Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular

Programa de P6s-graduacéo em Biologia Molecular

Caracterizacdo de fatores que afetam a deteccdo de presas atraves do
sequenciamento de alto desempenho do DNA

Renata Vel6zo Timbo
Orientador:
Dra. Débora Pires Paula (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen)
Co-orientadores:
Dr. Roberto C. Togawa (Cenargen)
Dr. David Andow (Universidade de Minnesota, EUA)
Dr. Marcelo Brigido (UnB)

2017



‘ ' Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular

Programa de pés-graduagdo em Biologia Molecular

Caracterizacdo de fatores que afetam a deteccdo de presas atraves do
sequenciamento de alto desempenho do DNA

Renata Vel6zo Timbo

Tese apresentada ao Departamento de Biologia
Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia — UnB, como requisito a
obtencdo do grau de Doutor em Biologia
Molecular.

2017



’

“As leis sdo sempre uteis aos que tém posses e nocivas aos que nada tém.’
Jean-Jacques Rousseau



AGRADECIMENTOS
A Deus por permitir que tivesse saide para concluir mais essa etapal

Aos meus pais Maria Darque Velozoe Francisco Parente Timbo
que sempre acreditaram na minha capacidade e sempre puxaram minha orelha quando
percebiam que o desanimo estava me atormentando!

Ao meu irméo Juan Velozo Timbo (meu Ozzie favorito), que se tornou um
exemplo de batalhador e, que mesmo distante, continua a torcer pela irma mais nova!!!

A minha familia que ao brincarem sobre minhas filhas joaninhas, sempre levou
na brincadeira o que era sério e assim, me deixavam um pouco mais calma durante esse
periodo.

A minha vé Gerarda “vo Ada que demonstrou muito orgulho e felicidade
ao saber que sua neta estaria concluindo mais esta etapa, mas que infelizmente, Deus a

levou antes de poder ver tal conclusdo. Assim como Ele fez com minha tia Gercizza

(Bolhota), que ndo pdde presenciar a conclusio da minha graduago, algo que a
deixava super animada ao me ver seguindo a area da saude, como ela!

A minha orientadora Z¢pora Prres Paitla, por sempre se mostrar uma
pessoa maravilhosa seja como orientadora ou como amiga. Sempre acreditando no meu
potencial, me ouvindo nos momentos de tristeza, me dando forcas para continuar nessa
batalha e, me ensinando a nunca desistir! Tenho como meta ser ao menos a metade da
pessoa que ela é, pois sé com a metade ja me tornaria um ser humano melhor!

Ao meu orientador Roterto Zogawa, que de repente se viu com uma nova
aluna inexperiente na area de Bioinformatica e mesmo assim, me aceitou de bracos
abertos. Posso dizer que se existie uma versdo masculina da minha orientadora Débora,
essa versao é voce!

Ao meu orientador David Andow, que apesar da dificuldade da
comunicacdo (esses Americanos :-P), demonstrou uma paciéncia e um zelo quanto ao
trabalho que me fazia acreditar que eu seria mesmo capaz de fazer e concluir mais essa
etapa! E assim como os demais orientadores, demonstrou uma paixdo sem fim em tudo
e com tudo que trabalhava.

Ao0s meus amigos, que de uma forma ou de outra sempre me deram uma ajuda

como coletar joaninhas e pulgdes no campo quando eu ndo podia (Lzcas Machado



de Souza e FBruna Lima), e a minha amiga Karolina Torenzani das

Abelhas que sempre me presenteou com conversas descontraidas e animadoras.

As minhas amigas lindas e “delicadas” da UnB (Luciarna fFreire, Mariarna
Netva, Thais Oltveira, Carla Patricia, Tauana Ferrveira, Larissa

Rﬂéﬁfzyueﬂ gque me aguentaram nos meus dias mais estressantes e porque ndo 0s

mais tristes. Me deram colo e abracos que eu ainda ndo sei se 0S merecia mas que sou
grata demais! E por sempre me darem motivos para sorrir e continuar batalhando, séo
mais que amigas, sdo irmas, filhas, mées.... Tudo de bom! E que com certeza estardo
comigo por toda vida!

A minha amiga Pretinha Greice Maria Rodrigues de Souza Garcia,

que a cada dia me mostra como batalhar e seguir em frente. Estive ao lado dela durante
todo o processo de doutorado e eu muito brincava dizendo a ela: “quer ser doutora
amiga? Entdo aguenta”. E hoje, chegou o momento em que ela finalmente as repetiu
para mim com aquele sorriso. Amiga, obrigada pelo apoio e por tudo que me ensinou
como pessoal

A minha amiga linda e “baixinha” Z7acema Sarnc/ies, que em ta0 pouco

tempo conseguiu conquistar um grande espaco em meu coracdo, compartilhou suas
risadas, riu das minhas piadas podres (rs), ouviu meus desabafos e sempre tinha um
tempinho para jogar conversa fora, aliviando assim grandes momentos de estresse e
desespero que sempre acompanham esse momento de conclusdo de tese. Obrigada por
ser uma irma, conselheira, brigona, correta, justa e por mostrar tanto cuidado as pessoas
que voceé gosta, incluindo eu, légico ©!

Ao Helton Moreira de Andrade por ndo me deixar desistir nos

momentos de desanimo e ser parte da forca impulsora que me moveu e permitiu
alcancar esse objetivo. Sem esquecer € claro, das horas que me acompanhou e auxiliou
em varios dos bioensaios que aconteciam aos fins de semana e no virar da noite.

A Dra. Z’rz;/m’é Sousa da Universidade Federal de Lavras, que atendeu ao

pedido do grande amigo Lzcas Mactiado e nos cedeu alguns ovos de Chrysoperla

externa e assim pudemos reiniciar nossa colonia!
A Embrapa que nos cedeu espaco e tudo o que foi necessério para realizacio
dessa pesquisa, um local que ira ficar sempre em minha memoria. Foram 8 anos

inesqueciveis!



A Universidade de Minnesota que ajudou no financiamento do sequenciamento.

A UnB que possibilitou mais essa etapa, assim como a FAPDF forneceu auxilio
com financiamento para participagdo em Congressos.

A CAPES pelo fornecimento da bolsa.

Os meus mais sinceros agradecimentos por fudo
que me proporcionaram nesse periodo, que Jor cheto
de alegrias, visos, cAoros, desespero, mas que gracas a
cada um de vocés, que de uma jorma ou de outra
somaram nessa caminfiada, foje estou aqui
Jinalizando mais esta etapa/



Sumario

[ TSy = W [N T U - PSS USRS I
LiSta A€ QUAKNOS. ......ccveeiiie ettt ettt e s be e b e e re e saeesnbe et e e snbeesaeeenras iii
LiSta de TaADEIAS ....ccvveeieeceie et b e b iv
F N o] 1Y =TT 1SRRI v
1. INTRODUGAOD ...ttt sttt 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 5
2.1 IMPORTANCIA DOS INSETOS PREDADORES E DA IDENTIFICAGAO DE SUAS PRESAS .....cccccveeveeereenns 5
2.2 PREDADORES E PRESAS ...c.uttittiteitteittesteesteesttesseessasseesseessesssessesssesssesssessessseessesssssssessesssesssesssesssesnees 6
2.3 DETECCAO DE PRESAS POR MEIO DE METODOS MOLECULARES.......ccveeitieeteeeiteeeteeeereeenreeenseeenns 14
2.4 FATORES QUE AFETAM A DETECCAO DA PRESA ....vtiiitieitieeteeeteeeiteeeiteeesseessteeessessseeensesensesensesennes 29
S.OBUIETIVOS ..ot e e e st e e e e et e e e e arraeeeen 35
4. MATERIAL E METODOS ...ttt eeeeee e tev e s et en e, 36
4.1 CRIAGAO DOS INSETOS ...uviiiuveeeteeeitreeeteeeiiteessteesseessssesseeesssessssessssessssessssessessssssessessssesensessssssensessnses 36
4.2 BIOENSAIOS DE ALIMENTAGCAO ...c.uvtiitieeitieeeteeeeiteeetteestaeeeteeesteeessesessseessssensssesssseasssessseessesessesenseseses 39
4.3 CONSTRUGAO DO BANCO DE REFERENCIA DE DNA MITOCONDRIAL ....ccveevvvieriieeireenrreeeveenene e 45
4.4 DETECCAOQ DAS PRESAS NO CONTEUDO GASTROINTESTINAL DOS PREDADORES .......ccovveuveerveneens 47
4.5 ANALISES ESTATISTICAS ..ectteeetteeitteestteestteestteestteessasassseassssassseessssesssesssseasssesssssasssssssssensessnsesesseesnses 51
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt e ee et en s 59
5.1 ELUCIDAGAO DOS MITOGENOMAS .....cccvieuveeteeeteeteeteeseesesteesseesseeseeseessesssssssssseessesssessesssesseessesnns 59
5.2 BIOENSAIOS DE ALIMENTAGAO ......eeitteiieiietierieeieeteeiestesaeesaeesseetesnsesseesseesseenseensesnsesnsesseesseensesnes 64
5.3 DETECCAO DAS PRESAS EM FUNCAO DAS ESPECIES DE PREDADOR-PRESA EM INTERACAO, MODO
DE ALIMENTAGAO E FASE DO CICLO DE VIDA DO PREDADOR........cccvteteerresreesteesteesseessessessnesseessesssesnns 65
5.4 DETECCAO DAS PRESAS EM FUNCAO DO NUMERO DE PRESA CONSUMIDA.......ccceeeevveereeereeeereeennes 82
5.5 DETECCAO DA PRESA EM PREDAGCAO SECUNDARIA EM FUNCAO DO NUMERO DE PRESAS
CONSUMIDAS E TEMPO POS-PREDAGAOQ .....eeieiiteeeeeereeeeeiteeeeeeeeeeeeteeeeesseeeeentaeeeenssesseeseeesenssesesnnnesennnes 88
5.6 DETECCAO DA PRESA EM FUNGCAO DA TEMPERATURA AMBIENTE DE DIGESTAO DA PRESA........ 101
B. CONCLUSAOD. .....c.oooiieeeeeeeete ettt 109
BIBLIOGRAFIA ...t e et e e aree s 111
ANEXO 1 — Artigo PUBIICATO ......ooviiiiiitiiieeie ettt bbbt sre e 125
ANEXO 2 — Ensaio piloto para preparagéo para os bioensiaos de alimentacdo ............ccccceoeevereicnennne 142
ANEXO 3 — Construcéo do banco de referéncia de DNA mitocondrila..........cocooeeveiininnineneinenns 147
ANEXO 4 — Anélises de bioninformatica para deteCGd0 das PreSas. ... vvereeeereieseneieeese e 153
ANEXO 5 — Codigos SRA dos dados de sequenciamento das bibliotecas dos bieonsaios A, B, C e D
depOSitados NO GENBANK .........cuiiiitiie ittt bbbt bttt ettt e e e bbb e bt ebe et e e e nae b b e 156
ANEXO 6 — Segundo manuscrito submetido para publicacdo: Analises para selecdo dos parametros de
filtragem de TalSOS-POSITIVOS. .......cviiiitiie ittt bbb bt se et st nre s 159
ANEXO 7 — Tabelas e figuras SUPIEMENTAIES. ........cccoiiiiiiiiiiiee e 197



Lista de Figura
Figura 1. Cycloneda sanguinea. A - Adulto (Foto de: Ron Hemberger); B - Larva. (Foto

de: SAMMY EKKEE). ..o et 7
Figura 2. Hippodamia convergens. A - Adulto; B - Larva (Fotos de: Luis F.
ATISTIZADAL). ...t 8
Figura 3. Harmonia axyridis. A - Adultos em acasalamento; B - Larva, apresentando as
cores caracteristicas (FOtos de: Sam Bal).......ccccevverereieieiiceseeesece s 9
Figura 4. Chrysoperla externa. A - Adulto; B - Larva (fase predadora) (Fotos de:
Harvey SCRMIAL). ......c.ooiiiiiiiece s 10
Figura 5. Pulgdo Myzus persicae. Adulto aptero (Foto de: E. B. Radcliffe). ............... 11
Figura 6. Mosca-branca Bemisia tabaci. A - Adulto; B - Fase larval ..............cccce....... 12
Figura 7. Spodoptera frugiperda. A - Ovos; B - Lagarta............cccccvevevvenesieseeseennn, 13

