogenéticas, por meio da observacdo da variacao genética
dentro e entre populacdes, até estudos ecoldgicos. A escolha do marcador depende das
condi¢des experimentais, das informacdes que cada um pode fornecer ¢ da facilidade de
genotipagem (Ismail et al., 2016; Bidyananda ef al., 2024).

O marcador ideal deve atender a requisitos como alta capacidade de detec¢do de
polimorfismos, boa relacdo custo-beneficio, necessidade de uma baixa quantidade de material
genético para andlise e ter um sistema de operagdo rdpido e facil (Hasan et al., 2021). A
escolha de um desses marcadores moleculares citados ¢ viavel no estudo de diversidade
genética de moscas-minadoras, considerando a disponibilidade tecnoldgica e a limitagao

imposta pela auséncia de conhecimento prévio dos genomas analisados.

2.6 Marcadores moleculares ISSR

Os marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) sdao amplamente utilizados em
estudos de diversidade genética, pois apresentam vantagem por nao necessitarem de
conhecimento prévio das sequéncias analisadas (Felix et al., 2020; Venkatesan et al., 2021).
Estdo associados as regides microssatélites ou motivos de sequéncias simples de 2 a 5
nucleotideos repetidos em tandem, que estdo distribuidos ao acaso e em grande quantidade no

genoma de organismos (Amiteye, 2021).
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A técnica baseia-se na utilizagdo de um unico primer constituido por varias repeti¢des,
que ancora-se em duas ou quatro bases arbitrarias do material analisado (Turchetto-Zolet et
al.,2017). Dessa forma, sao gerados fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, que variam
entre 100-3000 pb a partir da amplificagdo por PCR utilizando os primers ISSR (16-25 bases)
e, por consequéncia, representam diferentes /oci entre regides microssatélites (Teixeira et al.,
2020).

Apesar de apresentarem heranca dominante que restringe a diferenciacdo de
heterozigotos e homozigotos dominantes, os marcadores ISSR ainda possuem grande
relevancia por serem vantajosos devido a alta confiabilidade, reprodutibilidade, baixo custo,
rapidos e simples quanto ao processamento de amostras grandes (Ramesh et al., 2020;
Venkatesan et al., 2021; Bidyananda et al., 2024).

Com destaque nesse experimento para o estudo de insetos com importancia agricola,
esses marcadores apresentaram eficiéncia na detec¢@o de alta diversidade genética a nivel da
espécie da praga do arroz Chlorops oryzae Matsumura, 1915 (Diptera: Chloropidae) (Zhoul et
al.,2020) e na observagao de baixa variabilidade de nimero de alelos por locus de polinizador
natural da subespécie Apis mellifera meda Skorikow, 1829 (Hymenoptera: Apidae) (Rahimi et
al., 2022). Assim como mostrou-se eficaz na investigagdo dos niveis de mutagenicidade
genética, causadas por diferentes tratamentos com inseticidas para larvas de Agrotis ipsilon
Hufnagel, 1766 (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga polifaga que ataca diferentes culturas

importantes economicamente (Awad et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar através do uso de marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeats) a diversidade genética de populacdes de moscas-minadoras, obtidas de cultivos
comerciais de meloeiro, presentes em diferentes regides do Estado do Rio Grande do Norte,
como passo inicial para entendimento das razdes de sucesso de infestagdo da praga, de forma

a auxiliar as taticas de controle existentes.

3.2 Objetivos especificos

e (Coletar moscas-minadoras presentes em diferentes areas comerciais de meloeiro
atacados pela praga;

e Recalizar a extragdo do DNA das moscas;

e Amplificar o material genético extraido através da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando primers ISSR;

e Avaliar a qualidade e a reprodutibilidade dos fragmentos amplificados por meio de
eletroforese em gel de agarose e analise de imagem;

e Estimar a diversidade genética intra e inter populagdes com base nos perfis
moleculares obtidos;

e Observar a relagdo entre as distancias geograficas com a diferencia¢do genética;

e Relacionar as informagdes de diversidade genéticas com o seu efeito nas taticas de

controle.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coletas das moscas

Entre agosto de 2024 e margo de 2025, foram obtidas amostras de moscas-minadoras
de trés fazendas comerciais de meldo, identificadas na Tabela 1. Para o isolamento e
desenvolvimento dos adultos, amostras de folhas contendo larvas de moscas foram
conduzidas ao Laboratorio de Ecotoxicologia a Artropodes, localizado no Prédio de
Fitossanidade da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Onde foram
individualizadas em recipientes plasticos até obten¢do das pupas, coletadas diariamente com
auxilio de pincel de ponta fina e, transferidas para o interior de tubos de ensaio, vedados com
filme plastico contendo micro furos para entrada de oxigénio, permitindo dessa maneira a
sobrevivéncia das pupas até emergéncia dos adultos. As condi¢des de desenvolvimento
permaneceram constantes ao longo do ciclo, com temperaturas médias de 25 + 2 °C, umidade

relativa de 35 + 10% e fotoperiodo de 12 horas.

Tabela 1 - Identificagdo dos locais de coleta de moscas-minadoras em
cultivos comerciais de meldo amarelo do Rio Grande do Norte-RN.

