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RESUMO

A utilizagéo de insetos na alimentacdo de animais e humanos tem despertado grande
interesse de 6rgdos governamentais e pesquisadores em todo o mundo, movidos pela
necessidade de praticas agroindustriais mais sustentaveis. A espécie Tenebrio molitor retne
Otimas qualidades bromatologicas, configurando uma excelente fonte alternativa de proteina.
Estudos de diversidade genética sdo muito relevantes para programas de melhoramento
genético e também para compreensao de dinamicas populacionais. Neste estudo, objetivou-se
analisar a diversidade genética de T. molitor por meio de marcas moleculares amplificadas
com oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequences Repeats) e procedimentos biométricos.
Um protocolo de extracdo de DNA com adaptagdes foi aplicado. Efetuou-se reacGes de PCR
(Polymerase Chain Reaction) no contexto de testes de gradientes de temperatura para 56
oligonucleotideos ISSR, oriundos de uma colecdo desenvolvida pela University of British
Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada). Aqueles que geraram polimorfismos
foram usados na amplificacdo de uma colecéo de 48 acessos de T. molitor, angariados de oito
municipios brasileiros. Os dados moleculares prestaram-se nas comparacfes das
dissimilaridades genéticas produzidas pelos indices de "Nei e Li", "Jaccard" e "Coincidéncia
Simples”, sendo a matriz do primeiro, também aplicada aos métodos de agrupamento
"Hierarquico" (UPGMA) e de otimizagdo de "Tocher". Dos 56 oligonucleotideos testados, 34
apresentaram polimorfismos entre os acessos, sob temperaturas de anelamentos especificas.
Estes, por sua vez, produziram 131 fragmentos usados na obtencdo da matriz de
dissimilaridade, a qual apontou elevada variabilidade geral entre os 48 acessos (11,24% a
65,45%). Considerando as dissimilaridades entre pares de acessos, 79 apresentaram valores
superiores a 50%. Os métodos de agrupamento "Hierarquico™ e otimizacdo de "Tocher"
discriminaram cinco e quatro grupos, respectivamente. Ao interpolar os dois procedimentos,
observou-se 0 destacamento dos acessos 1, 15, 16 e 45; em relacdo aos demais. Estes
resultados sdo de especial interesse para a escolha de genitores que potencializem efeitos

heteroticos e populagdes segregantes em programas de melhoramento.

Palavras-chave: Alimentacdo alternativa, Dissimilaridade, ISSR, Colecéo ativa, Tenebrio.



ABSTRACT

The use of insects in animal and human food has aroused great interest from
government agencies and researchers around the world, driven by the need for more
sustainable agro-industrial practices. The species Tenebrio molitor has excellent
bromatological qualities and ease of handling, configuring a great source of protein, mainly.
No work has yet been carried out to estimate the genetic diversity of this insect, and this
information is very relevant for efforts to improve and understand population dynamics. In
this study, the objective was to analyze the genetic diversity of T. molitor through molecular
markers amplified with ISSR (Inter Simple Sequences Repeats) oligonucleotides and
biometric procedures. A DNA extraction protocol with adaptations was applied. PCR
(Polymerase Chain Reaction) reactions were performed in the context of temperature gradient
tests for 56 ISSR oligonucleotides, from a collection developed by the University of British
Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada). Those that generated polymorphisms
were used to amplify a collection of 48 accessions of T. molitor, collected from eight
Brazilian municipalities. Molecular data were used to compare the genetic dissimilarities
produced by the indices of "Nei and Li", "Jaccard" and "Simple Coincidence", the matrix of
the first being also applied to the "Hierarchical” clustering (UPGMA) and optimization of
"Tocher". Of the 56 oligonucleotides tested, 34 showed polymorphisms between accessions,
under specific annealing temperatures. These, in turn, produced 131 fragments used to obtain
the dissimilarity matrix, which showed high general variability among the 48 accessions
(11.24% to 65.45%). Considering the dissimilarities between pairs of accesses, 79 presented
values greater than 50%. The "Hierarchical” clustering and "Tocher" optimization methods
discriminated five and four groups, respectively. When interpolating the two procedures,
accessions 1, 15, 16 and 45 were detached; in relation to others. These results are of special
interest for the choice of parents that potentiate heterotic effects and segregating populations

in breeding programs.

Keywords: Alternative food, Dissimilarity, ISSR, Active collection, Tenebrio.
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1. INTRODUCAO

O Tenebrio molitor é um inseto conhecido popularmente como "bicho da farinha",
"tenébrio comum” ou "larva de besouro”, pertencendo a ordem Coleoptera e familia
Tenebrionidae (Rumpold e Schliter, 2013). Este possui metamorfose completa e seu ciclo de
vida passa por quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adulto; sendo que sua fase larval é
conhecida por conter uma maior fonte qualitativa e quantitativa de proteinas, ja amplamente
empregada na alimentacdo de diversas espécies animais, tais como peixes, répteis, passaros e
pequenos mamiferos insetivoros, proporcionando uma forma pratica, econdémica e nutritiva de
alimentacdo (Linassi e Borghetti, 2011).As Organizacdo das NacGes Unidas (ONU) estima
que a populacdo humana global exceda o limite de 11 bilhdes até o ano de 2.100. Portanto,
fontes alternativas de alimentos e racGes serdo cada vez mais necessarias para a populagédo
mundial em constante crescimento (Van Huis, 2013; FAO, 2015).

Para Sosa e Fogliano (2017), os parametros de sustentabilidade tém se tornando cada
vez mais importante no mundo em que vivemos. Desta forma, fontes alternativas de alimentos
precisam ser utilizadas para substituir ingredientes tradicionais que sejam compreendidos
como menos sustentaveis. Uma alternativa seria usar proteinas, lipidios e fibras de insetos
comestiveis como matrizes alimentares, substituindo as ja tradicionalmente utilizadas. Insetos
comestiveis podem suprir aumento da demanda por proteina animal além de evitar o
desmatamento para uso de pastagens, além disso, a producdo de insetos tem se mostrado,
mais sustentavel do que a producdo de gado por inumeras razdes, sendo elas as menores
emissdes de gases de efeito estufa, menor area de terra necessaria, conversdo de ragdo mais
eficiente e potencial de crescimento organico (Van Huis, 2015).

Para o estudo da diversidade dentro da populacdo ou entre acessos, a partir de
informacdes geradas por marcadores moleculares, pode-se adotar técnicas de agrupamento ou
de projecéo de medidas de dissimilaridade (Arriel et al., 2004; Bertan et al., 2006; Cruz et al.,
2011). Em ambos 0s casos, torna-se necessaria a matriz de dissimilaridade entre pares de
individuos por meio de indices apropriado. Muitas metodologias estdo disponiveis para
quantificar e avaliar o grau de divergéncia genetica a partir de informacGes moleculares. No
entanto, Cruz et al. (2011) salientam que a abrangéncia dos estudos, de informacdes, de
métodos e de material bioldgico, tem levado a certa dificuldade em escolher e aplicar
corretamente as metodologias disponiveis e interpretar, convenientemente, o significado dos
resultados das analises biométricas. Em muitas situacGes, o pesquisador esté interessado em

avaliar padrdes de agrupamento, formular e testar hipdteses sobre a similaridade ou



diversidade obtida. Nesse sentido, a literatura especializada apresenta vérias técnicas de
agrupamento, que se distinguem pelo tipo de resultado a ser fornecido e pelos diferentes
modos de definir a proximidade entre individuos e grupos deles. Nas analises de
agrupamento, tem-se a pretensdo de reunir os individuos em um determinado nimero de
grupos, de modo que exista homogeneidade dentro de cada grupo e heterogeneidade entre eles
(Ferreira, 2008; Cruz et al., 2011; Mingoti, 2013).

Dentre os métodos de agrupamento, destacam-se o0s hierdrquicos e os de otimizacao,
pelo fato de serem bastante utilizados em estudos de divergéncia genética (Mohammadia e
Prasanna, 2003). Nos métodos de otimizacdo, os grupos sdo formados pela adequacdo de
algum critério de agrupamento, enquanto que, nos hierarquicos, os individuos sdo agrupados
por um processo que se repete em Varios niveis, até que seja estabelecido o dendrograma
(Mojena, 1977; Vasconcelos, 2007). Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
estimar a diversidade genética de uma populacdo de T. molitor com base em dados
moleculares produzidos por oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),

sistematizados em medidas de dissmilaridade e métodos de agrupamento.

2. OBJETIVO GERAL

Estimar a variabilidade genética de amostras de Tenebrio molitor apoiada em dados
moleculares, como subsidio a formacdo de populacbes-base em um programa de

melhoramento genético.

2.1. Objetivos especificos

e Montar uma colegéo de trabalho a partir de lotes de Tenebrio molitor advindos de
diferentes municipios brasileiros;

e Validar um protocolo de extracdo de DNA eficaz para Tenebrio molitor;

e Realizar varreduras de amplicons (locos) em genomas de acessos larvais, por meio de
oligonucleotideos ISSR;

e Estimar a diversidade genética por meio de padrdes eletroforéticos - bandas (matrizes

de dados binéarios) e ferramentas biométricas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Material genético e estratégia de avaliacao

Para a formacéo de uma colecdo de trabalho envolvendo acessos de Tenebrio molitor,
foram obtidos (lotes) de larvas advindas de distintos municipios brasileiros. Estas foram
adquiridas de comércios varejistas especializados, como "casas veterinarias”, "lojas de
pescaria”, agropecuarias e outros similares.

Os lotes foram cultivados individualmente em bandejas plasticas de polipropileno (12
L), com dimensdes de 8,6 cm x 37,2 cm x 53,2 cm (altura x largura x comprimento); mantidas
em incubadoras BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 30°C, com auséncia de luz. Como
subsidio alimentar, foi adotada a cobertura das bases das bandejas com farelo de milho e
fatias de Sechium edule (“chuchu™). De cada lote, foram tomadas, ao acaso, seis larvas para
estudos moleculares, totalizando 48 acessos. As analises moleculares envolveram extraces
de DNA e amplificagbes via PCR (Polymerase Chain Reaction) com 34 oligonucleotideos
ISSR, de escolhas randomizadas, oriundos da colecdo UBC (University of British Columbia,
Canada).