Figura 8. Preparo da dieta artificial para os adultos de Ch. externa. A - Aspecto obtido
da mistura do levedo de cevada e do mel. B - Gaiola para manter os adultos onde a
parte superior apresenta-se vedada por uma tela e a parte inferior é fechada com
LC=To1 o [N = N T - VRSOSSN 37

Figura 9. Aparelho gastrointestinal dos predadores dissecados, visualizados em
aumento de 12 ou 16x em lupa estereoscépica. A - De larva de 3° instar da joaninha
C. sanquinea; B - De larva de 3° instar do crisopideo Ch. externa; Como etapa final,
as cabecas foram removidas antes da armazenagem dos gastrointestino. .............. 48

Figura 10. Mitogenomas elucidados e anotados: A - Bemisia tabaci; B - Chrysoperla
externa; C - Cycloneda sanguinea; D - Hippodamia convergens; E - Myzus
persicae; F - Spodoptera frugiperda; G - Harmonia axyridis. ..........cccoevervriveseennnns 63

Figura 11. Namero inicial de reads das presas detectadas no contetdo gastrointestinal
dos predadores normalizado pela cobertura média da biblioteca (6,2 x 10° reads)
com 95% IC. Cs =C. sanguinea; Ce = Ch. externa; L = larva; A = adulto. ............ 75

Figura 12. Taxa de decaimento da deteccdo das reads para ovos de S. frugiperda e
adultos apteros de M. persicae no conteldo gastrointestinal dos predadores,
normalizado para a cobertura média da biblioteca (6,2 x 10° reads) com 95% IC. Cs
= C. sanquinea; Ce = Ch. externa; L = Larva; A = Adulto. .........c.coevveveicinenns 77

Figura 13. Taxas de decaimento das reads presentes no conteldo gastrointestinal dos
trés predadores: (A) Ovo em pré-eclosdao de Spodoptera frugiperda e (B) Adulto
aptero de Myzus persicae. Linhas representam dados da regressdo linear. ............ 80

Figura 14. Relacdo entre o numero de reads observadas da presa e métodos de
regressdo. Linha preta: regressdo nédo linear sobre dados ndo transformados com
nivel de confianca de 95%. Linha azul: regressdo linear em dados In-transformados.
A) Uma presa de M. persicae; B) Trés presas de M. persicae; C) Seis presas de M.
0L £ [oF: SRRSO 85

Figura 15. Taxa de decaimento das reads das presa M. persicae no contetdo
gastrointestinal de Hi. convergens, de acordo com o numero de presas consumidas.
Linha pontilhada: 1 M. persicae consumido. Linha tracejada: 3 M. persicae

consumidos. Linha sélida: 6 M. persicae consuMidos. .........ccccevvevreeieieeseeriesneene 86
Figura 16. Numero de reads de M. persicae detectado em H. axyridis ap0s predacao
primaria ou secundaria com IC de 95%. .......ccccoveiieiicii e 94

Figura 17. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) em H. axyridis em
funcdo da predacdo priméria (linha preta sélida, circulos pretos sélidos) ou
predacao secundaria (linha tracejada, circulos abertos) e tempo pos-predacéo por H.
axyridis. O melhor modelo esta apresentando com linha cinza sélida. Circulos
observados foram normalizados com IC 95%. .......cccccvreerieeieiieere e 95



Figura 18. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) no gastrointestino
da presa priméria (Ch. externa), em funcdo do periodo de digestdo do predador
intraguilda (H. axyridis) e o tempo pds-predacdo por Ch. externa. Linhas
representam os melhores modelos e os circulos representam a normalizacdo a 95%
de IC. Linha pontilhada e circulos abertos: 0 h pos-predacdo por H. axyridis; Linha
tracejada e circulos cinza: 3 h pos-predacdo por_H. axyridis; Linha sélida e circulos
negros: 6 h pos-predagdo por H. aXYridiS. .......ccccveririrerniineneneese s 96

Figura 19. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) no predador
intraguilda (H. axyridis), em funcdo do tempo de digestdo da presa primaria (Ch.
externa) e do tempo pos-predacdo por H. axyridis. Linhas representam os melhores
modelos e os circulos representam a normalizagdo com 95% de ICs. Linha
pontilhada com circulos abertos: 0 h pos-predacdo por Ch. externa; Linha tracejada
com circulos cinza: 3 h pds-predacgdo por_Ch. externa; Linha solida com circulos
pretos: 6 h pds-predacdo por Ch. eXtErNA. ........ccveveiieieeie e 97

Figura 20. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) na presa primaria
(Ch. externa) e no predador intraguilda (H. axyridis), em funcdo do tempo total
pos-predacao pela Ch. externa e por H. axyridis. Linhas apresentam os melhores
modelos e circulos representam a normalizacdo com 95% de IC. Circulos abertos: 0
h po6s-predacdo por Ch. externa e 0 — 6 h poés-predacdo por H. axyridis. Circulos
cinza: 3 h pés-predacdo por Ch. externa e 0 — 6 h pds-predacdo por H. axyridis.
Circulos pretos: 6 h pés-predacdo por Ch. externa e 0 — 6 h pds-predacdo por_H.
AT 10| SRRSO RSP PTRPRPRN 99

Figura 21. Decaimento das reads das presas priméarias (Ch. externa) no predador
intraguilda (H. axyridis), em funcdo da alimentacdo prévia da presa primaria (Ch.
externa) e do tempo pos-predacdo por H. axyridis. Linhas mostram o melhor
modelo e os circulos apresentam os dados normalizados a 95% de ICs. Linha e
circulos azuis: sem ingestdo previa de presa secundéria. Linha pontilhada e circulos
abertos: imediatamente pds-predacdo da presa secundaria. Linha tracejada e
circulos cinza: 3 h poés-predacdo da presa secundéria. Linha solida e circulos
negros: 6 h pos-predacao da presa SECUNTANia. ........cceeeeereerieiieiieeie e 100

Figura 22. Correlacdo entre o nimero de reads da presa secundaria (M. persicae) e da
presa primaria (Ch. externa) detectadas em H. axyridis. Circulos abertos: 0 h pés-
predacdo da presa secundaria por Ch. externa. Circulos cinza: 3 h pés-predacdo da
presa secundaria por Ch. externa. Circulos negros: 6 h pés-predacdo da presa
SecUNdAria POr Ch. EXIEIMNA. ......ccueiueieiiiee e e 101

Figura 23. Relacdo entre o numero de predadores agrupados por biblioteca e o erro
padrdo do nimero estimado de reads das presas com base na variacdo estimada

entre o nimero de individuos utilizados na construcdo do pool. .............c.ccue.....e. 105
Figura 24. Arena para teste de alimentacdo do crisopideo: A) postura de S. frugiperda;
B) M. persicae; C) Ninfa de B. tabaci; D) Ch. externa; X) Espaco vazio............. 142

Figura 25. Ensaio piloto de predacdo secundaria. A) Larva de C. sanguinea predando
larva de Ch. externa. B) Larva de Ch. externa predando larva de C. sanguinea...145



Lista de Quadros

Quadro 1. Comparacdo da meia-vida de deteccdo (Tso) da presa entre diferentes
técnicas moleculares, baseado em Greenstone et al. (2014)......ccccoecevevivrvcivinenn, 31
Quadro 2. Delineamento experimental do decaimento da deteccdo das presas em
funcdo das espécies de predador-presa em interagdo, modo de alimentacdo e fase do

ciclo de vida do Predador. ... 41
Quadro 3. Delineamento experimental do decaimento da deteccdo da presa em fungéo
dO NUMEIO CONSUMITO. ....vevreiieeieieieie ettt resneeneas 42

Quadro 4. Delineamento experimental do decaimento da deteccdo das presas em
predacdo secundaria em funcdo do nimero de presas e tempo pds-predacéo.
Quadro 5. Delineamento experimental do decaimento da deteccdo das presas em

funcdo da temperatura ambiente de digestdo da presa. ........ccceeveevveveiieieere s, 45
Quadro 6. Mitogenomas utilizados como referéncia para a elucidacdo dos mitogenomas

das espécies-alvo pelo programa MITODIM (V.1.8)....c.ccccevviviiiieieiiieieece e 47
Lista de Tabelas

Tabela 1. Nimero de reads obtidas e remanescentes apos controle de qualidade (CQ)
das bibliotecas TruSeq Nano para sequenciamento por Illumina HiSeq2500 (250
pb, paired-end, tamanho do inserto de 550 pb, 1 lane) das amostras para elucidagéo

dos mitogenomas dos iNSELOS de INTEIESSE. .....cuvvveerueeierierieeie e e eee e eas 59
Tabela 2. Caracteristicas dos mitogenomas elucidados............ccccvevveverercnesninseennen, 59
Tabela 3. Numero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no

BIOBNSAIO A ..ottt sttt et e nreeaeenee e 65
Tabela 4. ANOVA da deteccdo inicial da In-transformada das presas (no) em fun¢édo do

tipo de predador para cada presa e tipo de presa para cada predador. .................... 75
Tabela 5. ANOVA para taxa de decaimento em funcdo do tipo de predador para cada

presa e cada tipo de presa para cada predador. ...........ccceoeiiiveeic e 76

Tabela 6. Valores estimados dos parametros a 95% de intervalo de confianc¢a (IC)..... 78
Tabela 7. Parametros do melhor modelo para deteccao inicial e decaimento das reads da

presa Nos trés tipos de Predadores. ........oiveveiieieeie s 82
Tabela 8. Numero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no
BIOBNSAIO B ...t 84
Tabela 9. Valores dos parametros para cada tratamento. ............cccccevevveveeiieseereseene. 86
Tabela 10.Comparacéo dos modelos testando as hipdteses quantitivas com o numero de
reads da presa presentes no conteido gastrointestinal de Hi. convergens.............. 87
Tabela 11. Pardmetros estimados para 0 Modelo 2. ... 88
Tabela 12. Ndmero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no
2 [T g1t o N S SS 92
Tabela 13. Numero de reads detectadas para os predadores, presas e falsos-positivos no
BIOBNSAIO D. ...ttt reeae s 102
Tabela 14. Numero médio das reads de presas por biblioteca com insertos de 350 pb e
T ] OSSR 107



Tabela 15. Codigos de acesso aos dados de

sequenciamento

das bibliotecas do

BIiOENSAI0 A NO GENBANK. ... e eeseeeseeeseenneenenneennnnnnnees 156

Tabela 16. Codigos de acesso aos dados de

sequenciamento

das bibliotecas do

BioenSaio B NO GENBANK. ......eeeeeeeeeeeeeee e eeeeneenenee 157

Tabela 17. Codigos de acesso aos dados de

sequenciamento

das bibliotecas do

BioeNSaIi0 C NO GENBANK. .....eeeeeeeeeeeeee e eeeeeeneeeeeneeenenen 157

Tabela 18. Codigos de acesso aos dados de

sequenciamento

das bibliotecas do

BIi0ENSAI0 D NO GENBANK. ... eeeeseeeeeeeeeeeneenenneennennnnens 158

Tabela 19. Codigos de acesso aos dados de

sequenciamento

das bibliotecas do

BioenSaio D NO GENBANK. ...« .. e ennees 158

Abreviacoes

Ad — adulto
AIC. — Critério de Informacdo Akaike Corrigido
BOD - cdmara germinativa

CeTime — periodo de tempo de Harmonia axyridis

COX1 - Citocromo c oxidades
CQ — Controle de qualidade (Quality Control)
d — taxa de decaimento

DGGE — Gel de Poliacrilamnada Gradiente Desnaturante

Dmax — periodo de detectabilidade

ELISA — Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
F — razdo Fisher das médias quadraticas