Coordenadas
Fazenda Municipio Codigo
(Lat,; Long)
4°59°46.5°°S
Bom Jesus Mossoro-RN ABJM
37°24°24.4” W
5°07°32.4”S
Boagua Barauna-RN ABAB
37°36°27.3” W
, 5°37'53"S
Aguas Caraubas-RN AAGC
37°38'13"W

Fonte: autoria propria. Codigo: A (Meldo amarelo), BJ (Bom Jesus), BA (Boagua), AG
(Aguas), M (Mossor6/Maisa), B (Barauna) e C (Caraubas). Lat: Latitude. Long:
Longitude

Apo6s a emergéncia dos adultos de cada amostra, observados em estereomicroscopio,
eles foram acondicionados isoladamente em microtubos de 2 mL, ainda no local.
Posteriormente passaram por armazenamento em caixa térmica e transporte até o Laboratorio

de Biotecnologia Vegetal localizado na UFERSA, campus Mossor6o-RN. As amostras
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permaneceram conservadas em etanol 90 % e freezer a -20°C até que ocorresse a extragao do

DNA.

4.2 Extracao de DNA

O isolamento do material genético foi realizado a partir do protocolo de Doyle &
Doyle (1987). Para cada fazenda, dez amostras de moscas-minadoras isoladas
individualmente (individuo Unico) em microtubos de 2 mL foram maceradas em 400 pL de
tampao de extragdo (100 Mm Tris-HCI pH 8; 1,4 M NaCl, 20 Mm EDTA, SDS 0,5%, B-
mercaptoetanol 0,2% e 4gua ultrapura q.s.p) com auxilio de um bastdo de vidro,
posteriormente incubadas em banho-maria a 65°C por 40 minutos, sendo os tubos vertidos a
cada 10 minutos. Apds o resfriamento, foi adicionado o volume de 400 puL. de Cloroférmio-
Alcool-Isoamilico 24:1 e centrifugagio a 10.000 rpm (10.192 g) por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram passados para novos microtubos de 1,5 mL, nos quais foi adicionado 2/3
de isopropanol gelado e incubados em freezer a — 20 °C por 3 horas, seguida de centrifugagao
a 10.000 rpm (10.192 g) por 10 minutos. A fase liquida foi descartada e o pellet ndo visivel
lavado com 400 pL de etanol 70% mediante centrifugacdo a 10.000 rpm (10.000 g) por 5
minutos. O alcool foi descartado e as amostras passaram 30 minutos secando em temperatura
ambiente até que ocorresse a ressuspensao do material genético em 50 pL de adgua ultrapura,

seguido do armazenamento em freezer a - 20°C.

4.3 Reaciao em cadeia da polimerase

As reagdes de amplificacdo com os marcadores moleculares foram feitas mediante
selecdo prévia a partir de 28 primers ISSR comerciais (University of British Columbia -
UBC). O mix de rea¢do no volume de 12 pL foi composto por 1 U/uL Tag-polimerase
(Sinapse Inc.), 1x tampao (Sinapse Inc.), 0,16 mM dNTPs (Ludwig Biotec), 1 mg/mL BSA,
0,83 uM de primer, 1 pL do DNA-molde bruto e 4gua ultrapura q.s.p. Placas de 96 pocos
foram utilizadas para PCR em termociclador (Amplitherm), seguindo o protocolo de Gemmill
e Grierson (2020) adaptado, com desnaturagdo inicial das duplas fitas de DNA na temperatura
de 94 °C por quatro minutos, seguido de 40 ciclos constituidos por trés etapas: (1)
Desnaturacao a 94 °C por 40 segundos, (2) Anelamento do iniciador na temperatura em graus
Celsius de acordo com as propriedades ja indicadas pelo fornecedor, mostradas na Tabela 2,
por 40 segundos; (3) Extensdo a 72 °C no periodo de dois minutos. O processo foi finalizado

com uma fase de extensdo por 7 minutos na temperatura de 72 °C.



Tabela 2 - Sequéncias nucleotidicas dos primers ISSR utilizados em DNAs de

moscas-minadoras.

Nome do primer Sequéncia do primer (5’-----3’) TA (°C)
UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 47,6
UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 45,2
UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 47,6
UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
UBC-823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 47,6
UBC-825 ACACACACACACACACT 45,2
UBC-826 ACACACACACACACACC 47,6
UBC-828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 45,2
UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 47,3
UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 49,5
UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 47,3
UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47,3
UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 49,5
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 49,5
UBC-846 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
UBC-847 CACACACACACACACARC 49,5
UBC-848 CACACACACACACACARG 49,5
UBC-850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 49,5
UBC-852 TCTCTCTCTCTCTCTCCRA 50,4
UBC-855 ACACACACACACACACYT 47,3
UBC-856 ACACACACACACACACYA 47,3
UBC-857 ACACACACACACACACYG 49,5
UBC-858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT 47,3
UBC-861 ACCACCACCACCACCACC 55,2

30
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UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCT 52,4
UBC-868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 41,6
UBC-888 DBBCACCACACACACA 46,8
UBC-889 DBDACACACACACACAC 46

Fonte: Empresa WATSONBI. TA (°C): temperatura de anelamento do primer.

4.4 Eletroforese e registro das imagens

Os produtos amplificados de PCR foram corados com 2 pl. de 6x tampao de
carregamento (Sinapse Inc.) e as amostras submetidas a eletroforese em Gel de agarose 2%
(Argagen), corado com brometo de Etideo (10 mg/mL), em tampao 1X Tris-Borato-EDTA
(TBE) pH 8 durante 135 minutos a 120V. O registro das imagens foi realizado em
transluminador acoplado a luz U.V (Proteinsimple, Alphaimager mini) e computador. Foi
utilizado o DNA ladder (Sinpase Inc.) de 100 pb para comparacao do tamanho dos fragmentos

gerados.