As larvas tiveram os padrdes eletroforéticos (bandas nos géis) organizados em
matrizes de dados binarios, obtendo-se o0 complemento aritmético dos indices de "Nei e Li",
"Jaccard" e "Coincidéncia Simples". Com base na matriz de dissimilaridade obtida de "Nei e
Li", foram aplicados os métodos de agrupamento "Hierarquico” (UPGMA - Unweighted Pair-
Group Method Using Arithmetic Average) e otimizacdo de "Tocher”, com subseqientes
ilustracbes graficas. Também estimou-se outros parametros sobre diversidade dos locos, tais
como numero de fragmentos polimorficos, PICgiigo (Polymorphism Information Content of
Oligonucleotides), Holigo (Heterozygosity of Oligonucleotides), dentre outros desdobramentos
(Cruz, 2006). Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratdrio de
Biotecnologia, localizado no Instituto de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Minas

Gerais, Campus Regional Montes Claros.

3.2. Analises moleculares

3.2.1. ExtracOes de DNA

As extracdes de DNA seguiram 0s procedimentos recomendados por Doyle e Doyle
(1990), com algumas modificagfes. Fragmentos de larvas de T. molitor foram macerados em

microtubos de 1,5 mL, com o auxilio de um disruptor / homogeneizador de amostras
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bioldgicas (Equipamento da marca Dremel, modelo 4000), sob capela de exaustdo de gases.
Durante o procedimento de maceracdo, em cada microtubo, houve a adicdo de 750 uL do
tampédo de extracdo [PVP 2% (m/v); Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH 8,0; NaCl
1,4 M; B-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (m/v)]. Em seguida, os microtubos foram
incubados em banho-maria a 65°C por 45 min e, depois disso, adicionou-se aos mesmos, 750
uL de cloroférmio : alcool isoamilico (24:1). Em seguida, para melhor efetividade do
cloroférmio, foram efetuadas inversdes suaves durante cinco min, sendo 0s microtubos
centrifugados por 8 min (10.000 x g) (Equipamento da marca Hettich Zentrifugen, modelo
Mikro 120). Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, com a adigéo de 600
uL de isopropanol gelado, ficando em repouso durante 12 h sob refrigeracdo (4°C). Apos este
periodo, foram centrifugados novamente por 8 min (10.000 x g), de modo a formar "pellets”,
sendo o isopropanol (sobrenadante) descartado. Entdo, foram executadas as lavagens dos
"pellets" com 300 uL de etanol PA (70%), durante trés repeti¢fes. Apds o descarte do etanol
na terceira lavagem, os “pellets” foram ressuspensos com 300 uL de TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM pH 8,0) contento Ribonuclease A e Proteinase K, ambas na concentracdo de 40
ug/mL. As ressuspensdes ocorreram por incubacdo em banho-maria a 37°C, durante 45 min.
Apos isso, foram acrescentados, a cada microtubo, 30 uL de NaCl 5M e 220 pL de
isopropanol, mantendo-os refrigerados (4°C) por outras 12 h. Apds este periodo, foi realizada
uma nova centrifugacdo por 8 min (10.000 x g) para a precipitacdo de "pellets". Novamente
procedeu-se as lavagens dos "pellets" com 300 pulL de etanol PA (70%), durante trés
repeticBes. Apds o descarte do etanol na terceira lavagem, os "pellets foram ressuspensos, em
definitivo, com 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0). As concentracfes de
DNA das amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro (Equipamento da marca
TECAN, modelo Infinite M Plex), por leitura da absorbancia a 260 nm, sendo cada unidade
de absorbancia correspondente a concentracdo de 50 ng/mL de DNA fita dupla (Sambrook et
al., 1989).

3.2.2. Testes de gradientes de temperaturas de anelamento

Antes das execucOes das amplificagcOes propriamente, foram realizados testes de
gradientes de temperaturas de anelamento, por meio de termocicladores com este recurso
(Equipamentos da marca Eppendorf, modelo Nexus Gradient). As maquinas foram
configuradas para o espectro de 45°C a 65°C, sendo utilizados os DNA's de 02 (dois)

individuos aleatdrios da populacéo.



3.2.3. Condicdes de amplificagdo
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Foram utilizados oligonucleotideos ISSR nos procedimentos de amplificacbes das

populagdes, cujas as condigdes estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condicbes de amplificagdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) para
oligonucleotideos ISSR, envolvendo populacdes de Tenebrio molitor.

Reagentes Concentracéo de Conce_ntragéo Volumes~ por
Trabalho Final Reacao
H.O ultrapura - - 12,4 uL
MgCl, 20,0 mM 2,8 Mm 3,5uL
Tris / KCI pH 8,3 100 mM /500 mM 10 mM /50 mM 2,5uL
dNTP (A, T, C, G) 2,5 mM (cada) 0,1 mM (cada) 1,0uL
Primer ISSR 4,0 uM 0,4 uM 2,5uL
Taq polimerase 1,0 un/uL 1,0 um 0,1uL
DNA 10 ng/uL 30 ng 3,0uL
Total 25,0 uL

As reacbes foram programadas em uma fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min;
seguida por 35 ciclos de [deshaturacdo (94°C / 1 min), anelamento (46°C a 59°C / 1 min) e
extensdo (72°C/2 minutos)]; e uma fase de extensdo final de 72°C por 7 min. Logo apds essas
ciclagens, o aparelho conserva as reacles a 4°C, até a retirada das amostras. Os
oligonucleotideos ISSR utilizados para as amplificacdes, compdem uma colecdo da UBC
(University of British Columbia, Canada) (Tabela 2).

Tabela 2. Oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC primer set #9, VVancouver, Canada).

N° Sequéncia §' — 3' N° Sequéncia 5' — 3'

801 ATATAT ATATAT ATATT 851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG
802 ATATAT ATATAT ATATG 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA
803 ATATAT ATATAT ATATC 853 TCTCTCTCT CTCTCT CRT
804 TAT ATATAT ATATAT AA 854 TCT CTC TCT CTC TCT CRG
805 TAT ATATAT ATA TAT AC 855 ACA CAC ACA CAC ACACYT
806 TAT ATATAT ATATAT AG 856 ACA CAC ACACAC ACACYA
807 AGA GAG AGA GAG AGAGT 857 ACA CAC ACACAC ACACYG
808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT
809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC

N=(AGC,T);R=(AG);Y=(C,T);B=(C,GT)(l.e.notA); D=(A, G, T)(l.e.notC); H= (A, C, T) (I.
e.notG);V=(AC,G)(l.e.notT).




Tabela 2. Continuagao.
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N° Sequéncia §' — 3' N° Sequéncia §' — 3'

810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA
811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 861 ACC ACC ACC ACC ACCACC
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 863 AGT AGT AGT AGT AGT AGT
814 CTCTCTCTCTCT CTCTA 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
815 CTCTCTCTCTCT CTCTG 865 CCG CCG CCG CCG CCG ccG
816 CAC ACACACACACACAT 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC

817 CAC ACACAC ACACAC AA 867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC
818 CAC ACACAC ACACAC AG 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
819 GTGTGT GTGTGT GTG TA 869 GTTGTTGTTGTTGTT GTT

820 GTGTGT GTGTGT GTGTC 870 TGCTGC TGC TGC TGC TGC
821 GTGTGT GTGTGT GTGTT 871 TAT TAT TAT TAT TAT TAT

822 TCTCTCTCT CTCTCT CA 872 GAT AGA TAG ATAGAT A

823 TCTCTCTCTCTCTCT CC 873 GAC AGA CAG ACAGACA

824 TCTCTCTCT CTCTCT CG 874 CCCTCCCTCCCTCCCT

825 ACA CAC ACACACACACT 875 CTAGCT AGC TAG CTAG

826 ACA CAC ACACACACACC 876 GAT AGATAG ACAGACA

827 ACA CAC ACACACACACG 877 TGC ATG CAT GCATGC A

828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 878 GGATGG ATG GAT GGAT

829 TGT GTGTGT GTG TGT GC 879 CTT CACTTC ACT TCA

830 TGT GTG TGT GTG TGT GG 880 GGA GAG GAG AGG AGA

831 ATATAT ATATAT ATATYA 881 GGG TGG GGT GGG GTG

832 ATATAT ATATAT ATATYC 882 VBV ATATAT ATATAT AT

833 ATATAT ATATAT ATATYG 883 BVB TAT ATATAT ATATA

834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 885 BHB GAG AGA GAG AGA GA
836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT

837 TAT ATATAT ATATAT ART 887 DVD TCT CTCTCT CTC TC

838 TAT ATATAT ATATAT ARC 888 BDB CAC ACA CAC ACACA
839 TAT ATATAT ATA TAT ARG 889 DBD ACA CAC ACACACAC
840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT

841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG

842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 892 TAG ATCTGATAT CTGAATTCCC
843 CTCTCTCTCTCT CTCTRA 893 NNN NNN NNN NNN NNN

844 CTCTCTCTCTCT CTCTRC 894 TGG TAG CTC TTG ATC ANN NNN
845 CTCTCT CTCTCT CTC TRG 895 AGA GTT GGT AGC TCTTGATC
846 CAC ACACAC ACACAC ART 896 AGG TCG CGG CCG CNN NNN NAT G
847 CAC ACA CAC ACACAC ARC 897 CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G
848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 898 GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G
849 GTGTGT GTGTGT GTG TYA 899 CAT GGT GTT GGT CATTGT TCC A
850 GTGTGT GTGTGT GTGTYC 900 ACT TCC CCACAG GTT AAC ACA

N=(AGCT);R=(AG);Y=(C,T);B=(C,GT)(l.e.notA); D=(A, G, T)(l.e.notC); H= (A, C, T) (I.
e.notG);V=(AC,G)(l.e.notT).
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3.2.4. Eletroforese e fotodocumentagéo

Os produtos resultantes das amplificagdes foram separados por eletroforese horizontal
com géis de agarose 1,2% (m/v), imersos em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1
mM), seguindo procedimentos adaptados de Sambrook et al. (1989). No momento da
aplicacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 uL do corante tipo IV [0,125% (m/v) de azul-
de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de GelRed™. Os géis submetidos a uma
carga de 120 V, por 3 h. Findadas as eletroforeses, os geis foram analisados por meio de um
sistema de fotodocumentacdo (Equipamento da marca Loccus Biotecnologia, modelo L-P1X).