IC — intervalo de confianca

L —larva

QM — quadrado médio

NGS — Next Generation Sequencing

OTU - Operational Taxonomic Unit

pb — pares de bases

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

ptn — genes codificadores de proteina

gPCR - PCR quantitativo

reads — leituras de sequenciamento

TO — tempo zero ou imediatamente pds-predacéo
T3 — 3 horas p6s-predacéo

Tso — meia vida detecgéo

T6 — 6 horas pos-predacéo

UR — umidade relativa



Resumo

A identificagdo de presas consumidas por predadores constitui-se em importante area da
Ecologia por possibilitar o estudo das intera¢des intra e interespecificas em um ecossistema.
Esse conhecimento ajuda a avaliar seu funcionamento e como as interacdes mudam em
resposta ao ambiente. Para muitos estudos de predacéo o ideal é determinar a biodiversidade
de presas consumidas por um dado predador a campo, o que ainda ndo tem sido
satisfatoriamente alcancado pelos métodos em voga de deteccdo de presas devido a
limitacdes diversas. Muitos deles nao conferem resolucdo taxondmica desejavel, ou séo
dependentes do conhecimento prévio das espécies predadas para ser possivel detecta-las
através do uso de marcadores especificos, ou se baseiam no uso de PCR, o que é limitado a
eficiéncia dos primers utilizados. Este trabalho visou avaliar a meia-vida de detecgdo, a
sensibilidade (nmero minimo de presa detectavel), a especificidade (resolucdo taxonémica) e
a variabilidade do método de sequenciamento de alto desempenho do DNA do conteudo
gastrointestinal de predadores para identificacdo de presas consumidas, 0 qual teoricamente
tem potencial para detectar a biodiversidade de presas consumidas. Nesse método, ndo ha
etapa intermediaria de amplificagdo de regibes barcodes das presas. As presas sao
prontamente identificadas através da deteccdo de fragmentos de seus DNA mitocondriais
sequenciados, gracas ao uso de banco de referéncia de DNA mitocondrial de vérias espécies,
incluindo aquelas com potencial de serem presas do predador em estudo. Adicionalmente,
avaliou-se a relacdo de dependéncia da deteccdo da presa em funcdo: das espécies de presa-
predador em interacdo; da fase do ciclo de vida do predador; do seu modo de alimentacdo; do
namero de presas predadas; da predacdo ser priméria ou secundéria; da temperatura de
digestdo; do numero de unidades experimentais (individuo-predador) utilizado por biblioteca de
DNA; do tamanho do inserto (550 e 350 pb) utilizado nas bibliotecas. Quatro bioensaios de
alimentacd@o foram realizados utilizando como presas as espécies Myzus persicae, Bemisia
tabaci, Spodoptera frugiperda, importantes pragas agricolas, e como predadores Cycloneda
sanguinea, Harmonia axyridis, Hippodamia convergens, Chrysoperla externa, importantes
inimigos naturais de pragas agricolas. Apo6s controle de qualidade dos dados de
sequenciamento e de andlises de bioinformatica (pipelines customizados) constatou-se que:
houve deteccdo da ingestdo de uma unidade experimental da presa pelo menos imediatamente
apos predacdo; houve detecgdo das presas com alta resolugdo taxondmica (nivel de espécie),
porém houve também deteccdo de falsos-positivos na maioria das bibliotecas e de falso-
negativo nas bibliotecas de B. tabaci; o tempo pos-predacado, as espécies de presa-predador
em interacdo e a forma de alimentacdo do predador afetaram a deteccao da presa; o periodo
de detectabilidade variou em funcdo das espécies de presa-predador em interacao; houve
deteccdo de predagdo secundaria. Por outro lado, a temperatura de digestdo da presa e o
namero de presas consumidas ndo afetaram a detec¢éo da presa, no entanto quanto maior o
namero de presas consumidas maior foi o periodo de detectabilidade. Portanto, esse método é
adequado para identificar a biodiversidade de predadores amostrados a campo, no entanto,
devido a possibilidade de detec¢éo de falsos positivos, recomenda-se confirmar o consumo de
cada espécie detectada através de método complementar espécie-especifico. Adicionalmente,
recomenda-se também sempre usar controle negativo (predador sem alimentacdo) para
verificag@o de potenciais falsos positivos.

Palavras-chave: controle biolégico; inimigo natural; inseto predador; interacdes troficas;
metagendmica; mitogenoma; pragas da agricultura; teia alimentar.
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Characterization of factors that affect prey detection through massively parallel DNA
sequencing of predator gut contents

ABSTRACT

Identification of prey species is an important area of ecology because it enables the study of
intra- and inter- specific interactions in an ecosystem. This knowledge supports the evaluation
of ecosystem functioning and how species interactions change in response to the environment.
For many field predation studies an ideal situation would be to determine the biodiversity of prey
consumed by a given predator, which has not yet been satisfactorily achieved by prevailing
methods of prey detection due to diverse limitations. Many of the prevailing methods do not
confer desirable taxonomic resolution; or they are dependent on prior knowledge of the prey
species to be able to detect them with specific markers; or they are based on PCR, which is
limited by primer efficiency. This work aimed to evaluate the detectability half-life, sensitivity
(minimum number of detectable prey), specificity (taxonomic resolution) and variability of prey
detection (number of reads) using massively parallel DNA sequencing of the predator gut
contents. This theoretically has the potential to detect the biodiversity of prey consumed. In this
method, there is no intermediate stage of amplification of prey DNA barcodes by PCR. Prey are
readily identified by detection of fragments of their mitochondrial DNA sequences, which are
matched to a reference mitochondrial DNA database of species, including those likely to be
preyed upon by the predator(s) under investigation. In addition, this study evaluated the
dependence of prey detection as a function of: prey-predator species in interaction; predator
stage; feeding mode; number of prey; primary or secondary predation; environmental
temperature of prey digestion; number of experimental units (individual-predator) used per DNA
library; insert size (350 and 550 bp) used in the libraries. Four feeding bioassays were
performed using as prey species: Myzus persicae, Bemisia tabaci, and Spodoptera frugiperda,
which are all important pests, and as predators: Cycloneda sanguinea, Harmonia axyridis,
Hippodamia convergens, and Chrysoperla externa, which are important natural enemies of
pests. After quality control of the sequencing data and bioinformatic analyses (using customized
pipelines), the following were found: one prey individual can be detected, at least immediately
after predation; false positives were detected in the majority of the libraries and B. tabaci was
not detected in any of the libraries of the predator that fed on it (the sole false-negative case);
elapsed time after consumption, prey-predator species in interaction and predator feeding mode
affected prey detection; detectability period varied according to the prey-predator species in
interaction; secondary predation was detected, although there was no discrimination of primary
versus secondary predation without prior knowledge of the history of the predation events. On
the other hand, temperature of prey digestion and number of prey consumed did not affect prey
detection, although higher was the number of prey consumed, the longer was the detectability
period. Therefore, this method is suitable to identify biodiversity of prey consumed by field-
sampled predators. However, due to the possibility of detection of false positives, it is
recommended to validate prey consumption using a complementary species-specific detection
method (e.g., PCR). In addition, it is also recommended to include a library for negative control
(predator in starvation) to check for the potential of false positives.

Keywords: agricultural pests; biological control; food web; insect predator; metagenomic;
mitogenome; natural enemy; trophic interactions.

Vii



1. INTRODUCAO

A identificacdo de presas consumidas por predadores constitui-se em importante
area da Ecologia por possibilitar o estudo das interagdes entre individuos da mesma
espécie e de diferentes espécies em um ecossistema. Esse conhecimento ajuda a avaliar
o funcionamento de um ecossistema e como as interagdes intra e interespecificas
mudam em resposta a alteragdes ambientais (Ings et al., 2009).

Em se tratando de insetos predadores generalistas, a identificagdo das presas
consumidas constitui-se em conhecimento fundamental para garantir o adequado
manejo das espécies a fim de incrementar o controle biolégico natural das pragas
agricolas na lavoura. Entretanto, a identificacdo das presas constitui-se em tarefa
dificilmente viavel pela observacédo direta do forrageamento e predagdo no campo. 1sso
ocorre em virtude de seu pequeno porte, habitos cripticos, predacdo imprevisivel e, com
excecdo de predadores sugadores, parasitoides e parasitas, ndo deixarem “cadaveres” de
suas presas (Harper et al., 2005). Adicionalmente, a identificacdo taxondmica a partir de
partes do corpo das presas em digestdo € extremamente trabalhosa e imprecisa
(Sunderland et al., 1987; Holopainen; Helenius, 1992; Triltsch, 1999; Harwood,;
Obryck, 2005).

Devido a essas dificuldades, frequentemente a inferéncia sobre o potencial de
predacdo (ou mesmo de controle biolégico) é indireta, pautada na mera co-ocorréncia
em campo das espécies (presas/pragas e predadores) em determinada area (Root 1973;
Harmon e Andow, 2007) e de suas flutuagdes populacionais (Walde e Murdoch, 1988;
Brook e Bradshaw, 2006) e, por isso, inacurada. Para as situagdes no campo, ndo raras
vezes ndo se conhece as especies de fato predadas e a frequéncia de predacdo das
mesmas.

Nos altimos 50 anos diversos métodos moleculares (por exemplo: ELISA, PCR,

isoenzimas) tém sido aplicados para a identificacdo mais precisa de componentes da
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dieta de herbivoros e predadores, tanto no conteldo gastrointestinal quanto nas fezes
(Pendleton e Grundman, 1954; Murray e Solomon, 1978; Scrimgeour et al., 1995;
Jarman et al., 2004; Harwood e Obryck, 2005; Pompanon et al., 2012). Desde 2005,
com o advento do desenvolvimento das plataformas de sequenciamento de DNA de alta
performance (ou Next Generation Sequencing — NGS), os métodos de metabarcoding e
de sequenciamento shotgun de DNA também passaram a ser aplicados aos estudos de
identificacdo de presas. Todos esses métodos apresentam vantagens e desvantagens,
desde questBes relacionadas a sensibilidade (habilidade de evitar falsos-negativos),
especificidade (habilidade de evitar falsos-positivos), resolugdo taxondmica na
identificacdo das presas, custo, praticidade e grau de complexidade da mé&o de obra
necessaria, que serdo discutidos mais a frente no Topico 2.2.

Para o estudo da biodiversidade de presas consumidas por insetos predadores o
mais importante é utilizar um método de deteccdo que possibilite a identificacdo do
maior nimero de espécies predadas (incluindo as consumidas em menor abundancia),
com alta resolucdo taxondmica (se possivel, a nivel de espécie), sem falsos positivos
(deteccOes de taxa ndo predados) e negativos (taxa predados mas ndo detectados)
(Taberlet et al., 2012; Deagle et al., 2014). Paula et al. (2015, 2016) desenvolveram um
método de deteccdo que usa o sequenciamento de DNA de alta performance presente no
contetido gastrointestinal dos predadores, sem haver prévia amplificacdo de fragmentos
do DNA das potenciais presas. Devido a isso, esse método tem potencial para identificar
a biodiversidade de presas consumidas, incluindo presas intra e secundaria. Os
fragmentos de DNA das presas sequenciados (denominados reads) sdo contrastados
com um banco de dados (também denominado banco de referéncia) que contém o DNA
mitocondrial (ou mMtDNA ou mitogenomas) de varias especies de potenciais presas,

possibilitando a identificacdo das espécies em processo de digestdo no gastrointestino



dos predadores. Porém, esse método ainda ndo foi caracterizado em termos de
sensibilidade, especificidade e quanto ao poder de resolucdo taxonémica, por exemplo,
ainda a ndo se sabe: Todas as espécies de presas consumidas sao de fato detectadas (ha
falsos-negativos)? Espécies ndo consumidas séo detectadas (falsos-positivos)? O tempo
de deteccdo da presa pds-predacdo pelo predador varia em fungdo da espécie da presa e
do predador? A deteccdo de uma mesma espécie de presa varia de acordo com a espécie
do predador? Da fase (imatura ou adulta) do ciclo de vida do predador? Do modo de
alimentacdo do predador (mastigador x sugador)? E possivel detectar predacéo
secundaria por esse novo método e por quanto tempo pos-predacdo primaéria e
secundaria? Quanto maior for o nimero de presa (massa) consumida (de uma mesma
espécie) maior sera o tempo de deteccdo? A temperatura em que o predador faz a
digestdo da presa pode afetar (encurtar ou prolongar) o tempo de deteccdo da presa? O
tamanho do inserto (pb) escolhido para a construgdo das bibliotecas de DNA pode
influenciar na deteccdo da presa (nimero de reads e duracdo da deteccdo)? Qual a
variabilidade na deteccdo das presas para bibliotecas de DNA diferentes?