4.5 Analise estatistica

Para determinag¢do da capacidade informativa dos primers ISSR utilizados, foram
calculados o niimero total de fragmentos gerados (N°F), nimero de fragmentos polimorficos
(N°FP), identificacdo da faixa de tamanho dos fragmentos e porcentagem de polimorfismo
(%P). Também foram determinados os valores de PIC (Polymorphism information content),
EMR (Effective multiplex ratio) e MI (Marker index) no software Microsoft Excel, conforme
descrito por Chesnokov e Artemyeva (2015).

Os Indices de Nei e Shannon foram calculados pela utilizagio da linguagem R no
software RStudio e pacote ade4 (Dray; Dufour, 2007) para mensurar a diversidade genética
nas populacoes.

Foram elaboradas matrizes de presenca (1) e auséncia (0) de bandas para cada
marcador, seguido do célculo de similaridade a partir do coeficiente de Jaccard. As matrizes
de similaridade geradas foram utilizadas para andlise de agrupamento hierarquicos e geracao
de dendrograma para andlise visual pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Average) no software NTSYSpc 2.10 (Rohlf, 2000) e grafica por PCoA no
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software RStudio com pacote vegan (Oksanen et al., 2022) e ggplot2 (Wickhan, 2024). O
coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) também foi determinado no software NTSY Spc.

A andlise AMOVA (Molecular Variance Analysis) foi utilizada para mensurar a
diferenciagdo genética entre e dentro das populagdes, significativa quando p < 0,01, com o
pacote ade4 no software RStudio.

O isolamento por distancias (IBD) foi verificado a partir do teste de correlacdo de
Mantel baseado nas coordenadas geograficas de cada populacdo. A analise no software
RStudio e pacote vegan aconteceu a partir de 999 permutagdes, com relagdo significativa

quando p < 0,05.



33

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 28 primers avaliados, 18 foram selecionados para o estudo de diversidade
genética, baseado na capacidade de identificagdo de polimorfismo, clareza e intensidade das

bandas geradas. Na Figura 1 € possivel observar o representativo do padrao de amplificagao.

(]

1500 pb

Figura 1 — Gel de agarose a 2% contendo am,ostras de DNAs de dez moscas-minadoras
1soladas de folhas de meldo amarelo da fazenda Aguas (AAGC) e amplificadas com o primer
ISSR UBC-840. A canaleta M representa o marcador de peso molecular DNA ladder 100 pb.
A partir da anélise dos géis foi possivel identificar um total de 224 fragmentos, dos
quais 197 foram polimorficos, com taxa de polimorfismo média de 88% (Tabela 3). Esses
valores sugerem alta variacdo genética em individuos de moscas-minadoras, compativel com
observado para outras espécies de moscas consideradas pragas agricolas, como Ceratitis
capitata Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae), revelados por PCR-ISSR, com %P de
88,5% (Kurd et al., 2020). O tamanho dos fragmentos de 180 a 1800 pb sdo coerentes com o
descrito para dipteros em estudos com esses marcadores (Chong; Chua; Song, 2014; Kurd et

al., 2020).
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Tabela 3 — Avaliacdo da capacidade informativa de 18 primers ISSR selecionados para
moscas-minadoras.

ID Faixa N°F N°FP %P PIC EMR MI
(pb)
UBC-808 180-1500 12 11 92% 0,37 10,1 3,8
UBC-810  250-1400 9 8 89% 0,28 7,1 2,0
UBC-811  350-1200 9 7 78% 0,39 5,4 2,1
UBC-812  280-1400 10 10 100% 0,44 10,0 4,4
UBC-823  400-1600 6 5 83% 0,21 4,2 0,9
UBC-825  220-900 13 9 69% 0,18 6,2 1,1
UBC-826  300-1500 15 15 100% 0,46 15,0 7,0
UBC-835  220-800 12 12 100% 0,46 12,0 5,6
UBC-836  200-1400 13 13 100% 0,23 13,0 3,0
UBC-840 180-1300 14 10 71% 0,09 7,1 0,7
UBC-841 200-1500 11 10 91% 0,18 9,1 1,6
UBC-842  180-1500 17 17 100% 0,36 17,0 6,1
UBC-846  280-1500 14 14 100% 0,37 14,0 5,2
UBC-847 190-1400 18 13 72% 0,10 9,4 0,9
UBC-848  220-1500 14 12 86% 0,39 10,3 4,0
UBC-856  320-1500 11 10 91% 0,23 9,1 2,1
UBC-857  200-1800 15 12 80% 0,32 9,6 3,1
UBC-858  380-1500 11 9 82% 0,18 7,4 1,3
Total 224 197

Média 88% 0,29 9,8 3,1

Fonte: Autoria propria. N°F: Numero total de fragmentos. N°FP: Numero de fragmentos polimorficos. %P:
Porcentagem de polimorfismo (N°FP/N°F). PIC: Contetdo de informag¢@o polimérfica (1 — [f2 + (1-f)2]). EMR:
Razao multiplex eficaz (N°FP x %P). MI: Marcador Index (PIC x EMR).

O contetdo de informacao polimorfica (PIC) em marcadores dominantes representa de
forma indireta a heterozigosidade observada em uma populagdo, por avaliar a qualidade da
distribuicdo da variabilidade genética. De acordo com Serrote et al. (2020) valores < 0,10 sdo

considerados baixos, entre 0,10 e 0,25 médios, entre 0,30 ¢ 0,40 altos e muito altos de 0,40 a
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0,50. O conteudo de informagdo variou de 0,09 para UBC-847 a 0,46 para UBC-826 ¢ UBC-
835, com valor médio de 0,29 (Tabela 3).