3.3. Analises biométricas baseadas em dados moleculares

Os dados foram analisados considerando-se a presenca (1) ou a auséncia (0) de bandas
por meio dos recursos computacionais do programa GENES (Cruz, 2013). Os coeficientes
para comparacOes dos calculos de dissimilaridades genéticas foram o complemento aritmético
do indice de "Nei e Li", "Jaccard” e "Coincidéncia Simples”. Com base na matriz de
dissimilaridade de "Nei e Li", foram efetuados os agrupamentos pelo método “Hierarquico”
(UPGMA) e de otimizacdo de "Tocher". Concomitantemente, efetuou-se o célculo do
coeficiente de correlacdo cofenético para ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o
dendrograma gerado. A diversidade dos locos foi estimada pelo numero de fragmentos

polimarficos, PICqjig € Holigo (Cruz et al., 2011)
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RESUMO. A utilizacdo de insetos na alimentacdo de animais e humanos tem despertado
grande interesse de 6rgdos governamentais e pesquisadores em todo o mundo, movidos pela
necessidade de préticas agroindustriais mais sustentaveis, com destaque para Tenebrio
molitor. Estudos de diversidade genética sdo muito relevantes para programas de
melhoramento e também para compreensdo de dindmicas populacionais. Neste estudo,
objetivou-se analisar a diversidade genética de T. molitor por meio de marcas moleculares
ISSR (Inter Simple Sequences Repeats) e métodos biométricos. Efetuou-se testes de
gradientes de temperatura para 56 oligonucleotideos ISSR, visando a amplificacdo de 48
acessos de T. molitor, oriundo de oito municipios brasileiros. Os dados moleculares
prestaram-se nas comparacGes das dissimilaridades genéticas produzidas pelos indices de
"Nei e Li", "Jaccard" e "Coincidéncia Simples”, sendo o primeiro o fornecedor da matriz
aplicada aos métodos de agrupamento "Hierarquico” (UPGMA) e de otimizacéo de "Tocher".
Dos 56 oligonucleotideos testados, 34 apresentaram polimorfismos entre os acessos sob
temperaturas de anelamentos especificas. Estes produziram 131 fragmentos usados na
obtengédo da matrizes de dissimilaridade, as qual apontou elevada variabilidade geral entre os
48 acessos (11,24% a 65,45%). Considerando as dissimilaridades entre pares de acessos, 79
apresentaram valores superiores a 50%. Os métodos agrupamento "Hierarquico" e otimizacao
de "Tocher" discriminaram cinco e quatro grupos, respectivamente. Ao interpolar os dois
procedimentos, observou-se o destacamento dos acessos 1, 15, 16 e 45; em relacdo aos
demais. Estes resultados sdo de especial interesse para a escolha de genitores que
potencializem efeitos heteroticos e populagdes segregantes em programas de melhoramento.

Palavras-chave: Alimentagdo alternativa; Dissimilaridade; ISSR; Colecéo ativa; Tenebrio.
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INTRODUCAO

A mudanca no regime alimentar das populacdes dos diferentes paises, caracterizados
como intensivos, resultou em efeitos negativos sobre 0 meio ambiente, levando a necessidade
de se encontrarem fontes alternativas de proteina para sustentar a popula¢do humana no futuro
(FAO, 2015; Cavenaghi et al., 2019). Uma das alternativas seriam as proteinas de insetos,
uma vez que a sua producdo é sustentavel e apresenta custos reduzido e menor impacto
ambiental comparada a outras fontes tradicionais de proteina animal. As Nacfes Unidas
estimam que a populacdo humana global exceda o limite de 11 bilhGes até o ano de 2.100,
sendo assim fontes alternativas de alimentos e racGes sdo necessarias para a populacao
mundial em constante crescimento (Van Huis, 2013; Sosa e Fogliano, 2017).

Os insetos tém uma excelente composicao nutricional, ndo apenas devido a sua alta
concentracdo de aminoacidos, quando comparados a outras fontes, mas também por seu
potencial atender a principios sustentaveis, saudaveis, acessiveis e palataveis (Rutten et al.
2016; Berezina et al., 2018). As larvas de T. molitor possuem consideravel variacdo do
conteudo de proteina (13,68 a 22,32 g / 100 g porcdo comestivel), o que viabiliza uma selecéo
contextualizada ao melhoramento genético. Além disso, também possui niveis atrativos de
acidos graxos poliinsaturados (Nowak et al., 2016); minerais (Zinco / Magnésio); vitaminas
(Piridoxina, Riboflavina, Folato e B12); o que configura um perfil nutricional superior ao das
carnes bovina e de frango (Grau et al., 2017). Tenebrio molitor é um inseto que infesta graos
armazenados, possui tamanho avantajado e, por isso, suas larvas séo bastante usadas como
referéncia de laboratorio para testes com outros agentes bioldgicos. Esta espécie se caracteriza
pela alta taxa de reproducéo, cerca de 500 ovos por ovoposi¢do (Van Huis, 2013). N&o alca
vbo e prefere sempre ambientes secos e escuros. Sao exigentes por calor e tem

desenvolvimento ideal entre 26°C e 32°C.
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Estudos de diversidade visam quantificar o nivel de variabilidade total existente e a
sua distribuicdo entre e/ou dentro de unidades taxondmicas, quer elas sejam individuos,
acessos de banco de germoplasma, linhagens, populacGes de sistemas controlados de
acasalamento dentre outros. Este conhecimento tem proporcionado importantes contribuictes
ao melhoramento genético, ao gerenciamento de bancos de germoplasma, a conservacao de
recursos geneticos e ao entendimento dos processos evolutivos das espécies (Cruz et al.,
2011).

De acordo com Reif et al. (2004), dentre as possibilidades de estudos da diversidade,
destacam-se: determinacdo das inter-relacdes genéticas entre linhagens, e populacdes;
identificacdo de combinagdes parentais adequadas a obtencdo de hibridos altamente
heteroticos e que possibilitem maior segregacdo em recombinagdes, com o aparecimento de
transgressivos; introgressdo de genes favoraveis provenientes dos acessos de bancos de
germoplasma, componentes da base genética da espécie-alvo e; identificacdo de linhagens
derivadas no processo de protecdo. Para tais estudos, emprega- se 0 uso de marcadores
moleculares. De modo geral, os marcadores devem ser confidveis em termos de
repetibilidade, ter baixo custo e serem faceis e rapidos de analisar. Além disso, que permitam
uma amostragem extensiva dos genomas de interesse ao nivel de DNA, sem a influéncia do
ambiente. Nesse sentido, os marcadores baseados em técnicas de PCR (Polymerase Chain
Reaction) sdo mais atrativos, principalmente aqueles que apresentam grande polimorfismo

(Barbosa-Neto e Bered, 1998; Faleiro, 2007).

Dentre os marcadores de DNA mais usados em estudos de diversidade e baseados em
PCR, destaca-se o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), o qual apresenta vantagens de
facilidade na obtencdo de dados, custo relativamente reduzido e aplicabilidade imediata a

qualquer tipo de organismo, sem a necessidade de conhecimento prévio do seu genoma
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(Nybom, 2004). Somado a isso, a técnica de ISSR também possui elevado grau de
reprodutibilidade, resultante do comprimento dos oligonucleotideos empregados (16 a 25 pb)
e de condicdes de anelamento mais estrigentes (com temperaturas de anelamento entre 45°C e
65 °C (Borém e Caixeta, 2009; Turchetto-Zolet et al., 2018). Os dados moleculares podem ser
trabalhados por um extenso portfélio de ferramentas biométricas, com destaque para 0s
indices de dissimilaridade e métodos multivariados de agrupamento (Arriel et al., 2004;
Mingoti, 2013; Bertan et al., 2006; Cruz et al., 2011).

A existéncia dos efeitos heterdticos € bem conhecida e explorada em diversas espécies
de animais e vegetais (Falconer, 1987; Reif et al., 2005; Aslam et al., 2011; Costa et al.,
2016; Ertiro et al.,, 2017, Leal et al., 2018). No entanto, no caso de insetos e, mais
especificamente, para T. molitor, ndo existem estudos de diversidade com base em
marcadores moleculares e intentos de melhoramento genético (Cruz, 2005; Cruz et al., 2011).
N&o obstante, a heterose é o fendmeno pelo qual os hibridos apresentam melhor desempenho
(mais vigor ou maior producdo) do que o0 de seus genitores. A heterose é mais bem
pronunciada, quanto mais divergente (diferentes alelos de um mesmo loco) forem os acessos
envolvidos em hibridacGes, o que poderia ser fixada por selecdes recorrentes posteriores, em
populacdes-base segregantes para melhoramento. O objetivo deste estudo, inédito para uma
populacdo de T. molitor, foi estimar sua variabilidade genética com base em dados
moleculares obtidos de oligonucleotideos ISSR, como subsidio a formacdo de populacGes-

base segregantes em um programa de melhoramento genético.
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METODOLOGIA

Material genético e estratégia de avaliacao

Para a formacdo de uma colecdo envolvendo acessos de Tenebrio molitor, foram
obtidos lotes de larvas advindas de oito municipios brasileiros (Alfenas-MG, Catanduva-SP,
Esmeraldas-MG, Marilia-SP, Maringa-PR, Praia Grande-SP, Sdo Paulo-SP e Tubardo-SC),
adquiridos de comércios varejistas especializados no periodo entre 15/03/2021 e 14/04/2021.
Os lotes foram cultivados individualmente em bandejas plasticas (12 L) de polipropileno [8,6
cm x 37,2 cm x 53,2 cm (altura x largura x comprimento)], mantidas em incubadoras BOD
(Biochemical Oxygen Demand) a 30°C na auséncia de luz. A alimentacdo dos insetos foi
composta por farelo de milho em laminas de 1 cm e fatias de Sechium edule (“chuchu™). De
forma randomizada, tomou-se seis larvas de cada lote para analises de diversidade genética
com base em marcas moleculares, totalizando 48 acessos estudados. Todos 0s procedimentos
foram realizados nas dependéncias do Laboratdrio de Biotecnologia, localizado no Instituto
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Regional Montes

Claros.