Tendo em vista a importancia do conhecimento da diversidade de presas
consumidas por insetos predadores para 0 avango de seu uso como agentes de controle
bioldgico natural de pragas agricolas, essa tese de doutorado determinou a sensibilidade,
a especificidade e o poder de resolucéo taxonémica da deteccdo de presas por meio do
método de sequenciamento de alto desempenho do DNA presente no contetdo
gastrointestinal de predadores. Como predadores foram utilizadas as joaninhas
(Coleoptera: Coccinellidae) Cycloneda sanguinea, Hippodamia convergens, Harmonia
axyridis e o crisopideo Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) devido a sua
abundéncia nos agroecossistemas nacionais (Carvalho e Souza, 2002; Togni, 2014).

Como presas foram utilizados o pulgao-verde Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae),



a mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) e a lagarta-do-cartucho do
milho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Além de serem predadas por
joaninhas e crisopideo, essas presas foram selecionadas por serem pragas de impacto
significativo em culturas de grande valor econémico no agronegocio nacional, como

hortalicas, algodao e milho (Cruz e Monteiro, 2004).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia dos insetos predadores e da identificacdo de suas presas

Os inimigos naturais sdo responsaveis pela regulagdo populacional de espécies
pertencentes a um mesmo nivel trofico ou de niveis troficos diferentes, influenciando
diretamente na estrutura da populacdo, com consequentes mudangas na comunidade
(Alhmedi et al., 2010). Os predadores sdo considerados, entre 0s inimigos naturais, a
primeira linha de defesa contra insetos fitéfagos, muitos deles pragas da agricultura
(Oliveira, 2006). S&o importantes agentes do servigo ecossistémico de controle de
pragas. A utilizacdo de insetos predadores para controle natural de pragas possui como
vantagens o0 baixo impacto ambiental, ndo ser danoso a satde dos trabalhadores rurais e
seus efeitos se tornarem de longo prazo quando se conserva a comunidade de
predadores na lavoura (Junior, 2011). Losey e Vaughan (2006) citam em seu estudo que
os predadores locais sdo responsaveis por aproximadamente 33% do controle anual de
pragas, cujos gastos anuais para controle das mesmas séo estimados nos Estados Unidos
em aproximadamente US$4,5 bilhdes de ddlares.

A mera presenca de insetos predadores na lavoura ndo necessariamente garante o
controle natural de pragas. Um dos motivos é que como sdo generalistas, os predadores
podem se alimentar de espécies de presas ndo-pragas. Para estimar o grau de controle
natural de uma espécie ou de uma comunidade de predadores é necessario determinar,
portanto, as presas consumidas, ja que a deducdo baseada na mera coocorréncia das
especies (Root, 1973) e de suas flutuacdes populacionais € indireta e, por isso, inacurada
(Walde e Murdoch, 1988; Brook; Bradshaw, 2006).

A identificacdo das espécies predadas pelos insetos predadores possibilita o
conhecimento das relacGes interespecificas e de sua dinamica. Esse conhecimento serve,

portanto, de orientacdo para 0 manejo e conservacdo das espécies que podem



incrementar o controle natural de pragas em um dado agroecossistema (Winemiller e
Jepsen, 1998; Elliott et al., 2007). Adicionalmente, auxilia na determinagédo da taxa de
predacdo dos insetos predadores sobre as pragas-alvo e do controle biolégico natural
exercido por diferentes espécies da comunidade de predadores. Com esses dados, passa-
se a conhecer qual predador seria mais efetivo para o servi¢o ecossistémico de controle
de pragas em certos agroecossistemas em estratégias de controle bioldgico conservativo
(Andow comunicagéo pessoal).

Os agroecossistemas brasileiros possuem grande diversidade de predadores.
Dentre 0s mais comuns estdo diferentes espécies joaninhas (Coleoptera: Coccinellidae),
besouros de solo (Coleoptera: Carabidae), crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae),
tesourinhas (Dermaptera), sirfideos (Diptera), formigas, aranhas e vespas (Carvalho e
Souza, 2002). Seréo apresentados com mais detalhes nessa revisdo, os predadores e as

presas que foram utilizados nessa tese de doutorado.

2.2 Predadores e presas

a) Predadores
Joaninha Cycloneda sanguinea

E conhecida como joaninha vermelha (sem pintas pretas) e pertence a ordem
Coleoptera e familia Coccinellidae. S&o facilmente encontradas em &reas temperadas da
America Central e do Sul (Vandenger e Gordon, 1988), podendo ser encontradas em
plantas dos géneros Zea, Brassica, Citrus, Bidens, Sonchus, dentre outras (Sicsu, 2013)
e, em plantas arbustivas como o margariddo (Tithonia diversifolia) (observagédo
pessoal).

Tanto o adulto (Figura 1A) quanto a larva (Figura 1B) sdo predadores afidofagos,

ou seja, as presas preferenciais sao pulgdes, no entanto, também se alimentam de ovos e



primeiros instares de varias outras espécies (p.ex. mosca-branca, acaros, cochonilha,
ovos de lepidoptero, dentre outros), além de polen e néctar (Silva et al., 2013; Sujii e
Andow, comunicacdo pessoal). Joaninhas dessa espécie praticam canibalismo e
predacdo de outros predadores (p.ex. joaninhas), dependendo da densidade populacional
e da disponibilidade de presa (Michaud, 2002). A larva se alimenta ingerindo o liquido

do corpo de suas presas e 0 adulto devora a presa por inteiro (Santos e Pinto, 1981).

Figura 1. Cycloneda sanguinea. A - Adulto (Foto de: Ron Hemberger); B - Larva. (Foto de: Sammy
Ekker).

O ciclo de vida constitui em quatro instares na fase larval, pupa e adulto. A
duracdo média, em dias, de cada estagio varia de acordo com o tipo de alimentacdo. De
acordo com Figueira et al. (2003), quando C. sanguinea se alimenta do pulgdo
Schyzaphis graminum, cada estagio larval dura em média dois dias, a pré-pupa um dia e
a pupa quatro dias. A fase adulta pode apresentar variacdo no tempo de duracdo, onde
adultos alimentados com pulgdo-do-pinus Cinara atlantica apresentou duracdo de 125
dias (Oliveira et al., 2004) e adultos que foram alimentados com Sc. graminum. Santa—
Cecilia et al. (2001) relatam que quando alimentados por Sc. graminum que o periodo
de duracdo de desenvolvimento de larva a adultos variou de 15,2 dias para machos e

15,5 dias para fémeas.



Joaninha Hippodamia convergens

Essa joaninha também pertence & ordem Coleoptera e familia Coccinellidae e é
um predador facilmente encontrado nas Américas do Norte e do Sul (Flint e Dreistadt,
2005). No Brasil, € comumente encontrada em hortalicas, notadamente em couve
(Embrapa Milho e Sorgo, 2009), em plantas das familias Asteraceae, Apiaceae,
Brassicaceae, dentre outras (Sicsu, 2013).

Os adultos (Figura 2A) e as larvas (Figura 2B) séo predadores afidofagos, mas
também se alimentam de ovos de outras espécies de insetos, dos primeiros instares de

varias outras espécies, de pdlen e de néctar (Silva et al., 2013).

pri S ey

Figura 2. Hippodamia convergens. A - Adulto; B - Larva (Fotos de: Luis F. Aristizabal).

Kato et al. (1999) estudaram o desenvolvimento e a viabilidade da Hi. convergens
quando alimentada com trés diferentes dietas (ovos de Anagasta kuehniella [+ 2 mg/dia]
e os pulgbes Sc. graminum e Brachycaudus schwartzi [+ 180 pulgdes/dia]). Foi
observada que a duracdo dos trés primeiros instares pode variar entre dois e trés dias, 0
quarto instar apresentou duracdo superior a quatro dias, pré-pupa um dia e pupa quatro
dias. Quando comparado o periodo de duracdo do periodo larval a adulto, observaram
que houve variacdo de 19 + 1,4 dias quando alimentados por ovos de A. kuehniella,
17+1,4 dias quando alimentando com S. graminum e, 17,9+0,7 dias quando alimentados

com B. schwartzi.



Joaninha Harmonia axyridis

Também pertence & ordem Coleoptera, familia Coccinellidae (Figura 3) e é
originaria da Asia. Essa espécie tem sido introduzida em diversos paises como agente
de controle de pulgdes e foi introduzida acidentalmente no Brasil no inicio dos anos
2000 (Almeida e Silva 2002) vinda da Argentina, onde foi intencionalmente introduzida
para controle de pulgdes (Saini, 2004). O primeiro registro de sua ocorréncia no Brasil
foi no Estado do Parand em 2002 se alimentando de pulgbes presentes em estremosa,
Lagerstroemia indica Linnaeus (Lythraceae) e em Pinus sp. Em estudo realizado em
agroecossistemas no Distrito Federal, Sicsu (2013) relata ter observado a presenca de H.

axyridis em plantas dos géneros: Zea, Ageratum, Brassica, Citrus e Tithonia.

Figura 3. Harmonia axyridis. A - Adultos em acasalamento; B - Larva, apresentando as cores

caracteristicas (Fotos de: Sam Bal).

Santos et al. (2009) relatam que a longevidade de fémeas e machos alimentados
com ovos de A. kuehniella foi de 74,1+3,33 e 67,3+6.01 dias respectivamente e, quando
alimentados com adultos de Sc. graminum, apresentaram longevidade de 76,24 e
70,3+7,59 dias respectivamente, porém ndo observam diferenca significativa entre a
longevidade e as diferentes fontes alimentares.

Crisopideo Chrysoperla externa

Pertencem a ordem Neuroptera, familia Chrysopidae. Insetos dessa familia sdo

conhecidos vulgarmente como bicho lixeiro. Possuem distribuigdo cosmopolita e séo

facilmente encontrados em habitats naturais e em agroecossistemas, como diversos tipos
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de pomares e lavouras tais como tomate, algodao, trigo, couve, sorgo, dentre outras
(Adams, 1987).

E polinivero na fase adulta (Figura 4A) e predador generalista na fase larval
(Figura 4B), sendo um dos mais importantes predadores de pragas (Miller et al., 2004;
Sattar et al., 2011), tais como ovos e primeiros instares de lepidopteros, acaros
(Tetranychidae e Eriophyidae), hemipteros (cochonilhas: Coccidae, Monophlebidae,
Pseudococcidae, Eriococcidae e Diaspididae), pulgdes, moscas-brancas, psilideos
(Psyllidae), dentre outros (Saminathan et al., 1999; Albuquerque, 2009; Silva et al.,

2013).

# g
adora) (Fotos de: Harvey Schmidt).

-

Figura 4. Chrysoperla externa. A - Adulto; B - Larva (fase pred

O ciclo de vida € dividido em quatro instares larvais, pupa e adulto. Estudos
indicam que a duracdo, em dias, de cada fase depende da presa, variando de trés a sete
dias no 1° instar; trés a cinco dias no 2° trés a seis dias no 3% 11 dias + 0,4 na fase de
pupa; e 60 dias quando adultos (Ru et al., 1975; Aun, 1986; Ribeiro et al., 1988; Neto et

al., 2008).

b) Presas
Pulgdo Myzus persicae
O pulgdo Myzus persicae (pulgdo-verde) (Figura 5) pertence a ordem Hemiptera e

familia Aphididae. Os pulgdes sdo insetos sugadores que se alimentam exclusivamente
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do floema das plantas hospedeiras e, devido a isso, podem afetar o crescimento e 0
desenvolvimento vegetal, além de transmitir diversos virus (Godfrey et al., 2000; Leite
et al., 2008). E considerado praga de diversas hortalicas no mundo todo, dentre elas de
abobora, berinjela, pimenta, jilo, tomate, couve (Pinto et al., 2008; Silva et al., 2006;
Lopes et al., 2007; Pereira et al., 2012). No Brasil sdo responsdveis por grandes

prejuizos em culturas de sistemas protegidos e em campo (Bueno, 1999).