Dessa forma, € possivel observar que os primers foram uteis na identificacao de
variacdo genética em moscas-minadoras entre as regides microssatélites (ISSR). O
polimorfismo total considerado médio a alto avaliado a partir dos valores de PIC é compativel
com o identificado em L. sativae por Liu et al. (2022) pela utilizagdo de marcadores
microssatélites (SSR).

EMR ¢ uma medida quantitativa que estima a capacidade de eficiéncia na detecgao de
polimorfismo do sistema primer-marcador, quanto maior o seu valor mais eficiente ¢ esse
sistema (Chesnokov e Artemyeva, 2015). No estudo o primer UBC-823 com valor EMR de 4,2
foi o menos eficiente. Esse resultado pode ser explicado em parte devido a menor quantidade
de fragmentos gerados e consequente menor numero absoluto de /oci polimoérficos passiveis de
deteccdo (Nagaraju et al., 2001). UBC-842 com o valor de 17,0 foi o mais eficiente seguindo a
logica oposta, sendo 9,8 a média (Tabela 3).

O indice de marcador (Marker index -MI), definido como produto da amplificagao de
EMR e PIC, mensura a eficiéncia absoluta do sistema. Assim como EMR, quanto maior o seu
valor, melhor ¢ o método (Chesnokov e Artemyeva, 2015) e juntos sdo parametros importantes
na selecdo de primers informativos (Rosa et al., 2017). UBC-826 apresentou o maior valor de
MI (7,0), consequéncia do elevado numero de fragmentos amplificados, todos polimoérficos e
com alto valor de PIC. O menor MI foi observado para UBC-840 (0,7), com média de 3,1
(Tabela 3).

Multiplas razdes justificam o alto polimorfismo identificado por ISSR em moscas-
minadoras. Em insetos, maiores valores de MI e EMR sdo observados em comparagdo a outros
marcadores como SSR e RAPD devido sua eficiéncia de amostragem de multiplos locus,
facilitando na identificagdo de variagdo genética (Nagaraju et al., 2001; Amiteye, 2021).

Além de atributos da técnica, caracteristicas bioldgicas do género Liriomyza spp.
influenciam nesses resultados, como as altas taxas reprodutivas que favorecem o acimulo de
polimorfismos e o ciclo de vida curto (Wang et al., 2008; Loxdale, 2010; Tang et al, 2015).
Assim como a exposi¢cdo a diferentes ambientes de acordo com os hospedeiros favorece a
diversidade genética (Pérez-Alquicira et al., 2018). Porém, ¢ necessario dar enfoque que o
polimorfismo observado pode ser decorrente de alteracdes no DNA causadas pela aplicagao de
inseticidas, que sao detectadas de maneira eficaz por marcadores ISSR (Awad ef al., 2022).

Dessa forma, a alta diversidade genética observada em moscas-minadoras permite que

haja melhor adaptacdo ao ambiente, facilitando sua disseminacao (Chen et al., 2019; Liang et



36

al., 2023), colaborando na justificativa do sucesso de infestacdo da praga em cultivos de meldo
amarelo do Rio Grande do Norte.
O indice de Shannon (H’), apresentado na Tabela 4, ¢ um parametro utilizado para
medir a diversidade genética intrapopulacional (Cruz; Ferreira; Personi, 2020). Ele reflete a
riqueza de polimorfismo existente, nesse caso determinada pela quantidade de /oci
polimérficos identificados, e a equitabilidade, pela distribui¢do das frequéncias de bandas na
populacdo (Cruz; Ferreira; Personi, 2020; Kurd et al., 2020). O indice de Nei (H), também ¢
utilizado para mensurar a diversidade genética nas populacdes. Refere-se a heterozigosidade
esperada, mensurada a partir da probabilidade de dois alelos aleatdrios avaliados serem

distintos em uma populacao (Nei, 1973).

Tabela 4 - Medidas de diversidade genética a partir dos indices de Nei e Shannon para

avaliagdo das populagdes de moscas-minadoras ABJM, ABAB ¢ AAGC.

Populacio Indice de Shannon (I) Indice de Nei (H)
ABIM 0,374 0,250
ABAB 0,348 0,233
AAGC 0,320 0,212

Fonte: Autoria propria. Indices gerados pela analise em linguagem R. ABJM: Fazenda Bom Jesus, Mossoro-RN.
ABAB: Fazenda Boagua, Baratina-RN. AAGC: Fazenda Aguas, Caratibas-RN.

Os indices de diversidade foram proporcionais, ou seja, quanto maiores os valores de
I, maiores sdo os de H e vice-versa, como ja descrito para outros insetos pragas por ISSR
(Kurd et al., 2020; Zhou et al., 2020). A proximidade dos valores dos indices de diversidade
genética revelaram que esse parametro € pouco distinto entre as populacdes de moscas-
minadoras analisadas. Entretanto, maior variabilidade foi observada em ABJM com I de 0,374
e H de 0,250, sugerindo que ela apresenta maior biodiversidade, que pode ser resultado de
diferentes fatores, como manejo agricola diferencial no uso de pesticidas e fertilizantes
(Jankielsohn, 2023). Nesse sentido, h4 a necessidade de estudo in loco para confirmagio das
razdes mencionadas.

Para andlise da similaridade genética entre os individuos de todas as populagdes, o
coeficiente de Jaccard foi determinado. Este indice € vantajoso nesse estudo por desconsiderar

coincidéncias do tipo 0-0 e ser indicado para avaliagdes de populacdes em que ja se espera a
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coincidéncia de algum compartilhamento de bandas (Cruz; Ferreira; Personi, 2020). Como

apontado na Figura 2, a matriz de similaridade gerada variou seus indices de 0,43 a 0,77.