Andlises moleculares

As extracdes de DNA seguiram os procedimentos recomendados por Doyle e Doyle
(1990), com algumas modificacdes. Fragmentos de larvas de T. molitor foram macerados em
microtubos de 1,5 mL, com o auxilio de um disruptor / homogeneizador de amostras
bioldgicas (Equipamento da marca Dremel, modelo 4000), sob capela de exaustdo de gases.
Durante o procedimento de maceragdo, em cada microtubo, houve a adicdo de 750 uL do
tampé&o de extragdo [PVP 2% (m/v); Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH 8,0; NaCl

1,4 M; B-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (m/v)]. Em seguida, os microtubos foram
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incubados em banho-maria a 65°C por 45 min e, depois disso, adicionou-se aos mesmos, 750
uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Em seguida, para melhor efetividade do
cloroférmio, foram efetuadas inversdes suaves durante cinco min, sendo 0s microtubos
centrifugados por 8 min (10.000 x g) (Equipamento da marca Hettich Zentrifugen, modelo
Mikro 120). Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, com a adi¢do de 600
uL de isopropanol gelado, ficando em repouso durante 12 h sob refrigeracao (4°C). Apos este
periodo, foram centrifugados novamente por 8 min (10.000 x g), de modo a formar "pellets”,
sendo o isopropanol (sobrenadante) descartado. Entdo, foram executadas as lavagens dos
"pellets" com 300 pL de etanol PA (70%), durante trés repeti¢des. Apds o descarte do etanol
na terceira lavagem, os "pellets” foram ressuspensos com 300 puL de TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM pH 8,0) contento Ribonuclease A e Proteinase K, ambas na concentracdo de 40
ug/mL. As ressuspensdes ocorreram por incubacdo em banho-maria a 37°C, durante 45 min.
Apos isso, foram acrescentados, a cada microtubo, 30 uL de NaCl 5M e 220 pL de
isopropanol, mantendo-os refrigerados (4°C) por outras 12 h. Apds este periodo, foi realizada
uma nova centrifugacdo por 8 min (10.000 x g) para a precipitacdo de "pellets”". Novamente
procedeu-se as lavagens dos “pellets” com 300 pL de etanol PA (70%), durante trés
repeticdes. Apos o descarte do etanol na terceira lavagem, os "pellets foram ressuspensos, em
definitivo, com 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0). As concentracfes de
DNA das amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro (Equipamento da marca
TECAN, modelo Infinite M Plex), por leitura da absorbancia a 260 nm, sendo cada unidade
de absorbéancia correspondente a concentracdo de 50 ng/mL de DNA fita dupla (Sambrook et
al., 1989).

As amplifica¢bes via PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas utilizando
oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequences Repeats), desenvolvidos pela University of

British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada). De maneira prévia, executou-se
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testes de gradientes de temperaturas de anelamento, por meio de termocicladores com este
recurso (Equipamentos da marca Eppendorf, modelos Gradient). As maquinas foram
configuradas para o espectro de 45°C a 65°C, sendo utilizados os DNA's de 02 (dois)
individuos aleatorios da populacdo. Neste contexto, foram escolhidas as temperaturas de
anelamentos especificas para cada oligonucleotideo, tal que proporcionassem a otimizacao de
padrdes eletroforéticos polimorficos. Cada reacdo continha 25 uL de mix (12,4 uL de H,0O
ultrapura; 3,5 uL de MgCl, 2,8 mM; 2,5 uL de Tris / KCI pH 8,3 10 mM / 50 mM; 1,0 uL de
d'NTP; 2,5 uL de oligonucleotideo ISSR 0,4 uM; 0,1 uL de Taq polimerase 1,0 un/uL e; 3,0
uL de DNA 10 ng/uL). As programacdes se deram por uma fase inicial de desnaturacdo a
94°C por 5 min; seguida por 35 ciclos de [desnhaturacdo (94°C / 1 min), anelamento (46°C a
59°C / 1 min) e extensdo (72°C/2 minutos)]; e uma fase de extenséo final de 72°C por 7 min.
Logo apds essas ciclagens, o aparelho conservou as reacfes a 4°C, até o acondicionamento
em freezer -20 °C.

Os produtos resultantes das amplificagdes foram separados por eletroforese horizontal
em géis de agarose 1,2% (m/v) e imersos em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1
mM), seguindo procedimentos adaptados de (Sambrook et al.,, 1989). No momento da
aplicacédo, foram adicionados, a cada amostra, 3 uL do corante tipo 1V [0,125% (m/v) de azul-
de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de GelRed™. Os geis foram submetidos a
uma carga de 120 V, por 3 h. Subsequentemente, realizou-se a integragdo de imagens dos
produtos eletroforéticos por meio de um sistema de fotodocumentacdo (Equipamento da

marca Loccus Biotecnologia, modelo L-P1X).

Analises biométricas baseadas nos dados moleculares

Os dados foram analisados por meio de matrizes de dados binérios, considerando-se a

presenca (1) e a auséncia (0) de bandas aferidas durante as fotodocumentagbes. Os
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coeficientes para os calculos de dissimilaridades genéticas foram o complemento aritmético
do indice de "Nei e Li" (Sn) = [2a/ (2a + b + ¢)], "Jaccard” (Sj) =[a/(@a+b +<c)] e
"Coincidéncia Simples" (Scs) = [(a + d) / (a + b + ¢ +d)]; tal que "a" = nimero de
coincidéncias do tipo (1)-(1) para cada par de acessos; "b" = nimero de discordancias do tipo
(1)-(0) para cada par de acessos; ""c" = namero de discordancias do tipo (0)-(1) para cada par
de acessos; "d" = nimero de coincidéncias do tipo (0)-(0) para cada par de acessos.

Concomitantemente, procedeu-se a analise de agrupamento pelo "Método
Hierarquico™ [Ligacdo média entre grupos (UPGMA)] e "Otimizacdo de Tocher"”, com
estruturacdo em dendrograma e dispersdo grafica, tendo como base a matriz de
dissimilaridade gerada no indice de "Nei e Li" (Cruz et al., 2011). No UPGMA, a distribuicéo
dos individuos no dendrograma nao segue um critério de formacéo de grupos, uma vez que 0
principal aspecto deste método consiste nas ramificaces que sdo obtidas. Os individuos sao
agrupados aos pares, utilizando-se medias aritméticas da dissimilaridade. A matriz de
distancias geradas pelo coeficiente aritmético do indice de "Nei e Li" também foi utilizada
para 0 agrupamento dos gendtipos pelo método de otimizacdo de Tocher. Adicionalmente,
efetuou-se o calculo do coeficiente de correlacdo cofenético para ajuste entre a matriz de
dissimilaridade e o dendrograma gerado.

A diversidade genética dos locos foi estimada com base em H (Heterozygosity)
estimado por 2pg e no PIC (Polymorphism Information Content), que € uma estimativa
utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de um loco. A informatividade do loco p; €
a frequéncia do alelo p no loco p;, calculado pela equacdo: PIC =1 - ¥pi2; e a informatividade
do primer pj; € a frequéncia do alelo p do loco i, no oligonucleotideo j, sendo calculada por
PIColigo =1 - Ypii- I pizpj2 (Rezende et al., 2009). Todas as analises foram executadas com o

auxilio do programa computacionais GENES (Cruz, 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990) foi eficaz na extracdo de DNA de
larvas de T. molitor. As principais modificacfes na etapa de maceracao, onde foi utilizado um
homogeneizador de amostras biologicas diretamente nos microtubos acrescidos do tampdo.
Além disso, dois passos que envolvem armazenamento das amostras a 4°C foram substituidos
por incubacdo em ultrafreezer (-75°C) por 15 min, reduzindo em 48h o processo. Apds as
extracOes de DNA dos 48 acessos de T. molitor, procedeu-se 0s testes para averiguacao das
concentracdes das amostras por espectrofotometria, visando a obtencdo de amostras com
10ng/uL de DNA. Ferreira e Grattapaglia (1998) recomendam que a relacdo A260,m/A280mm
esteja entre 1,2 a 2,0; intervalo este que englobou a maior parte das amostras obtidas (Tabela
1). De acordo com a tabela 1, todas as amostras de DNA alcancaram concentra¢fes minimas
de 18 ng/uL, o que é 80% superior ao recomendado para amplificacdes com oligonucleotideos
ISSR (Goldwin, et al., 1997).