8 4 :.‘X"
Figura 5. Pulgao Myzué QErsicae. Adulto aptero (Foto de: E. B. Radcliffe).

O ciclo de vida pode ser divido em quatro instares e em adulto e, de acordo com
Cividanes e Souza (2003), a duracdo de cada fase esta diretamente relacionada a
temperatura e a planta hospedeira utilizada. Esses pesquisadores relataram que em
couve (Brassica oleracea var. acephala) a 25 °C, M. persicae apresentou em média 3,4
+ 0,4 dias no 1° instar, 1,3 + 0,33 dia no 2° instar, 1,1 + 0,32 dia no 3° instar, 1,7 + 0,36
dia no 4° instar e 18,7 + 1,84 dias como adulto. Em condicGes climaticas tropicais, a
reproducdo acontece exclusivamente por partenogénese (Miranda e Suassuana, 2004) e,
devido ao curto ciclo de vida e a alta capacidade reprodutiva, podem atingir altas
densidades populacionais no campo (Costello e Altieri, 1995).

Os inimigos naturais de pulgdes incluem predadores, tais como coccinelideos
afidoéfagos (Coleoptera) (C. sanguinea, Hi. convergens, H. axyridis, dentre outras

joaninhas), crisopideos na fase larval (Chrysoperla carnea e Ch. externa), aranhas
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(Araneae), e parasitdides da ordem Hymenoptera (Braconidae, Aphelinidae,

Aphidiidae) (Steenis, 1993; Pervez e Omkar, 2006; Soares et al., 2007).

Mosca-branca Bemisia tabaci

Comumente conhecidos como mosca-branca pertencentes a ordem Hemiptera e
familia Aleyrodidae, que também se alimentam por suc¢do do floema das plantas
hospedeiras. Devido ao dano de herbivoria e por atuarem como vetores na transmissao
de virus (Wisler et al., 1998), é considerada praga de grande importancia em diversas
culturas, tais como hortaligas (abdbora, abobrinha, alface, couve-flor, repolho, tomate),
leguminosas e algodoeiro (Pinto et al., 2008; Pereira et al., 2012; Carvalho et al., 2013).
Possui ampla distribuicdo geografica no Brasil (a excecdo da regido Amazonica) e em
diversos paises de clima temperado, subtropicais e tropicais como a Australia, Japdo e
Canadé, (Haji et al., 2005; Pinto et al., 2008; Poletti e Alves, 2011), assim como na
América do Norte, Africa, América Central, América do Sul e Asia (CABI, 2017).

O ciclo de vida total de ovo ao final da fase adulta (Figura 6A) dura
aproximadamente 25 dias, passando pela fase de ovo, fase larval com trés instares
(Figura 6B), pupa e adulto. De acordo com Salas e Mendonca (1995), possuem duracao
de quatro dias para o 1° instar; 2,7 para 0 2° instar; 2,5 para o 3° instar; 5,8 para pupa e

19 para adultos.

Figura 6. Mosca-branca Bemisia tabaci. A - Adulto (Fonte: revistaplantar.com.br/Amosca-branca-
ataca-e-prejudica-as-lavouras-de-feijao-de-jatai-go); B - Fase larval (Fonte: Acervo Embrapa
Hortalicas:
sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Tomate/Tomatelndustrial_2ed/Image86.jpg).
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A maioria dos inimigos naturais se alimentam de ninfas e dentre eles estdo:
Encarsia formosa e Encaria lutea (Hymenoptera: Aphelinidae), Cycloneda sp.
(Coleoptera, Coccinellidae), Orius sp. (Hemiptera: Anthocoridade), Chrysoperla sp.
(Neuroptera, Chrysopidae), dentre outros (Haji et al., 2005; Silva et al., 2006; CABI,

2017).

Lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda

Sdo conhecidas como lagarta-do-cartucho do milho e pertencem a ordem
Lepidoptera, familia Noctuidae. A fase imatura € considerada praga de grande
importancia de culturas como milho, acelga, berinjela, couve, alface, feijao, quiabeiro
(Silva et al., 1968; Sarmento et al., 2002), dentre outras. Apresentam ampla distribuicao
no Brasil, Africa, América do Norte, América do Sul, América Central e Europa (CABI,
2017). Na fase larval sdo mastigadores sendo que, na fase inicial as larvas apenas
raspam a superficie das folhas, deixando apenas uma membrana translicida, quando
maiores passam a mastigar todo o tecido das folhas (Moreira e Aragdo, 2009).

Possui o ciclo de vida divido em ovo (Figura 7A), sete ou oito instares larvais
(Figura 7B), pupa e adulto. A duracdo média da fase de ovo é de trés dias, 19 dias na
fase larval (onde o primeiro e os Ultimos instares apresentaram duracdo de trés dias e 0s
demais, dois dias), dois dias na fase de pré-pupa, 11 dias na fase de pupa e 11 dias na

fase adulta, quando alimentadas com folhas de mandioca (Lopes et al., 2008).

Figura 7. Spodoptera frugiperda. A - Ovos (Fonte: http://bayercontralagartas.com.br/portal/pragas); B -
Lagarta. (Foto de: Marcelo Madalosso). Estas fases séo as que sdo predadas por joaninhas e crisopideo.
Os adultos de S. frugiperda possuem outros inimigos naturais.
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Os inimigos naturais incluem: Sceliphronss figulan (Hymenoptera: Sphecidae);
Dorus luteipes (Dermaptera: Forficulidae); Achaetoneura archppivora, Archytas
incertus, Archytas marmoratus e Archytas piliventris (Diptera: Tachinidae); Calosoma
alternans granulatum e Calosoma angulata (Coleoptera: Carabidae); Coleomegilla
maculata e C. sanguinea (Coleoptera: Coccinelidae), dentre outros (Valicente, 1989;

Cruz, 1995; Sarmento et al., 2002; Nava et al., 2009).

2.3 Deteccgdo de presas por meio de métodos moleculares

Os estudos de predacdo e das interacOes troficas iniciou-se pela observacao direta
no campo, tornando-se impraticavel para predadores invertebrados pequenos, de habitos
cripticos (ou subterraneos), noturnos ou que possuem a combinacdo desses fatores
(Greenstone et al., 2013). Posteriormente tais estudos passaram a ser realizados post-
mortem pela coleta dos predadores e tentativa de identificagdo taxonémica das presas
em seus contetdos gastrointestinais, utilizando-se lupas estereoscopicas e habilidades
taxondmicas (Ingerson-Mahar, 2002). No entanto, a correta identificacdo das espécies a
partir de seus restos mortais consistia em tarefa pouco factivel, haja vista que a maioria
dos predadores terrestres sao sugadores dos fluidos das presas (Harwood e Obryck,
2005).

Nos ultimos 50 anos passaram-se a utilizar técnicas moleculares para deteccéo das
presas consumidas por insetos predadores, inicialmente por meio: da comparacdo do
perfil eletroforético de isoenzimas (Walrant e Loreau, 1995); do ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay-ELISA)
(Naranjo e Hagler, 2001; Symondson, 2002; Harwood e Obrycki, 2005; Sheppard e
Hardwood, 2005), da eletroforese do DNA em gradiente de gel desnaturante (DGGE)

(Harper et al., 2006). Posteriormente, passou-se a utilizar a técnica de reacdo em cadeia
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pela polimerase - PCR (Harper et al., 2005; King et al., 2008; King et al., 2010a,b),
radioisétopos (Harwood e Obrycki, 2005) e is6topos estaveis (Harwood e Obrycki,
2005; Coelho, 2008). Mais recentemente passaram a ser aplicadas as técnicas de PCR
quantitativo (qPCR) (Zhang et al., 2007; Durbin et al., 2008, Schmidt et al., 2009;
Weber; Lundgren, 2009) e de metabarcoding (Deagle et al., 2009; Pegard et al., 2009;
Soininen et al., 2009; Valentini et al., 2009; Deagle et al., 2010; Bohmann et al., 2011;
Kowalczyk et al., 2011; Murray et al., 2011; Rayé et al., 2011). O uso do
sequenciamento de alto desempenho de DNA do conteddo gastrointestinal dos
predadores para a identificacdo de presas foi desenvolvida por Paula et al. (2015, 2016).
Todas essas técnicas serdo apresentadas nos topicos que se seguem.

Apesar de todo o avanco ja alcancado na aplicacdo de ferramentas moleculares
para a identificagdo de presas, existem ainda limitacbes importantes para garantir
inferéncias ecoldgicas robustas quanto as taxas de predagdo e a forca das interacfes
tréficas. Como exemplos pode-se citar a impossibilidade de determinar o nimero de
presas consumidas por unidade de tempo, do tamanho (massa) corporal da presa
consumida, do estagio de desenvolvimento da presa (fase imatura ou adulta) e do tempo
de predacdo (Sopp et al., 1992). Adicionalmente, ndo é ainda possivel detectar se a
predacdo foi sobre individuos da mesma espécie (ocorréncia de canibalismo), se a
deteccdo da presa é fruto de uma predacdo secundaria ou de presa morta (scavenging)
(Harwood et al., 2001; Calder et al., 2005; Juen e Traugott, 2005; Sheppard et al.,
2005). Um melhor entendimento quanto ao canibalismo, predacdo secundaria e
scavenging € importante, pois tém implicacdes ecologicas diversas relevantes.

Nos topicos a seguir, uma breve descricdo de algumas metodologias que ja foram

utilizadas ou ainda séo utilizadas na identificagdo da presa.
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a) Perfil eletroforético de isoenzimas

Isoenzimas sdo enzimas que possuem a mesma funcdo metabolica, mas diferem
entre si por alguma propriedade, por exemplo, a massa molecular ou o ponto isoelétrico
(Hoffmann e Barroso, 2006). No estudo do perfil de isoenzimas, faz-se a separagéo de
isoenzimas a partir de um campo elétrico (eletroforese) e de um meio de suporte que
consiste em gel de poliacrilamida (Hoffmann e Barroso, 2006). Apds a eletroforese, o
gel é submerso em substratos especificos que reagem com as isoenzimas formando
bandas coloridas, indicando a presenca de isoenzima especifica. De acordo com
Symondson (2002), é uma metodologia muito utilizada na detec¢do da atividade de
enzimas e foi utilizada em analises de homogenatos de predadores ou apenas do trato
digestivo para identificacdo de presas. Alguns autores relataram o uso da técnica na
analise/identificacdo da presa no contetdo gastrointestinal de aranhas e de predadores
de &caros (Dicke e Jong, 1988; Solomon et al., 1996; Ghafoor et al., 2011). Apesar de
ser uma técnica facil e barata, apresenta limitacbes como a baixa especificidade
taxonémica e sensibilidade na identificacdo das presas (Ferreira e Grattapaglia, 1995;

Traugott et al., 2013).

b) Eletroforese do DNA em gradiente de gel desnaturante (DGGE)

A técnica consiste na extracdo de DNA total de varias amostras, seguida da reacéo
de PCR utilizando universal (iniciadores) das regides-alvo escolhidas pelo pesquisador.
O produto da reacdo de PCR de cada amostra, por sua vez, é aplicado em gel de
poliacrilamida gradiente desnaturante (DGGE) para a separacdo simultanea dos
amplicons de acordo com as sequéncias de pares de bases (definidos pela proporgéo
G:C e A:T) e, ndo de acordo com o tamanho dos fragmentos gerados (Muyser e Smalla,

1998; Aboim et al., 2004; Sheppard e Harwood, 2005).
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Sheppard e Harwood (2005) relataram a dificuldade em se analisar o contetido
gastrointestinal de predadores generalistas utilizando iniciadores universais, indicando
para esses casos a eletroforese do DNA em gradiente de gel desnaturante. Ainda, de
acordo com os autores, a técnica é capaz de separar espécies onde o0s iniciadores
universais ndao conseguem ou na identificacdo de presas até a espécie. Tollit et al.
(2009) utilizaram a técnica para identificar dezenas de espécies de presas contidas em
amostras fecais de aves rapinas e relataram que esta técnica é adequada para a
andlise/identificacdo de presas contidas em amostras fecais ou conteido gastrointestinal
de predadores.