ABIM1
ABIM2
ABJM3
ABJM4
ABJMS
ABJMB
ABIM7
ABJMS
ABJM9
ABIM10
ABAB1
ABAB2
ABAB3
ABAB4
ABABS
ABAB6
ABABT
ABAB8
ABAB9Y
ABAB10
AAGC1
AAGC2
AAGC3
AAGC4
AAGCS
AAGCB
AAGCT
AAGC8
AAGCY
AAGC10

ABM1
1.0000
0.7584
0.6933
0.6899
0.6899
0.7244
0.6331
0.5732
0.5404
0.5032
0.7233
0.7197
0.6623
0.6962
0.6899
0.7134
0.6364
0.5404
0.5283
0.5828
0.5466
0.5313
0.5793
0.5663
0.5823
0.5266
0.5556
0.5799
0.5424
0.5235

Maiores similaridades
Menores similaridades

ABIM2  ABIM3

1.0000
06671 1.0000
06839 07211
0705 06755
07303 07466
06463 06375
05949 05346
0.5220 [NGNESER
05133 04698
07070 06883
07483 06842
07123 06690
07124 0.6601
06948 06645
0675 07000
06510 0.6414
05613 05195
05695  0.5066
06154 05443
05283 04780
0523 05298
05613 0.5909
05776 05769
05048 05733
05849 05346
05663 0556
05915 05813
0557 05235
05333 05605
- 0.7647
0439

ABJM4

1.0000
0.6420
0.7179
0.6768
0.5389
0.4615
0.4777
0.6852
0.7244
0.6667
0.7006
0.6625
0.6646
0.6090
0.5061
0.4847
0.5576
0.5030
0.5346
0.5636
0.5890
0.5860
0.5576
0.5680
0.5833
0.5723
0.5636

0.7632
0.4403

ABJM5

1.0000
0.7632
0.6975
0.5389
0.4970
0.4684
0.7500
0.7134
0.6452
0.6584
0.6420
0.6646
0.6405
0.5153
0.5125
0.5671
0.5030
0.5155
0.5636
0.5890
0.5563
0.5576
0.5680
0.5740
0.5281
0.5176

ABJMB

1.0000
0.7099
05793
0.5091
0.4810
0.7405
0.7261
0.6581
0.6918
0.6646
0.7089
0.6429
0.5466
0.5155
0.5793
0.4970
0.5570
0.5854
0.6211
0.5687
0.5325
05799
0.5858
0.5657
05385

ABIM7

1.0000
0.5376
0.4713
0.4969
0.7091
0.6747
0.6098
0.6627
0.6467
0.6890
0.6250
0.5148
0.5212
0.5833
0.4770
0.4882
0.5893
0.5858
0.5636
0.5376
0.5568
0.5805
0.5611
0.5434

ABJM8

1.0000
0.6643
0.5929
0.5808
0.5663
0.5092
0.5176
0.5576
0.5602
0.4938
0.6190
0.6763
0.6209
0.5933
0.5986
0.6275
0.6447
0.6000
0.5897
0.6203
0.6164
0.6037
0.5860

ABJM9

1.0000
0.6772
0.4941
0.5152
0.4390
04675
0.5061
0.4647
0.4500
0.5944
0.5929
0.6081
0.5903
0.5517
0.5621
0.5584
0.5436
0.5455
0.5472
0.5342
0.5521
0.5621

ABIM10

1.0000
0.4663
0.4780
0.4539
0.4936
0.4777
0.4810
0.4564
0.6641
0.6250
0.6642
0.6090
0.5909
0.6000
0.5625
0.5693
0.5379
0.5163
0.5533
0.5256
0.5238

ABAB1

1.0000
0.7358
0.6795
0.7019
0.6748
0.6975
0.6645
0.5394
0.5183
0.5621
0.5000
0.4852
0.5680
0.5833
0.5901
0.5349
0.5543
0.5424
0.5163
0.5230

ABAB2

1.0000
0.7551
0.7647
0.7134
0.7152
0.7162
0.5432
0.5217
0.5758
0.5212
0.5437
0.5818
0.5879
0.5556
0.5663
0.5673
0.6012
0.5363
0.5444

ABAB3

1.0000
0.7181
0.7347
0.7020
0.6552
0.5526
0.5098
0.5871
0.5096
0.5329
0.5935
05309
0.5658
0.5280
05119
0.5549
0.4830
0.5061

ABAB4

1.0000
0.7006
0.7134
0.6471
0.5122
0.5380
0.5828
0.5091
0.5031
0.5890
0.5758
0.5823
0.5542
0.5465
0.5706
0.5337
0.5417

ABABS

1.0000
0.7290
0.6733
0.5437
0.5125
0.5767
0.4940
0.5155
0.5732
0.5602
0.5860
0.5389
0.5588
0.5740
0.5281
0.5732

ABAB6

1.0000
0.7569
0.5370
0.5155
0.5793
0.4793
0.5092
0.5854
05723
0.5590
0.5417
0.5614
0.5952
0.5307
05385

ABABT

1.0000
0.4968
0.4934
0.5513
0.4747
0.4403
0.5283
0.5346
0.5097
0.5031
0.5152
0.5212
0.4686
0.4908

ABAB8

1.0000
0.6642
0.7500
0.5685
0.6423
0.6831
0.6216
0.6312
0.6081
0.6184
0.6358
0.5617
0.6149

ABABY

1.0000
0.7007
0.6000
0.6058
0.6596
05772
0.5625
0.5638
0.5649
0.5513
05122
0.5497