Em carater complementar foi realizada uma corrida eletroforética para averiguacdo da
qualidade do DNA total extraido (Figura 1). Constatou-se a inexisténcia de arrastes, bem
como notdria nitidez (espessura) das bandas, as quais estdo compativeis com os dados da
espectrofotometria (concentracdes). A vantagem deste método adaptado de Doyle e Doyle (1990)
estd na dispensa da utilizacdo do reagente fenol, entre outros de elevada toxicidade, sem
comprometimento da pureza. As qualidades das reacGes de amplificacdo demonstraram que o
protocolo de extracdo atendeu ao objetivo de sua validagdo. Os estudos de caracterizacdo de
polimorfismos genéticos em nivel de DNA requerem amostras puras e suficientes para ndo inibir a

acdo de enzimas ou interferir na migracéo de géis sob eletroforese (Couch e Fritz, 1990; Welsh e

McClelland, 1990).
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Tabela 1. Resultados da quantificagdo por espectrofotometria de DNA's extraidos de larvas de
Tenebrio molitor, tomadas aleatoriamente de 08 (oito) lotes oriundos de municipios brasileiros.

o A260,,/ [DNA] DNA TE
N° do acesso (Lote) A260,n A280,m A280,,. (ng/uL) (uL)* (uL)*
1 (Alfenas-MG) 0,0581 0,0371 1,57 58,1 52,0 248,0
2 (Alfenas-MG) 0,0501 0,0259 1,93 40,6 74,0 226,0
3 (Alfenas-MG) 0,0406 0,0227 1,79 122,3 15,0 285,0
4 (Alfenas-MG) 0,0273 0,0144 1,89 18,9 159,0 141,0
5 (Alfenas-MG) 0,1223 0,0629 1,94 199,4 25,0 275,0
6 (Alfenas-MG) 0,0482 0,0248 1,94 171,2 18,0 282,0
7 (Catanduva-SP) 0,0189 0,0104 1,82 55,2 55,0 245,0
8 (Catanduva-SP) 0,0377 0,0197 1,91 41,7 72,0 228,0
9 (Catanduva-SP) 0,1994 0,1041 1,92 50,1 60,0 240,0
10 (Catanduva-SP) 0,0432 0,0223 1,94 27,3 110,0 190,0
11 (Catanduva-SP) 0,712 0,087 1,97 48,2 63,0 237,0
12 (Catanduva-SP) 0,0635 0,0321 1,98 37,7 80,0 220,0
13 (Esmeraldas-MG) 0,0552 0,0245 2,25 43,2 70,0 230,0
14 (Esmeraldas-MG) 0,1212 0,0799 1,52 63,5 48,0 252,0
15 (Esmeraldas-MG) 0,0417 0,0206 2,02 21,2 142,0 158,0
16 (Esmeraldas-MG) 0,0700 0,0366 1,91 50,0 60,0 240,0
17 (Esmeraldas-MG) 0,0414 0,0287 2,48 46,4 64,0 236,0
18 (Esmeraldas-MG) 0,0414 0,0287 1,44 39,4 77,0 223,0
19 (Marilia-SP) 0,0394 0,0237 1,66 36,1 84,0 216,0
20 (Marilia-SP) 0,0508 0,0244 2,48 447 68,0 232,0
21 (Marilia-SP) 0,1361 0,0855 1,59 166,3 19,0 281,0
22 (Marilia-SP) 0,0769 0,0407 1,89 83,3 37,0 263,0
23 (Marilia-SP) 0,1447 0,0729 1,98 107,8 28,0 272,0
24 (Marilia-SP) 0,0488 0,0425 1,15 80,4 38,0 262,0
25 (Maringa-PR) 0,0963 0,0532 1,81 153,8 20,0 280,0
26 (Maringa-PR) 0,0983 0,0530 1,85 70,8 43,0 257,0
27 (Maringa-PR) 0,0833 0,0388 2,15 76,9 40,0 260,0
28 (Maringa-PR) 0,0884 0,0425 2,08 48,8 62,0 238,0
29 (Maringa-PR) 0,1078 0,0745 1,45 98,3 31,0 269,0
30 (Maringa-PR) 0,0613 0,0399 1,54 88,4 34,0 266,0
31 (Praia Grande-SP) 0,0804 0,0306 2,20 61,3 49,0 251,0
32 (Praia Grande-SP) 0,0440 0,0366 1,44 44,0 69,0 231,0
33 (Praia Grande-SP) 0,0504 0,0258 1,95 50,4 60,0 240,0
34 (Praia Grande-SP) 0,1255 0,0664 1,89 77,7 39,0 241,0
35 (Praia Grande-SP) 0,0777 0,0398 1,95 76,2 40,0 260,0
36 (Praia Grande-SP) 0,0489 0,0249 1,96 23,5 128,0 172,0
37 (Sao Paulo-SP) 0,0762 0,0465 1,64 1349 23,0 277,0
38 (Sao Paulo-SP) 0,0909 0,0457 1,99 37,2 81,0 219,0
39 (Sé&o Paulo-SP) 0,0235 0,0118 1,99 33,2 91,0 209,0
40 (Séo Paulo-SP) 0,0589 0,0303 1,94 72,0 42,0 258,0
41 (Sao Paulo-SP) 0,1349 0,0719 1,88 125,5 24,0 276,0
42 (Séo Paulo-SP) 0,0572 0,0305 1,88 48,9 62,0 238,0
43 (Tubardo-SC) 0,0372 0,0201 1,85 90,9 34,0 266,0
44 (Tubardo-SC) 0,0504 0,0256 1,97 58,9 51,0 249,0
45 (Tubardo-SC) 0,0332 0,0162 2,05 57,2 53,0 2470
46 (Tubardo-SC) 0,0482 0,026 1,85 50,4 60,0 240,0
47 (Tubardo-SC) 0,0720 0,0361 1,99 48,2 63,0 237,0
48 (Tubardo-SC) 0,0385 10,0203 1,90 38,5 78,0 222,0

TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0); *Volumes em diluicdes compativeis a preparacdo de 300 uL de
DNA (10 ng/uL).
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Figura 1. Teste de qualidade da extracdo de DNA total envolvendo 48 acessos (larvas) de Tenebrio
molitor, oriundos de oito municipios brasileiros. Cada uma das amostras continha 10 uL de DNA total,
4 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo IV, submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1,2%
(m/v), durante 3 h.

Foram conduzidos ensaios de gradientes de temperaturas de anelamento, como forma
de averiguar as capacidades de amplificacdes com os diferentes oligonucleotideos ISSR
disponiveis. As temperaturas do gradiente foram intervaladas entre 45°C e 65°C, conforme
recurso de randomizacdo do proprio aparelho termociclador (Eppendorf, Nexus Gradient).
Durante a execucdo das analises moleculares, foram testados 56 oligonucleotideos ISSR,
cujos os resultados sdo apresentados na Tabela 2. Deste total, 34 caracterizam-se como sendo
amplamente polimérficos, sob as temperaturas de anelamento especificas apontadas nesse
procedimento. Outros trabalhos também adotaram ensaios de gradientes de temperaturas de

anelamento (Costa et al., 2015; Souza, et al. 2018; Lopes et al., 2020), evitando reacdes que

ndo explorarem o maximo dos polimorfismos potenciais ou, mesmo, com falhas completas.
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Tabela 2. Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA's de
larvas de Tenebrio molitor amplificados com oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of
British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

0% Olonucenideos ISSR 5~ ) b e
UBC 803 (ATATAT ATATAT ATATC) N&o amplifica na espécie
Placa 1 UBC 804 (TAT ATATAT ATA TAT AA) N&o amplifica na espécie
UBC 805 (TAT ATATAT ATA TAT AC) N&o amplifica na espécie
UBC 807 (AGA GAG AGA GAG AGA GT) 54°C
UBC 808 (AGA GAG AGA GAG AGA GC) 47°C
Placa 2 UBC 812 (GAG AGA GAG AGA GAG AA) 47°C
UBC 818 (CAC ACA CAC ACA CAC AG) 48°C
UBC 820 (GTG TGT GTG TGT GTG TC) 46°C
UBC 823 (TCT CTC TCT CTC TCT CC) 46°C
Placa 3 UBC 827 (ACA CAC ACA CAC ACACQG) 47°C
UBC 830 (TGT GTG TGT GTG TGT GG) 54°C
UBC 833 (ATATAT ATATAT ATATYG) Néao amplifica na espécie
UBC 838 (TAT ATATAT ATA TAT ARC) N&o amplifica na espécie
Placa 4 UBC 842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 56°C
UBC 848 (CAC ACA CAC ACA CAC ARG) 49°C
UBC 850 (GTG TGT GTG TGT GTG TYC) 46°C
UBC 856 (ACA CAC ACA CAC ACACYA) 56°C
Placa 5 UBC 858 (TGT GTG TGT GTG TGT GRT) 59°C
UBC 863 (AGT AGT AGT AGT AGT AGT) Né&o amplifica na espécie
UBC 867 (GGC GGC GGC GGC GGC GGC) 59°C
UBC 870 (TGC TGC TGC TGC TGC TGC) N&o amplifica na espécie
Placa 6 UBC 876 (GAT AGA TAG ACAGACA) 48°C
UBC 883 (BVB TAT ATA TAT ATATA) N&o amplifica na espécie
UBC 884 (HBH AGA GAG AGA GAG AQG) 46°C
UBC 886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 51°C
Placa 7 UBC 888 (BDB CAC ACA CAC ACA CA) _5_4°C _
UBC 892 (TAG ATC TGA TAT CTG AATTCCC) N&o amplifica na espécie
UBC 894 (TGG TAG CTC TTG ATC ANN NNN) N&o amplifica na espécie
UBC 895 (AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC) Né&o amplifica na espécie
Placa 8 UBC 897 (CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G) Né&o amplifica na espécie
UBC 898 (GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G) N&o amplifica na espécie
UBC 900 (ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA) Nd&o amplifica na espécie
UBC 814 (CTC TCT CTC TCT CTC TA) Monomorfico
Placa 9 UBC 828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) 46°C
UBC 829 (TGT GTG TGT GTG TGT GC) 46°C
UBC 843 (CTC TCT CTC TCT CTC TRA) Nd&o amplifica na espécie
UBC 849 (GTG TGT GTG TGT GTG TYA) 47°C
Placa 10 UBC 866 (CTC CTC CTC CTC CTC CTC) 56°C _
UBC 877 (TGC ATG CAT GCATGC A) Monomorfico
UBC 879 (CTT CACTTC ACT TCA) Monomorfico
UBC 810 (GAG AGA GAG AGA GAG AT) 47°C
Placa 11 UBC 816 (CAC ACA CAC ACA CACAT) 46°C
UBC 825 (ACA CAC ACA CAC ACACT) 47°C
UBC 836 (AGA GAG AGA GAG AGA GYA) 46°C
UBC 844 (CTC TCT CTC TCT CTC TRC) N&o amplifica na espécie
Placa 12 UBC 847 (CAC ACA CAC ACA CAC ARC) 47°C
UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT) Inconclusivo
UBC 855 (ACA CAC ACA CAC ACA CYT) 47°C
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Tabela 2. Continuagao.

ariode  Oliomuleodeos ISR (51— ) e
UBC 864 (ATG ATG ATG ATG ATG ATG) 51°C
Placa 13 UBC 865 (CCG CCG CCG CCG CCG CCG) _5_1°C _
UBC 874 (CCC TCCCTCCCTCCCT) N&o amplifica na espécie
UBC 880 (GGA GAG GAG AGG AGA) 46°C
UBC 882 (VBV ATA TAT ATA TAT AT) N&o amplifica na espécie
Placa 14 UBC 887 (DVD TCT CTC TCT CTC TC) 51°C
UBC 889 (DBD ACA CAC ACA CAC AC) 51°C
UBC 890 (VHV GTG TGT GTG TGT GT) 46°C

N=(AGCTER=(AG);Y=(C,T);B=(C,GT)(l.e.not A);D=(A, G, T)(l.e.not C); H= (A, C, T) (l.
e.notG); V=(AC,G)(l.e.notT).