A técnica é raramente utilizada para a identificacdo de presas atualmente. Deagle
et al. (2005) relataram problema na amplificacdo de algumas sequéncias de DNA,
sugerindo que tais problemas estariam relacionados a heteroplasmia (mistura de mais de
um tipo de genoma mitocondrial), a amplificacdo de diversos individuos geneticamente
diferentes ou ainda as mutacBGes resultantes da amplificacdo por PCR de DNA
degradado. Os fragmentos de DNA podem ser agrupados em “Unidades Taxondmicas
Operacionais” (do inglés: OTUs - Operational Taxonomic Units) e populagdes
comparadas simplesmente em termos de diversidade, mas ressaltaram que a variedade
observada pode ser gerada pela existéncia de haplotipos diferentes. Tais autores citam
ainda que embora 0 DGGE tenha um potencial consideravel para a deteccdo da variacéo
do haplétipo entre uma populacdo de presas, isso pode representar um problema para a
identificacdo de espécies convencionais alem de gerar duvidas quanto a identificacdo
taxonémica, predacdo secundaria e a presenca de parasitas e parasitdides nas presas e/ou

predadores, problemas também observados nas demais técnicas utilizadas para esse fim.
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C) Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)

Essa técnica foi utilizada pela primeira vez por Brooke e Proske em 1946 em um
estudo sobre predacdo de invertebrados. A técnica se baseia na producdo de anticorpos
em cobaias como ratos, galinhas, coelhos, dentre outros, a partir de um extrato protéico
total da presa (Symondson, 2002; Sheppard e Harwood, 2005). O anticorpo é utilizado
em ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o extrato do intestino do predador. Podem ser
produzidos anticorpos mono e policlonais para (i) ELISA indireto (o mais utilizado), (ii)
ELISA direto, (iii) ELISA sanduiche (o que apresenta menor chance de reacGes
inespecificas) e ainda (iv) o ensaio de Dotblot.

Com o uso de anticorpos monoclonais foi possivel identificar e quantificar a presa
consumida por determinado predador, sendo utilizado principalmente em estudos de
avaliacdo de inimigos naturais de pragas (Symondson, 2002).

Sheppard e Harwood (2005) citaram diversos estudos envolvendo o uso de
anticorpos monoclonais, que utilizaram multiplos predadores (Hagler e Naranjo, 1994a;
1994b; 2005a, 2005b). Mesmo utilizando predadores em diferentes estagios de
desenvolvimento, os autores obtiveram resultados positivos e consequente identificagdo
das presas-alvo presente no contetdo gastrointestinal dos predadores.

Hagler e Naranjo (1994a) aplicaram pela primeira vez o estudo do contetdo
gastrointestinal de predadores (Hi. convergens e Collops vittatus - Coleoptera:
Melyridae) utilizando mdultiplos anticorpos monoclonais para avaliar a frequéncia com
que tais predadores se alimentam das presas: mosca-branca e ovos da lagarta rosada
(Pectinophora gossypiella). Hagler e Naranjo (1994b) realizaram um estudo com mais
de 9.000 predadores, representando seis diferentes géneros, com o intuito de identificar
a presenca de antigenos especificos para mosca-branca B. tabaci e ovos da lagarta

rosada P. gossypiella, utilizando anticorpo monoclonal capaz de detectar presas mesmo
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apos 24 h pos-predacdo pelo predador. Em 2005, Hagler e Naranjo utilizando anticorpo
monoclonal para antigeno de ovos de mosca-branca para avaliar o efeito de diferentes
regimes de tratamento inseticida no complexo predador atacando mosca-branca na
cultura do algodao, onde foram coletados mais de 30.000 predadores pertencentes a
nove taxa distintos, comprovaram, pela primeira vez a predacdo da mosca-branca por
aranhas.

O ELISA permite a quantificacdo do antigeno a partir de uma curva de calibracao
do antigeno purificado em concentragdes conhecidas e foi a primeira técnica molecular
a ser testada para obter parametros quantitativos sobre a(s) presa(s) predada(s) no estudo
de identificacdo de presas. E o (nico método capaz de identificar qual o estagio de
desenvolvimento das presas, utilizando anticorpos contra proteinas especificas de cada
estagio (Weber e Lundgren, 2009) ou até mesmo fémeas de Bemisia sp (Symondson et
al., 1999). Hagler e Naranjo (1994 a,b) ressaltaram que a técnica de ELISA é uma
técnica rapida, precisa, barata e sensivel, porém citam diversos problemas que podem
ocorrer em ensaios imunoldgicos, tais como reacdes falsos-positivas devido a interacdes
de terceiro nivel tr6fico, ou ainda por predacdo secundaria e por alimentacdo de
cadaveres (scavenging). Citam ainda a dificuldade em quantificar os resultados
imunolégicos, devido a fatores como temperatura, taxa de digestdo do predador, estado
metabdlico antes da ingestdo ou ainda o tamanho da presa. Todos esses problemas na
verdade ndo sdo exclusivos dessa técnica. De acordo com Sheppard e Harwood (2005),
apesar de ser um meétodo que apresenta muitas vantagens, pode se tornar um método
caro quando € necessario o desenvolvimento dos anticorpos de interesse; apresentar
resultados falsos-positivos (Sunderland et al., 1987; Harwood et al., 2001; Calder et al.,

2005); apresentar falsos-negativos e impossibilitar a avaliagdo do tempo pos-predacéo,
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pois os epitopos podem sofrer a acdo da digestdo e serem degradados (Symondson,

2002).

d) Radioisdtopos

O método faz uso de alimentos marcados com radiois6topos (p.ex. *C, *?P), os
quais sdo oferecidos para a presa e realiza-se a andlise da concentracdo desses
radioisotopos presentes no predador (Harwood e Obrycki, 2005). Em 1954, Pendleton e
Grundmann observaram o actimulo do radiois6topo 2P (injetado no tecido de plantas)
em trés espécies de coccinelideos, provavelmente devido a predacdo do pulgédo
Anuraphis sp. Reinfelder e Fisher (1994) estudaram a absor¢do de diversos
radioisotopos (metais e ndo metais) por peixes apos se alimentarem de crustaceos. Eles
relataram que os radiois6topos ndo metais (*4C, *2P, %S, ™®Se) apresentaram maior taxa
de absorc&o do que os metais (*°°Cd, °>'Co, %zn).

Apesar de apresentar bons resultados quanto ao estudo da relacdo entre presa e
predador, a deteccdo de presas por radioisotopos € pouco utilizada devido
principalmente as questdes de seguranca biolégica e a necessidade de marcar
preliminarmente os alimentos com radiois6topos. Portanto, 0 método é limitado a

estudos em laboratério.

e) Isbtopos estaveis naturais

Método que utiliza a analise de fluxo de carbono presente em um ecossistema por
meio da comparacio da razdo dos isétopos 3C/*2C encontrado no intestino do predador
e nas presas. O método baseia-se no fato de que alguns is6topos, como o C,
apresentam elevado grau de conservacdo e diferentes concentrac@es entre 0s organismos
(Moore e Semmes, 2008). Ostrom et al. (1997) utilizaram o0s isOtopos estaveis de

carbono (*3C) e nitrogénio (**N) para avaliar o fluxo de energia na teia alimentar da
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joaninha Co. maculata. Foi possivel observar a importancia de diferentes plantas
(alfafa, trigo e milho) para a base alimentar dessa joaninha nos agroecossistemas
estudados. Steffan et al. (2001) observaram que a joaninha Hi. convergens apresentou
enriquecimento de *N apds consumir o néctar de repolhos fertilizados com nitrato de
potassio enriquecido com N (KNOs-®NO3). Madeira et al. (2014) utilizaram os
isdtopos estaveis de carbono (**C) e nitrogénio (**N) para analisar a dispersdo dos
predadores Orius majusculus e Coccinella septempunctata entre o milho e a alfafa, nos
estagios vegetativo e reprodutivo do milho, utilizando o pulgédo como presa.

Esse método é mais adequado para estimar o tempo pds-predacédo das presas, pois
ndo possui resolucdo suficiente para identificagdo taxondmica das presas (Moore e
Semmes, 2008). Adicionalmente, 0 método requer a utilizacdo de equipamentos caros e
de mao-de-obra muito especializada, ndo havendo oferta de servico terceirizado

comercialmente para as andlises (Harwood e Obrycki, 2005; Coelho, 2008).

f) Reacdo em cadeia por polimerase (PCR)

E um método muito utilizado devido a sua alta sensibilidade e baixo custo, além
da molécula-alvo (DNA) apresentar maior resisténcia ao processo de digestdo do que
proteinas (Symondson, 2002). Existem duas abordagens quanto as analises de PCR do
conteddo gastrointestinal: a) utilizacdo de iniciadores especificos para amplificacdo de
determinada regido do DNA de determinada espécie de presa; e b) utilizacdo de
iniciadores degenerados para amplificacao de regides barcodes do DNA das presas, com
subsequente clonagem dos amplicons e sequenciamento de DNA (pelo método de
Sanger et al., 1977) para identificagdo das presas com amplicons de sequéncias
nucleotidicas dos barcodes ja determinadas (Pompanon et al., 2012). Regibes barcodes
do DNA séo fragmentos de genes utilizados para taxonomia molecular por diferirem

pouco entre os individuos da mesma espécie (baixa variacdo intraespecifica), mas
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diferirem o suficiente (>2%) entre diferentes taxa (alta variacao interespecifica) (Hebert
et al., 2003). As regides flanqueadoras das regides barcodes onde se desenham os
iniciadores degenerados devem ter baixa variacdo de sequéncia nucleotidica entre
diferentes espécies (p.ex. serem conservadas entre taxa) de tal forma que permita o uso
de iniciadores para amplificacdo das regides barcodes de varios taxa (Ji et al., 2013).

Os genes preferencialmente utilizados para identificacdo de espécies de animais
sdo de origem mitocondrial. Isso se deve ao fato: a) da maior resisténcia a degradacdo
devido a sua circularidade; b) ao seu elevado nimero de copias nas células comparado
ao DNA nuclear; c¢) possuir regides barcodes, tal como citocromo c oxidase 1 (COX1 ou
COl) (Agusti et al., 2003; Pompanon et al., 2012). Existem bancos de dados publicos
(iIBOL, www.barcodeoflife.org, e GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/)
onde estdo disponiveis as informacdes sobre os barcodes ja obtidos para identificacdo de
varias especies. Folmer et al. (1994) desenvolveram e disponibilizaram uma lista de
iniciadores para amplificacdo da regido barcode do gene COX1 em vaérios taxa de
insetos.