ABAB10

1.0000
0.6370
0.6434
0.6824
0.6447
0.6667
0.6533
0.6266
0.6226
0.6037
0.6490

AAGC1

1.0000
0.6866
0.6901
0.6067
0.6042
0.5724
0.5696
0.5860
0.5488
0.5484

AAGC2

1.0000
0.7612
0.6690
0.6331
0.6549
0.6200
0.6159
0.6129
0.5%46

AAGC3

1.0000
0.7192
0.7214
0.6382
0.6369
0.6538
0.6098
0.6447

AAGC4  AAGCS

1.0000

0.7410 1.0000
0.6234 0.6667
0.6497 0.6169
0.6352 0.6234
0.6772 0.6038
0.6733 0.6284

AAGCE

1.0000
0.7248
0.7200
0.6646
0.6711

AAGCT

1.0000
0.7115
0.7000
0.6753

38

AAGC8  AAGCY

1.0000
0.6957 1.0000

0.6815 NGNS

Figura 2 - Matriz de similaridade calculada a partir do coeficiente de Jaccard no estudo de diversidade entre individuos presentes em populagdes
de moscas-minadoras (ABJM, ABAB ¢ AAGC). ABJM-1 a ABJM-10: Individuos de moscas-minadoras da Fazenda Bom Jesus localizada em
Mossor6-RN. ABAB-1 a ABAB-10: Individuos de moscas-minadoras da Fazenda Bodgua localizada em Baratina-RN. AAGC-1 a AAGC-10:
Individuos de moscas-minadoras da Fazenda Aguas localizada em Caraubas-RN.

AAGC10

1.0000
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Foi observado o menor indice de Jaccard entre os dois individuos ABJM-3 e ABIM-9
da populagdo localizada em Mossord-RN e maior entre AAGC-9 e AAGC-10 de Caratbas-
RN. Em moscas-minadoras ¢ verificado a existéncia de alta diversidade genética dentro de
populagdes avaliadas por marcadores moleculares (Tang et al., 2015), o que pode explicar a
distancia entre ABJM-3 e ABIM-9. Liu ef al. (2022) também destacaram que a maior parte da
variagdo genética dessa praga ocorre nos individuos de uma mesma populagdo (80%) e em
menor escala entre individuos de populagdes diferentes (16%). A maior propor¢ao de variacao
genética ser intrapopulacional ¢ justificada a partir das razdes mencionadas anteriormente,
como a biologia da praga que permite o acumulo de mutacdes devido as altas taxas
reprodutivas e disseminacdo dessas ao longo de geragdes devido a ciclo de vida curto (Wang
et al., 2008; Loxdale, 2010; Tang et al., 2015).

O dendrograma produzido a partir do método UPGMA (Figura 3) foi coerente com o
observado pela distribuicdo geografica das populacdes coletadas. O coeficiente de correlagao
cofenética (CCC) de 0,88 indicou consisténcia entre a matriz de similaridade de Jaccard com
o método de agrupamento. De acordo com Liu, Gui e Li (2010), no seu estudo de diversidade
genética de Sogatella furcifera Horvath, 1899 (Hemiptera: Delphacidae) com marcadores

ISSR, valores de CCC de 0,78 ja indicam alinhamento significativo.
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Figura 3 - Analise de agrupamento de individuos das populagdoes ABIM, ABAB ¢ AAGC
pelo método UPGMA baseado no coeficiente de similaridade genética de Jaccard feita no

software NTSYS. ABJM-1 a ABJM-10: Individuos de moscas-minadoras da Fazenda Bom
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Jesus localizada em Mossord-RN (Vermelho). ABAB-1 a ABAB-10: Individuos de moscas-
minadoras da Fazenda Bodagua localizada em Baratina-RN (Azul). AAGC-1 a AAGC-10

(Verde): Individuos de moscas-minadoras da Fazenda Aguas localizada em Caratibas-RN.

O agrupamento de individuos com 60% de similaridade gerou trés grupos. O grupo I,
com maior namero de individuos, foi formado por moscas-minadoras isoladas das fazendas
Bom Jesus localizada em Mossoro-RN (Assentamento Maisa) e Boagua de Baratina-RN,
indicando similaridade genética entre essas populagdes. Sendo eles: ABIJM-1, ABJM-2,
ABIM-5, ABJM-6, ABAB-1, ABIM-3, ABIM-4, ABAB-2, ABAB-4, ABAB-3, ABAB-5,
ABAB, ABAB-7 ¢ ABJM-7.

O grupo II agrupou um menor nimero de individuos, também pertencentes as duas
populacdes ABIM e ABAB: ABIM-7, ABIM-§, ABAB-8, ABAB-10, ABAB-9, ABIM-9 ¢
ABJM-10. Esse resultado também corrobora com a informac¢ao de similaridade genética entre
as populacdes de Mossord-RN e Barauna-RN. Contudo, também indica diversidade genética
dentro das populacdes, pelo agrupamento dos individuos em grupos diferentes.

Composto totalmente por individuos da populagio isolada da fazenda Aguas de
Caratbas-RN, o grupo III foi formado por: AAGC-1, AAGC-2, AAGC-3, AAGC-4, AAGC-
5, AAGC-6, AAGC-7, AAGC-8, AAGC-9 e AAGC-10. A populacio AAGC apresentou
maior proximidade com o grupo II, distante geneticamente do grupo I, apontando que alguns
individuos de Mossor6-RN e Baratna-RN possuiam maior similaridade genética com outra
populagdo do que a que faziam parte, relacionando a possivel alta variabilidade
intrapopulacional.

E importante ressaltar que os individuos com maior indice de Jaccard fazem parte do
mesmo grupo no dendrograma (AAGC- 9 e AAGC-10) e menos similares em grupos
diferentes (ABJM-3 e ABJM-9), reafirmando a consisténcia das informagdes apresentadas
pelo CCC.