Os 34 oligonucleotideos selecionados nos testes de gradiente foram utilizados na
andlise de diversidade genética, envolvendo os 48 acessos de T. molitor colecionados. As
reacOes efetuadas com estes iniciadores proporcionaram 131 fragmentos amplificados, dos
quais 126 foram polimorficos (96,18%) e apenas cinco monomoficos (3,82%) (Tabela 3).
Essa informacédo sugere alta variabilidade para a espécie que, sendo um inseto, remonta sua
origem na magnitude de milhGes de anos atras (Misof et al., 2014). Por conseguinte, quanto
mais tempo uma espécie persiste no tempo, maior a expectativa de acimulo de mutagdes em
seus genomas (Ridley, 2006).

Ainda considerando os dados da Tabela 3, verifica-se que o numero de fragmentos
utilizados variou de dois (UBC 808, UBC 855, UBC 866 ¢ UBC 855) a seis (UBC 847), sendo
que do total de 34 oligonucleotideos, 22 geraram pelo menos quatro fragmentos (64%).
Embora UBC 847 tenha gerado maior nimero de fragmentos, seu PIC,igo foi relativamente
baixo. O valor de PICgig € uma medida importante, pois fornece uma estimativa do poder
discriminatorio do marcador, por considerar ndo somente 0 nimero de alelos por loco, mas
também a freqiiéncia relativa desses alelos (Jiao et al., 2010). De maneira geral, os valores de
PICyigo sdo inferiores aos obtidos para Hoiigo. Neste estudo, a meédia de fragmentos

polimorficos de cada oligonucleotideo foi de 3,7590 (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA's de
larvas de Tenebrio molitor amplificados com oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of
British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

Total de Fragmentos  Fragmentos

Oligonucleotideos C g 2
g Fragmentos Monomorficos polimorficos

Oligo PICOligo

UBC 807 4 0 4 0,3985 0,3174
UBC 808 2 0 2 0,4065  0,3210
UBC 810 3 0 3 0,3407  0,2772
UBC 812 4 0 4 0,3420 0,2731
UBC 816 4 0 4 0,2321  0,1939
UBC 818 5 0 5 0,4553  0,3505
UBC 820 4 0 4 0,3574  0,2872
UBC 823 4 0 4 0,2563  0,2194
UBC 825 5 0 5 0,3942  0,3101
UBC 827 5 3 2 0,1674  0,1314
UBC 828 5 0 5 0,2696  0,2259
UBC 829 3 0 3 0,3783  0,3016
UBC 830 5 0 5 0,3893  0,3090
UBC 836 3 0 3 0,3179  0,2615
UBC 842 5 0 5 0,3030  0,2457
UBC 847 6 0 6 0,2328  0,2038
UBC 848 3 0 3 0,4466  0,3466
UBC 849 5 0 5 0,3039  0,2554
UBC 850 5 0 5 0,3028  0,2447
UBC 855 2 0 2 0,3963  0,3132
UBC 856 4 0 4 0,4640  0,3554
UBC 858 3 0 3 0,3795  0,3075
UBC 864 3 1 2 0,2809  0,2205
UBC 865 3 1 2 0,2765  0,2176
UBC 866 2 0 2 0,3075  0,2518
UBC 867 4 0 4 0,4210  0,3290
UBC 876 4 0 4 0,4825  0,3661
UBC 880 2 0 2 0,4961 0,3731
UBC 884 4 0 4 0,4787  0,3640
UBC 886 5 0 5 0,2759  0,2331
UBC 887 3 0 3 0,3690  0,2928
UBC 888 4 0 4 0,4491  0,3477
UBC 889 4 0 4 0,4332  0,3308
UBC 890 4 0 4 0,4557  0,3512

Médias 3,8529 0,1471 3,7590 0,3606  0,2862

Comparado a outros trabalhos sobre diversidade com a mesma colecdo de
oligonucleotideos desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada) (Souza et al., 2008; George et al., 2009; Anand et al., 2010; Rizkalla, et
al., 2012; Ghazalli et al., 2015; Vieira et al.; 2015); tem-se que a média deste foi

relativamente inferior. Uma possivel explicagdo seria o fato deste estudo contabilizar apenas
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os fragmentos com excelente nitidez e separacdo vertical nos géis, conforme ilustrado na
Figura 2. Outra questao refere-se a natureza dos marcadores moleculares ISSR, os quais séo
classificados como dominantes. Embora ndo realizem a discriminacdo multialélica, foram
pertinentes para o0 atendimento do objetivo principal acerca das estimativas de
dissimilaridades, uma vez que ndo demandam conhecimento prévio do genoma ao qual sejam
aplicados (Reddy et al., 2002). Além disso, ao aplicar-se 34 oligonucleotideos, vislumbra-se
um numero expressivo como modo de compensacdo aos potenciais discriminantes de

marcadores co-dominantes (Nadeem et al., 2018).
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Figura 2. Amplificacdo dos genomas de 48 acessos (larvas) de Tenebrio molitor, oriundos de oito
municipios brasileiros. As sequiéncias ordinais superior e inferior referem-se aos oligonucleotideos
ISSR 827 e ISSR 847 (Ta: 47°C), respectivamente. Cada uma das amostras continham 25 uL de mix-
PCR, 5 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo IV, submetidas a uma eletroforese em gel de agarose
1,2% (m/v), durante 3 h.
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De posse dos resultados das amplificacGes, foram geradas, pelos coeficientes de
dissimilaridade dos indices de "Nei e Li", "Jaccard" e "Coincidéncia Simples™, as matrizes de
distancias genéticas. Na Tabela 4 observam-se comparagdes entre os indices considerando 0s
acessos mais e menos divergentes, levando em conta as porcentagens relativas. Em contraste
com o indice de "Coincidéncia Simples”, os indices de "Nei e Li" e "Jaccard" apresentam a
vantagem de ndo considerarem coincidéncias do tipo (0)-(0), que, por sua vez, ndo significam
necessariamente alelos recessivos idénticos. Caso haja alta probabilidade de ndo-amplificacéo
de bandas em pares de acessos; tal situacdo ndo deve ser interpretada como uma caracteristica
comum, ou seja, ndo implicam em regides do DNA idénticas, sendo mais adequado aplicar
coeficientes que excluem a co-ocorréncia negativa (Ariel et al., 2004). No entanto, ndo se
devem descartar as medidas de similaridade que levam em consideracdo a concordancia
negativa, pois em determinados situacfes, como € caso de populacbes controladas F;, a
auséncia da marca pode ser tratada como um fator de similaridade entre acesso a serem
comparados (Meyer et al. 2004). No caso deste estudo, os acessos larvais de T. molitor foram
obtidos de comércios varejistas de oito municipios brasileiros, o que remete ao carater de
amostragem semelhante ao de popula¢des exogamicas obtidas livremente na natureza.

Alguns trabalhos tém comparado a eficiéncia dos coeficientes de similaridade em
expressar o grau de divergéncia genética (Benin et al., 2003; Filho et al., 2008; Faria et al.,
2012; Vieira et al., 2013). De modo geral, quase sempre o numero de grupos formados altera
conforme o indice utilizado, e aqueles que consideram a co-ocorréncia negativa (0-0),
produzem resultados bastante discrepantes dos demais, o que também foi notado quanto aos
apontamentos dos acessos na Tabela 4. Portanto, o indice de "Coincidéncia Simples™ ndo seria
0 mais pertinente para estimar a divergéncia genética neste trabalho. Tem sido consenso a
idéia de que, ao se trabalhar com materiais exoticos ou envolvendo espécies diferenciadas, a

principio pouco relacionadas, o adequado seria adotar o indice de "Nei e Li", o qual pondera
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em duas vezes os valores de coincidéncias do tipo (1)-(1) para cada par de acessos (Mir et al.,
2021). Contudo, se o estudo for feito dentro de uma populacdo, ou mesmo, espécie, em que
coincidéncias de ocorréncia de bandas podem ser admitidas como um fendmeno esperado,
seria plausivel optar pelo indice de Jaccard. Neste estudo de diversidade envolvendo T.
molitor, todas as analises subsequientes embasaram-se no indice de "Nei e Li".

Tabela 4. ComparacBes sobre os acessos mais e menos divergentes considerando 131 fragmentos

(locos) amplificados em 48 acessos de Tenebrio molitor, a partir de 34 oligonucleotideos ISSR
desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

indices de dissimilaridade

Comparaces AN
Nei e Li Jaccard CO".]C'denC'a
Simples
Mais dissimilares Acessos 1 e 37 Acessos 1 e 37 Acessos 1 e 30
(65,45%) (79,12%) (58,01%)
L Acessos 26 e 28 Acessos 26 e 28 ACessos 26 e 28
Menos dissimilares (11,24%) (20,24%) (15.27%)

Na matriz de dissimiliaridade gerada pelo complemento aritmético do indice de "Nei e
Li" (Tabela 5), observam-se elevados valores de dissimilaridade entre os 48 acessos de T.
molitor. Considerando as divergéncias entre pares de acessos, 79 apresentaram valores
superiores a 50% (Tabela 5). A diferenciacdo genética observada neste trabalho é bastante
superior a maioria dos estudos de diversidade, sejam eles envolvendo animais, plantas e
microorganismos; executados com a mesma colecdo de oligonucleotideos da University of
British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada) (Souza et al., 2008; George et al.,
2009; Anand et al., 2010; Rizkalla, et al., 2012; Ghazalli et al., 2015; Vieira et al.; 2015).
Considerando a ploidia da espécie T. molitor (2n = 20), a qual possui n° basico ¢ X = 10
(Plohl, 2010), tem-se uma média de 13,1 locos amostrados por cromossomo, levando em

conta os 131 fragmentos utilizados na geragao da matriz.
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Tabela 5. Matriz de dissimilaridade (%) (complemento aritmético do indice de "Nei e Li") entre 48
acessos de Tenebrio molitor, estimadas a partir de 131 fragmentos (locos), a partir de 34
oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada).