Existem varios exemplos na literatura quanto ao uso de PCR para verificacdo da
predacdo de presas previamente conhecidas, por exemplo, (i) a identificacdo de
nematdides ingeridos por Collembola (Read et al., 2006), (ii) avaliacdo do tempo de
digestdo de DNA em joaninhas coletadas no campo a partir da avaliacdo do nimero de
amplicons obtidos por PCR utilizando iniciadores com amplificacdo para diferentes
tamanhos de fragmentos (Hoogendoorn e Heimpel, 2003) ou ainda (iii) analise do
conteddo gastrointestinal de aranhas (Greenstone e Shufran, 2003). No caso da
identificacdo de presas atraves de regiGes barcodes do DNA, a taxonomia se da pela
comparacdo da similaridade entre as sequéncias de DNA amplificadas e sequenciadas

das presas com sequéncias barcodes de taxonomia definida, depositadas em um banco
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de dados. Pompanon et al. (2012) cita diversos exemplos de estudos utilizando DNA
barcode na analise do contetdo intestinal ou fecal de anfipodes e bivalves marinhos
(Blankenship e Yayanos, 2005), pinguins (Deagle et al., 2007), golfinhos (Dunshea,
2009), morcegos (Zeale et al., 2011). Pesquisadores relataram ainda a utilizacdo de
DNA barcodes no estudo da relacdo entre os besouros da subfamilia Chrysomelinae e
plantas hospedeiras (Jurado-Rivera et al.,, 2009), ou ainda na identificacdo do
hospedeiro utilizado durante a fase larval de parasitoides (Rougerie et al., 2010).

Apesar da alta sensibilidade e eficiéncia da técnica de PCR, ambas as abordagens
vém sendo criticadas na comunidade cientifica. Na primeira abordagem, o método esta
limitado ao conhecimento prévio da espécie de presa que € ingerida pelo predador, o
que torna o método inadequado para detectar presas desconhecidas ou para determinar a
diversidade de presas consumidas. Adicionalmente, em alguns casos as presas podem
apresentar alto grau de proximidade taxondmica com o predador (relagdo intraguilda) e,
mesmo utilizando iniciadores especificos, 0s resultados podem ser suprimidos devido a
maior concentragdo do DNA do predador quando comparado ao DNA digerido da presa
(Vestheim e Jarman, 2008; Deagle et al., 2009).

Na segunda abordagem, embora o método tenha a vantagem de potencialmente
poder identificar ampla gama de espécies de presas ingeridas, a abordagem é
considerada muito trabalhosa devido as etapas de clonagem e sequenciamento de varios
clones. Adicionalmente, pesquisadores tém relatado a dificuldade de se obter dados
confiaveis, sem falsos-negativos ou falsos-positivos. Por exemplo, Johanowicz e Hoy
(1996) ao utilizarem o barcode 16S para a deteccdo de uma espécie de presa em duas
especies diferentes de predadores observaram que a presa apenas foi detectada em uma
espeécie de predador. Além disso, a detec¢do ocorreu em apenas um individuo dentro de

um grupo de cinco que ingeriram a presa, mesmo que os predadores tenham sido
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congelados imediatamente pds-predacdo da presa. Falsos-negativos e falsos-positivos
podem ser gerados devido: as regides barcodes ndo apresentarem variacao
interespecifica suficiente para distinguir diferentes grupos taxonémicos (Ficetola et al.,
2010; Deagle et al., 2014); durante a PCR pode haver erros como substitui¢do, insercao
ou remocdo de bases; o primer utilizado ndo deve ser capaz de distinguir espécies
estritamente relacionadas; erros no sequenciamento; contaminagdo das amostras; ou
baixa eficiéncia do primer (Coissac et al., 2012; Pinto e Raskin, 2012; Taberlet et al.,

2012; Clarke et al., 2014; Deagle et al., 2014; Ficetola et al., 2014; Pifiol et al., 2015).

) PCR quantitativo (qQPCR)

O gPCR estima a quantidade de DNA relativa ou absoluta em uma amostra por
meio da captacdo de fluorescéncia gerada nas reacGes de amplificacdo do(s) gene(s)-
alvo por agentes intercalantes do DNA ou por sondas fluorescentes no decorrer dos
ciclos de PCR (VanGuilder et al., 2008). Esse método tem sido utilizado principalmente
para determinar parametros quantitativos relacionados a deteccdo das presas. Por
exemplo, Schmidt et al. (2009) avaliaram o tempo de deteccdo da presa Myzus persicae
pelo predador Macrolophus caliginosus utilizando iniciadores para o gene mitocondrial
COX1 e para o gene esterase presente no DNA nuclear. Eles observaram que a presa
pdde ser detectada até 9 h pds-predacdo e que houve maior deteccdo para 0 gene
mitocondrial do que para o nuclear. Também foi possivel os autores avaliarem outros
fatores que afetam a deteccdo das presas, como por exemplo, a temperatura de digestéo.
Weber e Lundgren (2009) avaliaram a influéncia de diversos fatores na deteccdo da
presa Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae), utilizando o gene
COX1, consumida pelo predador Co. maculata. Os fatores estudados foram ndmero de
ovos ingeridos; idade dos ovos; a forma em que os predadores foram conservados até o

momento da analise; e a presenca de alimento anterior a predacao.
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O gPCR é considerado um método relativamente simples, de alta sensibilidade e
barato (Sheppard e Hardwood, 2005). A principal vantagem sobre o PCR convencional
é o carater quantitativo. No entanto, apesar da possibilidade de quantificacdo do nimero
de cdpias dos genes-alvo da(s) presa(s) presente no conteldo gastrointestinal dos
predadores, o gPCR ainda ndo possibilita a contagem do nimero de presas ingeridas por
predadores coletados no campo. O motivo é que o nimero de moléculas de DNA, seja
nuclear ou mitocondrial, da(s) presa(s) esta relacionado a quantidade de massa ingerida.
A quantidade de massa ingerida de presa por sua vez esta relacionada ndo apenas ao
ndmero de espécimes consumidos, mas também ao seu tamanho corporal e estagio
fenoldgico/idade. Outro fator complicador é o desconhecimento do tempo pds-predacéo,
ou seja, do grau de digestdo da presa, ao analisar predadores coletados no campo. Em
termos de desvantagem, assim como o0 PCR, a detectabilidade da presa esta diretamente
ligada a eficiéncia dos iniciadores utilizados, podendo gerar falsos-negativos e falsos-

positivos (Sint et al., 2014).

h) Metabarcoding

A utilizacdo de regides especificas do DNA nuclear ou diferentes regides de
organelas utilizadas para amplificacdo e sequenciamento foram definidas como “DNA
barcoding” e Metabarcoding consiste no sequenciamento de alto desempenho em
paralelo de regides barcodes do DNA (Hebert et al., 2003), amplificadas por PCR, para
acessar a biodiversidade de multiplas espécies ou taxa presentes em uma amostra de
elevado rendimento utilizando o DNA total tipicamente degradado extraido de uma
amostra ambiental (isto é, solo, &gua, fezes, dentre outros) (Taberlet et al., 2012; Ji et
al., 2013). Ndo ha etapa de clonagem dos amplicons previamente ao sequenciamento de
alto desempenho do DNA. De acordo com a similaridade, as sequéncias obtidas das

presas sdo categorizadas por unidades taxonémicas operacionais OTUs, as quais
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idealmente devem conter somente as sequéncias de um mesmo taxon. A seguir, a
identificacdo taxonémica das presas e feita pela comparacdo da similaridade das
sequéncias das OTUs com as depositadas em bancos de dados de barcodes (p.ex. iBOL,
GenBank).

Esse método tem sido cada vez mais adotado para a identificacdo de presas (e
componentes da dieta de herbivoros), principalmente em mamiferos, devido a sua alta
sensibilidade e por possibilitar a analise da presenca simultanea de varias presas (Pegard
et al., 2009; Soininen et al., 2009; Deagle et al., 2009,2010; Murray et al., 2011;
Bohmann et al., 2011; Kowalczyk et al., 2011; Rayé et al., 2011). No entanto, ndo ha
ainda estudos com predadores invertebrados e ndo existem relatos na literatura quanto a
sua meia-vida de deteccdo, bem como de sua sensibilidade em detectar predacéo
secundéria e scavenging.

As desvantagens do metabarcoding para identificacdo de presas sdo as mesmas
mencionadas quanto ao uso do PCR, com o agravante do alto enriquecimento na
amostra com a amplificacdo do material genético do préprio predador, que por
apresentar maior concentracdo de DNA presente na amostra, pode interferir na
amplificacdo de DNA em menores concentragdes, como o da presa (Vestheim e Jarman,
2008). A amplificacdo do material genético do predador € indesejada, haja vista seu
enriquecimento natural na amostra, reduzindo a captacdo do sinal do material genético
das presas. Para minimizar esse problema foi desenvolvido um método para blogueio da
amplificacdo do material genético do predador. Vestheim e Jarman (2008)
desenvolveram uma estratégia em que em uma reacdo de PCR para amplificacdo de
DNA, além dos iniciadores universais utilizados para a possivel identificacdo da presa,
utilizaram também iniciadores modificados, capazes de interagir especificamente com o

DNA do predador e interferir com a amplificacdo desse, agindo como um bloqueador.
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Existem ainda outros erros mais comuns visualizados: a degradacdo do DNA molde;
erros durante a amplificacdo e, erros durante o sequenciamento, sendo que este pode
variar de acordo com a tecnologia utilizada, sendo que o erro que pode gerar maior
problema durante as analises dos dados seria a baixa qualidade dos bancos de dados de
referéncia taxondmica (Taberlet et al., 2012). Um dos requisitos de grande importancia
para 0 uso dessa metodologia é a necessidade de se possuir um banco de dados com
referéncias taxonémicas de alta qualidade (Taberlet et al., 2012). Tais autores relatam
ainda que essa tecnologia ira evoluir cada vez mais, ainda mais quando se observa 0s

avancos tecnoldgicos do sequenciamento de Gltima geragé&o.

i) Sequenciamento direto de alto desempenho do DNA

Esse método consiste no sequenciamento direto de alto desempenho da
comunidade de DNA presente no contetudo gastrointestinal dos predadores sem haver
previamente a amplificacdo de regides barcodes por PCR, como ¢ feito na técnica de
metabarcoding (Paula et al., 2015; Srivathsan et al., 2015). Esse método também difere
da metagenémica por ndo haver a montagem de genomas para deteccdo da diversidade
de DNA. A identificacdo das presas ¢ feita diretamente pela analise de similaridade das
reads (fragmentos de DNA sequenciados) com as sequéncias de nucleotideos do
mitogenoma (DNA mitocondrial) das potenciais presas em um banco de dados de
referéncia. O banco de referéncia ndo precisa ser mitocondrial apenas, poderia ser do
DNA nuclear, no entanto esta disponivel para menos espécies do que o mitocondrial. O
banco de dados de referéncia de DNA pode ser composto do genoma mitocondrial (ou
mitogenoma) das espécies potenciais de presas, obtidos do GenBank e/ou providenciado
pelo pesquisador.

A metagenémica compreende o estudo da comunidade de DNA em uma amostra

ambiental usando sequenciamento de alto desempenho em paralelo do genoma (nuclear
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ou mitocondrial, p.ex.) (e ndo apenas de alguns marcadores moleculares) dos
organismos presentes (Thomas et al., 2012). Ela surgiu da necessidade de se estudar a
diversidade de populacgdes presentes nas comunidades microbianas, que muitas vezes
ndo sdo possiveis de serem detectadas por métodos tradicionais de microbiologia
(Handelsman, 2004; Marco, 2010). As etapas que normalmente envolvem as anélises de
metagendmica compreendem o sequenciamento dos genomas da amostra ambiental, a
reconstrugdo (montagem ou assembly) das sequéncias nucleotidicas dos genomas, a
categorizacdo dos grupos de genomas presentes (binning), anotacdo e analises
estatisticas ou de diversidade (Thomas et al., 2012). Muitos protocolos de
metagendmica mitocondrial foram recentemente desenvolvidos para analisar a
diversidade de artropodes em amostras ambientais contendo mistura de espécies (Zhou
et al., 2013; Tang et al., 2014; Andljar et al., 2015). Contudo, ndo houve aplicacéo
desse método para a identificacdo de componentes da dieta ou de presas consumidas
ainda pela inviabilidade de reconstruir genomas a partir da comunidade de DNA em
degradacdo no gastrointestino de predadores ou de material fecal. Foran (2006) relata
que os loci nucleares de cdpia unica geralmente ndao podem ser amplificados a partir de
restos degradados, necessitando assim da analise do DNA mitocondrial, que apresenta
um maior nimero de cépias por célula e, que o sucesso na analise de mtDNA
geralmente é considerado como resultado do seu maior nimero de cdpias na célula e por
fatores como a localizacdo celular ou as caracteristicas moleculares, que podem

influenciar na maior preservagdo do mtDNA.