Fatores como distidncias migratorias curtas que favorecem o fluxo génico ou atividade
humana, associados a localizagdo geografica proxima, podem explicar a baixa diferenciagao
genética entre as populacdes ABJM e ABAB, representada pelo agrupamento nos mesmos
grupos genéticos (Liu; Gui; Li, 2010; Liu ef al., 2022). Ferreira et al. (2017) ao estudarem
populacdes de L. sativae localizadas na regido Nordeste do Brasil também observaram a
maior similaridade entre populagdes geograficamente proximas, como as de Camocim de Sao

Félix-PE e Gravata-PE.
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Resultados compativeis com os observados pela técnica de agrupamento também
foram visualizados pelo método de analise das coordenadas principais (PCoA), apresentado
na Figura 4. Definida por Gower (1966), ¢ uma estatistica multivariada que permite
representar de forma grafica relacdes de distdncia, nesse caso baseada em similaridade
genética, usando baixas dimensdes. Em estudos de diversidade genética de insetos a partir de
marcadores ISSR ¢ especialmente util na identificagdo de relagdes entre populacdes (Kurd et

al., 2020), associados com distribuicao geografica e rotas de migragao (Liu; Gui; Li, 2010).

PCoA - Estrutura populacional de Lirfiomyza spp.
Baseado em marcadores ISSR

0.24

= Populagao
F 004 pUiaG
B & ABM
- <A ABAB
o

Q B AAGC

-0.29

0.4+

= S = PC1 (29.8%) 2 = i
Figura 4 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) para visualizacdo de similaridade
genética entre populacdes de moscas-minadoras isoladas de cultivos de meldao do Rio Grande
do Norte. Populagcdo ABJM (fazenda Bom Jesus, Mossor6-RN) em vermelho, ABAB
(fazenda Boagua, Baratina-RN) em azul ¢ AAGC (fazenda Aguas, Caraubas-RN) em verde.
Cada simbolo representa um individuo de cada populacdo. Elipses delimitam populagdes.

As coordenadas PC1 (Eixo X) e PC2 (Eixo Y) constituem juntas a representacdo de
41% de toda a diversidade genética observada nas populagdes, indicando razoavel
representacdo grafica de toda a variabilidade existente. A populagio AAGC em verde
manteve a caracteristica de menor dispersdo entre os individuos, com baixa sobreposi¢ao

genética com as outras populagdes. JA ABJM e ABAB, representadas em vermelho e azul
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respectivamente, apresentaram baixa diferenciacdo genética entre si, porém com alta
variabilidade entre individuos pela dispersdo observada através das elipses.

Dessa forma, as caracteristicas de alta variabilidade intrapopulacional (Liu et al.,
2022) e baixa diferenciagdo entre populagdes de moscas-minadoras geograficamente
proximas (Ferreira et al., 2017), manteve-se na representagdo grafica pela andlise de
coordenadas principais. E necessario enfatizar que ao analisar o conjunto de todas as
populagdes através da proximidade entre as elipses, ha um indicativo que nao sdo
geneticamente isoladas.

Além da justificativa de alto fluxo génico (Tang et al., 2015), espécies invasoras como
as de moscas-minadoras ao colonizar novas areas passam por gargalos populacionais como
efeito fundador (Ferreira ef al., 2017). Neste sentido, a fonte genética de variacdo passa a ter
origem em poucos individuos, favorecendo algum nivel de similaridade entre todas as
populagcdes mensuradas (Griffiths et al., 2022).

Para validar as informacgdes apresentadas por UPGMA e PCoA, a anélise de variancia
molecular (AMOVA) ¢ um método ideal para realizar a avaliacdo da variabilidade genética
entre ¢ dentro das populacdes (Zhou et al., 2020). Na Tabela 5, é possivel verificar que

diferencas estatisticas significativas foram identificadas entre e nas populagdes (p < 0,01).

Tabela 5 — Analise de variancia molecular (AMOVA) em populagdes de moscas-minadoras

isoladas de cultivos comerciais de meldao do Rio Grande do Norte.

Fonte SSD MSD Componente  df Proporcao Valor de p
de variancia de variacio
(%)
Entre pop. 0,893 0,446 0,026 2 12,34% <0,01
Dentro das 5,006 0,185 0,185 27 87,66% <0,01
pop.
Total 5,899 0,203 0,212 29 100%

Fonte: Autoria propria. Analise de AMOVA de trés populagdes de moscas-minadoras. SSD: Soma dos quadrados
das diferengas. MSD: Média dos quadrados das diferencas (SSD/df). Df: Graus de liberdade. Proporcdo de variacao
(%): Componente de variancia/variagao total. Valor de p significativo quando < 0,01.

Em concordancia com outros métodos de andlise mencionados, a maior parte da

variagdo ¢ decorrente da diversidade intrapopulacional, com propor¢cdo de 87,66%. Ja a
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diferenciagdo genética corresponderia a 12,34%, ressaltando a observagdo de alta similaridade
entre as populacdes ABJM, ABAB e AAGC.

No estudo de insetos-praga, ¢ recorrente nas analises de diversidade genética
conduzidas por AMOVA, a constatacao de elevada variacao genética dentro das populagdes e
baixa diferenciacdo entre elas (Kurd et al., 2020; Zhou et al., 2020; Liang et al., 2023). Em
moscas-minadoras, Wang et al. (2008) relataram uma propor¢ao de 80% da variagdo genética
concentrada dentro das populagdes de L. sativae a partir do uso de marcadores mtDNA-COI,
enquanto Tang et al. (2015) encontraram valores de 89% na mesma espécie utilizando
microssatélites, reforcando esse padrao.