N 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

0

48 0

49 18 0

52 22 20 0O

53 14 17 20 O

43 19 20 20 15 O

55 21 20 22 15 17 O

59 21 25 23 19 24 15 0

58 25 30 26 24 26 27 20 O
10 51 32 32 27 32 27 28 26 31 O
11 59 24 24 26 23 25 18 19 28 36 O
12 60 27 33 25 25 27 30 27 25 35 27 O
13 51 29 31 29 32 27 31 32 40 28 33 31 O
14 50 25 26 23 21 25 21 23 33 32 32 29 25 O
15 52 51 48 50 45 45 47 44 48 45 52 42 42 45 0
16 56 53 47 4451 46 44 48 50 4053 53 37 43 40 O
17 56 32 33 30 32 31 29 27 35 30 33 37 29 26 43 35 0
18 65 32 31 32 31 34 29 36 40 41 27 36 32 30 56 51 22 O
19 |57 31 31 23 27 28 24 27 31 31 26 30 34 2954 41 28 27 O
20 |56 31 32 26 35 32 31 29 29 29 32 34 33 30 55 37 26 30 18 O
21 |54 33 31 29 33 28 31 33 38 38 32 36 33 3058 43 32 32 28 20 O
22 |56 26 29 27 32 29 26 31 40 33 30 35 29 33 51 48 38 34 35 31 20 O
23 |52 32 28 24 29 30 30 31 37 33 37 36 33 25 44 46 39 40 33 32 33 30 O
24 |52 29 33 31 30 32 31 29 38 36 33 34 31 34 38 41 37 39 40 41 39 30 28 0
25 54 32 28 26 27 30 20 21 28 28 28 34 32 26 51 45 36 37 31 34 38 35 30 33
26 54 23 23 21 20 23 17 22 25 30 24 32 34 21 53 49 31 27 28 33 30 30 31 35
27 155 22 26 23 23 23 19 20 26 31 26 29 36 2551 48 35 36 29 34 33 30 29 31
28 |53 24 23 22 23 29 23 26 28 31 30 34 38 24 48 47 32 29 26 31 34 37 30 35
29 |61 29 30 30 29 28 25 27 32 30 34 38 35 3052 44 37 34 33 39 33 34 37 36
30 58 32 32 30 30 32 30 28 30 30 34 29 36 33 48 52 41 41 35 39 39 33 32 39
31 58 27 27 23 24 25 27 25 27 31 29 31 35 29 49 49 35 35 35 36 35 32 33 39
32 56 31 32 28 26 25 25 23 27 28 34 31 35 25 47 51 36 37 34 38 35 31 30 36
33 164 33 30 23 30 32 30 26 25 30 33 32 37 27 53 49 33 35 31 31 35 37 31 36
34 |59 32 33 25 27 28 30 28 27 38 32 30 41 31 53 50 38 37 34 41 41 39 40 40
35 59 37 34 27 32 31 30 26 27 32 30 32 34 28 48 48 35 33 34 32 34 36 33 38
36 64 32 32 28 27 29 24 22 32 31 28 41 32 29 48 47 30 32 30 34 36 36 35 35
37 165 33 40 34 28 35 28 25 34 35 32 30 31 31 44 47 35 38 36 37 36 37 35 34
38 58 29 32 31 32 33 31 25 32 29 34 35 27 32 42 46 31 32 32 35 36 29 36 30
39 55 34 37 30 33 32 29 26 32 31 35 32 34 28 39 47 28 36 31 32 34 36 37 35
40 58 31 41 32 30 36 32 32 41 34 41 36 38 29 53 53 36 38 32 32 40 33 35 34
41 54 44 A7 41 48 40 47 44 47 39 40 46 43 41 59 49 46 45 40 40 42 50 51 45
42 55 40 42 39 43 37 42 37 40 39 38 47 38 38 56 42 40 43 36 34 40 45 48 48
43 51 34 38 29 34 34 36 33 33 37 37 36 29 31 47 45 34 35 30 32 36 40 38 38
44 53 36 40 34 37 38 38 35 38 36 39 41 32 31 49|51 41 41 39 31 37 40 33 38
45 |53 4552 47 53 46 50 48 49 44 50 51 36 43 54 47 50 49 49 40 44 41 42 39
46 50 30 33 30 32 27 30 34 39 41 31 37 30 28 52 50 37 32 36 37 30 35 30 35
47 54 27 32 26 30 30 27 28 36 39 27 30 30 31 47 48 30 32 29 32 30 33 32 33
48 160 35 40 33 34 34 28 31 39 34 34 39 32 32 51 42 36 38 30 33 37 37 37 43

NUmeros grifados referem-se a combinagdes (pares) de acessos mais divergentes entre si (menos similares).

OCoOoO~NO O WN -
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Tabela 5. Continuagao.
N° 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

25 0
26 17 O
27 18 16 0

28 211119 O

29 25202118 O

30 26 21 2419 24 0

31 29 20 22 22 22 17 O

32 2317 20 23 23 2021 O

33 2520 2319 26 212119 O

34 31 22 28 25 30 30 1525 25 O

35 22 22 25 27 27 26 27 20 20 30 O

36 28 24 27 27 21 29 24 18 25 29 20 O

37 31 30 29 29 24 29 29 28 32 32 27 24 0

38 30 28 29 25 23 23 30 24 26 36 26 23 21 O

39 28 29 28 26 30 31 28 32 28 30 26 29 26 22 0

40 34 36 33 33 37 37 34 30 31 36 33 31 29 23 26 O

41 42 43 42 41 41 48 49 43 40 47 37 42 41 35 39 37 O

42 37 37 36 35 36 42 37 38 33 36 35 37 39 40 37 40 23 0

43 32 28 31 29 35 33 31 29 32 33 27 31 35 28 27 34 27 22 0

44 38 31 34 31 39 37 37 31 31 44 29 35 39 33 32 31 323220 0O

45 48 48 45 45 46 43 47 43 44 49 45 47 41 38 47 44 36 36 36 33 0O

46 32 29 24 33 32 36 27 27 35 34 28 29 34 32 36 36 39 38 25 29 41 O

47 34 27 27 32 34 35 34 32 36 36 33 32 36 33 36 40 40 37 28 34 44 22 O

48 33 28 33 29 30 34 34 32 31 38 30 28 33 33 37 37 40 30 31 34 42 29 23 O
*Combinagdes de variedades mais divergentes entre si (menos similares).

Através da analise de agrupamento pelo método "Hierarquico” (UPGMA) foi obtido
um dendrograma (Figura 3), estimado com trés cortes nas distancias de 70,45% (0,3902),
72,68% (0,4023) e 86,19% (0,4770), de modo a formarem-se cinco grupos de acessos (Tabela
6). O numero de grupos nos métodos hierarquicos pode ser definido por alguns critérios, tais
como raz@es préaticas do pesquisador, analise visual das ramificaces do dendrograma, pontos
onde hd mudanca abrupta da ramificacdo e critérios estatisticos (Cruz et al., 2011). Neste
estudo adotou-se 0 método de Mojena (1977), o qual baseia-se no tamanho relativo dos niveis
de fusbes (distancias) no dendrograma.

A discrepancia quanto ao nimero de acessos em cada grupo deveu-se a existéncia de
alguns com grande divergéncia em relagdo a maioria dos demais, embora, de modo geral, a
dissimilaridade tenha sido bastante elevada, mesmo dentro do grupo | que reuniu 40 deles

(Tabela 6). Contudo, essas informagdes podem ser Gteis quando h& o interesse na realizacdo
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de hibridacdes que explorem o maximo de efeitos heterdticos (Falconer, 1987; Cruz, 2005)
Neste caso, 0 acesso 1, por exemplo, apresentou as maiores dissimilaridades com relacdo aos
demais acessos analisados, seguido pelos acessos 15, 16 e 45 (Tabelas 5 e 6; Figura 3).

Nos métodos hierarquicos, os individuos sdo agrupados por um processo que se repete
em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma ou um diagrama arborescente. O
UPGMA ¢é um método de agrupamento ndo-ponderado, que utiliza médias aritméticas das
medidas de dissimilaridade, evitando caracterizar a dissimilaridade por valores extremos

(maximo e minimo) entre os genotipos considerados (Tikendra et al. 2019).

Método de agrupamento : Ligagéo Média Entre Grupo(UPGNIA)
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA, com base na
matriz de dissimilaridade do indice de Nei e Li, gerada por dados binarios de fragmentos ISSR
amplificados em 48 acessos de Tenebrio molitor.
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Tabela 6. Agrupamento de 48 acessos de T. molitor pelo método Hierarquico (UPGMA) (matriz
obtida do indice de Nei e Li), com base em 131 fragmentos amplificados por oligonucleotideos ISSR -
University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

Grupos Acessos

2,3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 46, 47 ¢ 48

I 41,42, 43,44 e 45

i 15
v 16
\ 1

N&o obstante, a adequacdo dos resultados deve ser realizada por meio do Coeficiente
de Correlacao Cofenético (CCC) proposto por Sokal e Rohlf (1962). O CCC é um coeficiente
momento-produto calculado entre os elementos da matriz de similaridade ou dissimilaridade e
o0s elementos da matriz cofenética, que quantifica a concordancia entre os valores originais e
os valores apresentados no dendrograma. Quanto maior o valor do CCC, menor serd a
distor¢cdo provocada ao agrupar os gendtipos, refletindo em representac@es graficas de baixas
distor¢cdes (Manly, 2008). Valores acima de 0,7 sdo considerados pertinentes a representacao
grafica, sendo que, no presente estudo obteve-se um CCC foi de 0,8733. Nas Figuras 4 e 5
observam-se projecGes em 2D (duas dimensdes) e 3D (trés dimensdes), respectivamente.
Observa-se, em destaque, a triangulacdo envolvendo os acessos "1 (x1)", "16 (x16)" e "37
(x37)", caracterizados como 0s pontos de maxima diversidade mutua (Figura 4), o que €
também corroborado na versdo 3D (Figura 5).