Com base nas informagdes obtidas, infere-se que a baixa diferenciagdo genética entre
as populagdes de moscas-minadoras associadas a culturas de melao amarelo no Estado do Rio
Grande do Norte possibilita a aplicagdo de um método de controle capaz de ser utilizado em
diferentes fazendas na regido. Fundamentada na premissa de que a alta similaridade genética
entre as populacdes avaliadas tende a refletir também em similaridades fenotipicas,
favorecendo uma resposta fisiologica conservada frente as estratégias de controle (Huang;
Lee, 2023).

Entretanto, a constante capacidade adaptativa das moscas-minadoras frente as
estratégias de controle adotadas, impulsionada pela elevada diversidade genética
intrapopulacional observada, reforca a necessidade de estudos focados no desenvolvimento de
métodos eficazes. O uso de agentes bioldgicos constitui uma estratégia sustentavel, pois evita
o desequilibrio ecoldgico devido a sua especificidade em relagdo ao organismo-alvo e a
auséncia de residuos no ambiente (Colmenarez; Vasquez, 2024). Nesse contexto, a aplicagado
de parasitoides e micoinseticidas configura-se como uma ferramenta promissora no controle
da praga (Ridland et al., 2020; Angon et al., 2023). Outras estratégias de manejo incluem a
busca por formas de controle genético, como a selegdo de genotipos de meldo menos
suscetiveis, seja por resisténcia natural ou induzida por reguladores vegetais (Angon et al.,
2023).

Me¢étodos alternativos de controle devem ser aplicados de forma criteriosa, integrando-
se a0 Manejo Integrado de Pragas (MIP), sendo determinado o momento mais adequado para
intervencao e com a possibilidade de automatizagdo (Angon et al., 2023). De forma a reduzir
a exposicao continua da praga as pressdes seletivas e, consequentemente, retardando o
surgimento de resisténcia.

Por fim, o teste de Mantel ¢ uma analise importante no estudo de diversidade genética

para verificar a correlagdao da distancia geografica, baseada nas coordenadas, e a diversidade
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genética (Zhoul et al., 2020). O valor de r* = 0,1709 encontrado indica fraca relagdo, mas
ainda sim positiva e estatisticamente significante (p = 0,0109).

Xu et al. (2022) identificaram também o isolamento por distancias (IBD) em moscas-
minadoras, com valor significativo de r> = 0,166. Contudo, os autores relataram que em
pequenas regides, como neste estudo, esse efeito ¢ menor, justificando o resultado obtido. Isso
seria decorrente da acdo antropogénica, que estaria contribuindo na disseminagdo e trocas
entre fazendas, evitando assim o isolamento, como descrito por Tang et al. (2015).

Dessa forma, ¢ possivel justificar a maior diferenciagdo de AAGC em comparacao a
ABJM e ABAB, visto que Caraubas-RN ¢ mais distante geograficamente do que em
comparagdo ente as regides de Mossor6-RN e Barauna-RN, mas ainda havendo trocas entre

essas populacdes.



45

4. CONSIDERACOES FINAIS

Marcadores moleculares ISSR foram tteis na identificagdo de variacdo genética na
forma de polimorfismos em individuos de moscas-minadoras isoladas de cultivos comerciais
de meldo amarelo, indicando a existéncia de alta diversidade genética nas populagdes
estudadas, justificando assim, o sucesso de infestacdo da praga frente aos controles aplicados
devido a maior facilidade de adaptacao.

Além disso, ha baixa diferenciagdo genética entre as populagdes ABJM, ABAB ¢
AAGC, dependente diretamente da localizagdo geografica, que ¢ possivelmente proveniente
do padrio de fluxo génico causado por migracdes curtas, efeito fundador e agdo
antropogénica.

Como perspectiva futura, propde-se a ampliagdo do niumero de populagdes estudadas
para confirmar os padrdes genéticos observados, bem como a associacdo com outros
marcadores moleculares, visando uma melhor cobertura gendmica e a superacdo das
limitacdes inerentes aos marcadores ISSR. Entre as técnicas passiveis de serem utilizadas para
complementar as analises deste estudo, estdo o uso de marcadores codominantes como os
microssatélites (SSR), que sdo vantajosos por identificar diretamente a presenca de
heterozigotos e permitir analises mais aprofundadas na verificagdo de pardmetros como o
processo de fluxo génico, endogamia e estruturagdo genética.

O estimulo de pesquisas focadas no desenvolvimento de alternativas de controle ¢
necessario, favorecidas com as informacgdes desse estudo de que a partir da identificacao de
um método de controle eficaz para uma populacdo, esse pode ser utilizado para outras
presentes na mesma regido, decorrentes da baixa diferenciagdo genética e possivel resposta
fisiologica similar.

Estratégias como o biocontrole sdo promissoras, tanto devido ao seu potencial no
controle de moscas-minadoras devido a especificidade, quanto ao apelo ambiental associado
por ser um método considerado sustentdvel em comparacdo com o uso de quimicos
tradicionalmente empregados. A possivel agdo ndo seletiva dos inseticidas utilizados nos
cultivos de meldao e consequente eliminagdo dos inimigos naturais precisa também ser
verificada, buscando maneiras de contornar tal problematica.

Dessa forma, conhecendo a genéticas de moscas-minadoras € possivel orientar passos
futuros para superar a adaptagdo dessa praga, reduzindo assim a constante exposicdo as

pressdes seletivas que poderiam estar favorecendo o surgimento de resisténcia.
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