O agrupamento pelo método de "Tocher" é normalmente utilizado juntamente com o
"Hierarquico™ (UPGMA), que, geralmente, revelam boa correspondéncia na alocacdo dos
elementos nos grupos (Arriel et al. 2006). No presente estudo ocorreram diferencas nos
agrupamentos envolvendo os dois métodos, observando-se quatro grupos para o Tocher
(Tabela 7). De modo geral, os acessos 1, 15, 16 e 45 coincidem nos destacamentos que

ocorreram no agrupamento pelo método Hierarquico (UPGMA).
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Figura 4. Projecdo em 2D (duas dimens@es) produzidas pelo grupamento de 48 acessos de T. molitor
no método Hierarquico (UPGMA) (matriz obtida do indice de Nei e Li), com base em 131 fragmentos
amplificados por oligonucleotideos ISSR - University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada).
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Figura 5. Projecdo em 3D (trés dimensdes) produzidas pelo grupamento de 48 acessos de T. molitor
no método Hierarquico (UPGMA) (matriz obtida do indice de Nei e Li), com base em 131 fragmentos
amplificados por oligonucleotideos ISSR - University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada).
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Tabela 7. Agrupamento de 48 acessos de T. molitor pelo método de Otimizacdo de Tocher (matriz
obtida do indice de Nei e Li), com base em 131 fragmentos amplificados por oligonucleotideos ISSR -
University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

Grupos Acessos

2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 21,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 46, 47 e 48

I 15e 16
1 45

(\Y} 1

Bussab et al. (1990) recomendam a aplicacdo de mais de um método de agrupamento
ao conjunto de dados e que o resultado mais concordante seja aceito como 0 mais adequado.
Isso evita que a classificacdo seja um mero artefato da técnica utilizada, ja que cada técnica
imp0e determinada estrutura aos dados. O método de otimizacdo mais utilizado é o método de
Tocher, que usa o critério do estabelecimento de grupos, de forma que a distancia média intra-
grupos seja sempre inferior a qualquer distancia inter-grupos (Rao, 1952). Dessa forma, é
possivel alcancar uma particdo do conjunto de individuos em subgrupos mutuamente
exclusivos por meio da maximizagdo ou minimizagédo de alguma medida predefinida.

O processo inicial de avaliacdo da diversidade genética, ora executado neste trabalho,
potencializa as chances de identificacdo de genitores adequados a obtencdo de hibridos com
maior efeito heterético e, por conseguinte, maior segregacdo em recombinacdes,
possibilitando o aparecimento de transgressivos. Estes resultados sdo de especial interesse

para a concepcao de um programa de melhoramento de matrizes para producgéo de insetos.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Um dos maiores desafios da inddstria alimenticia diz respeito ao crescimento
constante da populacdo mundial e a necessidade de gerar proteinas suficientes para alimentar
as nove bilhdes de pessoas, previstas para o ano de 2050. A producdo de matérias-primas ricas
em proteinas esta aumentando, mas ndo serd suficiente para atender as necessidades de
humanos e da producdo animal. Governos, instituicdes internacionais e cientistas estdo cada
vez mais focando na utilizacdo de insetos como um novo recurso para ragdo animal e
alimentacdo humana. Neste contexto, hd um destaque especial para a espécie Tenebrio
molitor, devido a suas inUmeras caracteristicas vantajosas em aspectos nutricionais, de
processamento e manejo. O estudo envolvendo a analise da diversidade genética de T. molitor
é inédito, sendo que este tipo de abordagem abre caminho para o melhoramento genético, para
as associacdes evolutivas e melhor manejo dos diversos materiais existentes, como € o0 caso
dos insetos. No que tange ao melhoramento, a caracterizacdo da variabilidade existente em
populacdes e a selecdo de genitores, sdo pecas decisivas em fases iniciais dos programas, pois
um dos principais pilares é a identificacdo de individuos contrastantes que maximizem
progénies segregantes e efeitos heterdticos (vigor hibrido). Uma medida de divergéncia
genética que possa ser obtida antes que 0s cruzamentos sejam efetuados, permitiria ao
melhorista concentrar esforcos naquelas combinacdes que apresentem maiores chances de

sucesso. Na perspectiva deste trabalho, sintetizam-se as principais conclusoes:

(i) Foi validado um protocolo de extragdo de DNA para a espécie T. molitor,

plenamente satisfatorio quanto a intentos de analises moleculares;

(ii) O teste de gradiente de temperatura de anelamento, executado de forma prévia as
investigacOes na populacao, foi eficiente na selecdo de oligonucleotideos ISSR amplificaveis
e polimdrficos para T. molitor, além de otimizar recursos e esforcos nas tarefas de

amplificacdo populacional;

(iii) A aplicacdo conjunta das analises biométricas sobre os dados moleculares, levou a
constatacdo de uma elevada variabilidade entre os 48 acessos da populagdo, além de apontar
alguns individuos superlativamente diferenciados, que seriam boas op¢es como genitores em

um programa de melhoramento, a partir desta colecdo estudada.
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7. ANEXOS

As Figuras (1 a 24) referem-se aos procedimentos moleculares realizados no ambito
do trabalho de Dissertacdo da académica Ana Carolina Ataide Silveira (Laboratorio de
Biotecnologia - CPCA), Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Figura 1. Recortes de passos envolvendo a execugdo do protocolo de extracdo de DNA de larvas de
Tenebrio molitor, adaptado de Doyle e Doyle (1990) - Laboratério de Biotecnologia, Centro de
Pesquisas em Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de Minas Gerais, Montes Claros, MG, Brasil.
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Figura 2. Interface fornecida pelo aparelho termociclador (Eppendorf, Nexus Gradient), evidenciando
a programacdo do intervalo em gradiente, quanto as temperaturas de anelamento via PCR (45°C a

65°C).

FPrimers

0101010/0/0]0/0
01010100000
0]0]01010/010]0,
0(0/0]0]0/01010
010/010,0/0,0/6
0]0]010/0/010]0.

010]01010,010]0,

000101001610

0]0]01010/0[0]0,

010/01010/010]0,

=\ 00000000
I

—

Gradiente temperatura de anelamento

=/ 00000000

Figura 3. Esquema para avaliar o potencial de polimorfismos em reacdes de PCR, sob gradiente de
temperaturas de anelamento.
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Figura 4. Exemplificacdo de corrida eletroforética para testes de gradiente de temperatura de
anelamento, envolvendo oligonucleotideos ISSR (45°C a 65°C) e DNA de larvas de Tenebrio molitor.
A e B referem-se a geno6tipos aleatoriamente escolhidos dos lotes.
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Figura 5. Recortes de preparos de reacBes (reagentes), aparelhos e procedimentos para PCR's e
eletroforeses no ambito da pesquisa de mestrado conduzida pela académica Ana Carolina Ataide
Silveira - Laboratorio de Biotecnologia, Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal de Minas Gerais, Montes Claros, MG, Brasil.
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Figura 6. Recortes de procedimentos de fotodocumentagdo no &mbito da pesquisa de mestrado
conduzida pela académica Ana Carolina Ataide Silveira - Laboratério de Biotecnologia, Centro de
Pesquisas em Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Minas Gerais, Montes Claros, MG, Brasil.
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Figura 7. Padrdo eletroforético a partir das amplificacbes via PCR dos genomas de 48 acessos de

Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 1 (Oligonucleotideos ISSR 816 e 820) Ta: 46°C.
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Figura 8. Padrdo eletroforético a partir das amplificacGes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 2 (Oligonucleotideos ISSR 823 e 836) Ta: 46°C.
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Figura 9. Padrdo eletroforético a partir das amplificages via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 3 (Oligonucleotideos ISSR 850 e 884) Ta: 46°C.
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Figura 10. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 4 (Oligonucleotideos ISSR 828 e 829) Ta: 46°C.
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Figura 11. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de

Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 5 (Oligonucleotideos ISSR 880 e 890) Ta: 46°C
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Figura 12. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 6 (Oligonucleotideos ISSR 808 e 810) Ta: 47°C.
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Figura 13. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 7 (Oligonucleotideos ISSR 812 e 825) Ta: 47°C.
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Figura 14. Padrdo eletroforético a partir das amplificacbes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 8 (Oligonucleotideos ISSR 827 e 847) Ta: 47°C.
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Figura 15. Padréo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 9 (Oligonucleotideos ISSR 849 e 855) Ta: 47°C.
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Figura 16. Padrdo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 10 (Oligonucleotideos ISSR 818 e 876) Ta: 48°C.
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Figura 17. Padréo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 11 (Oligonucleotideos ISSR 864 e 886) Ta: 51°C.



64

ii80 BaReieeencii -
- - . ’
g H
e = o T -

e Qba 4

g‘l'!llilililllns~

SRR RRS e

BRI — -a-~~—

Figura 18. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 12 (Oligonucleotideos ISSR 865 e 887) Ta: 51°C.
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Figura 19. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 13 (Oligonucleotideos ISSR 807 e 830) Ta: 54°C.
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Figura 20. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 14 (Oligonucleotideos ISSR 842 e 856) Ta: 56°C.
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Figura 21. Padrédo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 15 (Oligonucleotideos ISSR 858 e 867) Ta: 59°C.
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Figura 22. Padrao eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 16 (Oligonucleotideo ISSR 855) Ta: 47°C; Placa 17
(Oligonucleotideo ISSR 848) Ta: 49°C.
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Figura 23. Padrdo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 18 (Oligonucleotideo ISSR 889) Ta: 51°C; Placa 19
(Oligonucleotideo ISSR 888) Ta: 54°C.
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Figura 24. Padrdo eletroforético a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 48 acessos de
Tenebrio molitor - Referéncia: Placa 20 (Oligonucleotideo ISSR 866) Ta: 56°C.