Utilizando o método de identificacdo das presas pelo sequenciamento direto de
alto desempenho do DNA do conteddo gastrointestinal dos predadores, Paula et al.
(2016) detectaram maior diversidade de presas do que o reportado em outros trabalhos.

Utilizando diferentes bancos de referéncia de DNA (e ndo apenas mitocondrial das
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potenciais presas), detectaram ainda a presenga de outras fontes de DNA exdgeno como,
por exemplo, simbiontes e parasitoides tanto das presas quanto dos predadores. Essa
diversidade de DNA exdgeno detectada possibilitou a construgdo de uma rede
qualitativa de interagdes troficas demonstrando predacdo extra e intraguilda e predagédo
secundéria.

Devido a falta de dados quanto ao potencial do método em gerar falsos-negativos
e positivos, ainda ndo esta claro seu real custo-beneficio em relacdo as técnicas de
deteccdo mencionadas anteriormente. Srivathsan et al. (2015) fizeram um estudo para
comparar as vantagens e desvantagens do uso de metabarcoding e do sequenciamento
de alto desempenho direto de DNA para analise da dieta de macacos por meio de suas
fezes. Os autores constataram que o sequenciamento direto de alto desempenho de DNA
detectou sete dos nove componentes da dieta e em nivel taxondbmico até género,
enquanto que por metabarcoding detectou-se apenas cinco componentes da dieta e em
nivel taxondémico de menor resolugdo. No entanto por metabarcoding pdde-se
identificar componentes da dieta menos abundantes, o que ndo foi detectado pelo
sequenciamento direto de alto desempenho de DNA (falsos-negativos). Usando o
sequenciamento direto de alto desempenho de DNA, além dos componentes da dieta,
foi também detectado o material genético de diversos parasitas (microbioma) presentes
no trato gastrointestinal dos macacos, enquanto que esses ndo foram revelados por

metabarcoding.

2.4 Fatores que afetam a deteccao da presa

Vérios fatores bioticos e abioticos influenciam a detecgédo das presas, tais como: o
método de detec¢do, o modo de alimentacdo (mastigacdo ou succdo), a espécie do
predador e o tempo decorrido pos-predacdo (Greenstone et al., 2014); a quantidade
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(numero) e a idade da presa ingerida, a presenca adjuvante de alimento no
gastrointestino do predador e a forma de conservagédo/fixacdo do material a ser
analisado (Weber e Lundgren, 2009); a temperatura do ambiente onde o predador digere
a presa, a espécie e o tamanho do predador (Hagler e Naranjo, 1997). O relato sobre
cada um desses fatores serd apresentado a seguir.

Greenstone et al. (2014) reportam uma comparacdo da meia-vida de deteccdo da
presa por varias técnicas moleculares por meio de bioensaios de alimentagdo em
condigdes controladas (Quadro 1). O trabalho tornou evidente que o decaimento da
deteccdo é funcdo de diversos fatores, mas de maneira geral tem variado na literatura de
0,9 a 193,7 h. Diversos pesquisadores vém estudando a influéncia de tais fatores na
deteccdo da presa, avaliando esses fatores de forma independente e por diferentes

métodos (PCR, ELISA, dentre outros).
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Quadro 1. Comparacao da meia-vida de deteccao (T50) da presa entre diferentes técnicas moleculares, baseado em Greenstone et al. (2014).

Tamanho Téaxon/taxa Téaxon/taxa Temperatura

Meétodo de detecgao (pb) Presa Presa Predador °C) Tso (h) Bibliografia
1,3,60u10 . Hagler e
ELISA na OVOS Gelechiidae Cocc 15-35 0,9e18 Naranjo (1997)
PCR 188 e 271 1-5 ninfas Psyllidae Anthocoridae 22 209e 24,1 Agl;zsgog; al.
ELISA na 3 0u 5 ovos Cicadellidae Cocc e Chry 25 11,8e34,4 Fouzgé)eorfse)t 2.
Afidios a . . Harper et al.
TGGE 332 vontade Afideo e Lum Carabidae 25 12 (2006)
Greenstone et
PCR 214 e 219 1ovo Chry Cocc e Pent na 7e50,9 al. (2007)
PCR 219 Lovoou Scarabaeidea Carabidae 16 18 Juen e Traugott
larva (2005)
PCR Multiplex 109 e 310 llesma  Agrie Arionidae Carabidae 8 19,7e22,4 Hatttzlzagldl)et 2
PCR 227 1 afideo Afideo e Lum Lyc e Tetr 24120 2e4.2 Kerzzggllkz)et al.
PCR 180 1collembola  Coll e Plat Lin e Tetr 24 95 e 32 Cha‘zg)algft al.
Afidios a . . Firlej et al.
PCR 180 vontade Afideo e Lum Carabidae 20 12,3 (2013)
Sequenciamento direto Paula et al
de alto desempenho de na 1 afideo Afideo Cocc 25 23,1e 32,7 (2015) '

DNA

TGGE: Temperature Gradient Gel Electrophoresis; na: Nao se aplica; Agri: Agriolimacidae; Chry: Chrysomelidae; Cocc: Coccinelidae; Coll: Collembola;
Tetr:  Tetragnathidae; Lin: Linyphiidae; Lum: Lumbricidae; Lyc: Lycosidae;  Pent: Pentatomidae; Plat: Plattygastridae.
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Greenstone et al. (2007), utilizando PCR, observaram que o tempo maximo de
deteccdo do ovo do besouro Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) foi
de setes horas quando ingerido pela joaninha Co. maculata (predador mastigador) e de
50,9 h quando ingerido pelo percevejo Podisus maculiventris (Hemiptera:
Pentatomidae), predador sugador. Foi a primeira demonstracdo de que o modo de
alimentacdo do predador influéncia no tempo de deteccdo da presa pos-predacdo. Os
autores atribuiram a diferenca no tempo de decaimento da deteccdo da presa a
velocidade diferencial de digestdo entre os predadores e hipotetizaram que predadores
sugadores tem taxa de digestdo mais lenta que predadores mastigadores.

Weber e Lundgren (2009) avaliaram a deteccdo do gene COX1 por gPCR
(amplicon de 214 pb) da presa Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae)
no trato gastrointestinal do predador Co. maculata (Coleoptera: Coccinellidae), ap6s
esses ingerirem ovos da presa. Foram avaliados: o nimero de ovos ingeridos; idade dos
ovos (em 1, 3 e 5 dias); a forma em que os predadores foram conservados até o
momento da analise e o estado do predador (predador faminto, predador que se
alimentou a vontade de pulgdes ndo apteros apos a ingestdo do ovo da presa-alvo e
predadores que se alimentaram a vontade de ovos da mesma espécie, apés a ingestdo do
ovo da presa alvo). Como resultado, foram observados que: i) quanto maior o nimero
de ovos ingeridos, maior a quantidade de DNA detectada da presa, ou seja, maior é a
quantidade de DNA disponivel para ser detectada; ii) quanto maior tempo decorrido
pos-predacdo, menor a quantidade de DNA detectada da presa, ou seja, a medida que a
digestdo da presa transcorre, menor quantidade de DNA-alvo passivel de ser
amplificada por PCR/detectada; iii) a idade do ovo da presa ingerida ndo influenciou na
deteccdo do DNA-alvo, ou seja, aparentemente a quantidade de DNA supostamente

diferencial entre as idades (quanto mais velhos os ovos, maior a quantidade de DNA)

32



nédo foi suficiente para apresentar significativa diferenca na deteccdo da presa; iv) 0s
predadores que foram conservados em etanol 70% resfriados -20 °C apresentaram uma
maior recuperacdo do DNA-alvo, ou seja, 0 método de armazenamento da amostra pode
influenciar na preservacdo do DNA da presa e, portanto, em sua detec¢do pos-predacéo;
v) 0 decaimento na deteccdo do DNA da presa-alvo era mais lento em predadores que
permaneceram sem se alimentar apos a ingestdo da presa-alvo (Tso= 51 min), do que 0s
predadores que se alimentaram a vontade de pulgdes apteros (Tso= 16 min) ou de ovos
da mesma espécie do predador (Tso= 31 min). A presenca coadjuvante de alimento no
gastrointestino influéncia na taxa de degradacdo do DNA da presa ingerida mais
recentemente.

Hagler e Naranjo (1997), utilizando ELISA indireta, avaliaram o contetdo
gastrointestinal de trés predadores de espécies e tamanhos diferentes [Orius insidiosus
(Hemiptera: Anthocoridae) — predador sugador, Geocoris punctipes (Hemiptera:
Lygaeidae) predador sugador e Hi. convergens (Coleoptera: Coccinellidae) — predador
mastigador], que foram alimentados com diferentes niumeros de ovos da lagarta-rosada-
do-algodao Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae) e mantidos por tempos
e temperaturas diferentes durante a digestdo. Como resultado, observaram que (i) as
espécies menores de predadores (O. insidiosus e G. punctipes) apresentaram maior
tempo de deteccdo das presas, podendo ser por terem taxa de digestdo mais lenta ja que
sdo sugadores e ndo mastigadores e também porque foram mais imunoresponsivos a
ELISA do que a joaninha; (ii) quanto maior a quantidade de ovos ingerida, maior o sinal
de deteccdo da presa, ou seja, maior a quantidade de antigenos da presa para ser
detectada; (iii) quanto maior o tempo decorrido da predacdo, menor foi sinal de
deteccdo da presa, pois 0s antigenos da presa vao sendo degradados cada vez mais a

medida que o processo de digestéo evolui; (iv) quanto maior a temperatura de digestao,
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mais curta foi a duragéo da detecgéo da presa, ou seja, em temperaturas mais altas a taxa
de digestdo dos antigenos da presa aumenta.

N&o existem ainda relatos na literatura, utilizando como técnica o sequenciamento
de alto desempenho do DNA do conteido gastrointestinal de predadores, se presas de
diferentes espécies, predadas pela mesma espécie do predador, tem meia-vida de
deteccdo diferente e se a taxa de digestdo da presa é influenciada pela fase do
desenvolvimento do predador (imatura x adulta). O nimero de fatores que podem
influenciar a deteccdo das presas ingeridas revela a complexidade em realizar
inferéncias sobre predagdo em insetos coletados a campo e a importancia, portanto, de
se conhecer melhor sobre a influéncia dos mesmos, sobretudo para o método de
deteccdo da presa em que determinado estudo sera pautado e eventualmente comparado

a demais trabalhos cientificos.
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3. OBJETIVOS

Como objetivo geral pretendeu-se determinar a capacidade do método de
sequenciamento direto de alto desempenho de DNA do conteldo gastrointestinal dos
predadores ser aplicado para identificar a diversidade de presas consumidas por
predadores generalistas em estudos futuros de predacdo a campo ou de interagOes
tréficas.

Como objetivos especificos pretenderam-se:

* Determinar a meia-vida de deteccdo em funcgdo da espécie de presa consumida,

da espécie de predador, modo de alimentacéo e fase do ciclo de vida do predador.

« Verificar se uma presa consumida por predador é detectavel e se 0 aumento do

nimero (ou biomassa) de presa consumida aumento o sinal de deteccgdo.

Adicionalmente, se é possivel detectar predacdo secundaria e por quanto tempo,

bem como se a temperatura de digestdo da presa e o tamanho do inserto (pb)

utilizado na construcédo das bibliotecas de DNA influenciam na detecgéo.

« Avaliar a ocorréncia de falsos-positivos e de falsos-negativos;

« Estimar a variabilidade do nimero de reads detectadas para as presas entre

bibliotecas do mesmo tratamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Criagao dos insetos

As colbnias de insetos foram mantidas no Laboratério de Ecologia e
Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia-DF. As
coletas de campo foram realizadas sob a autorizacdo do SISBIO numero 36950. Os
acessos ao patrimonio genético foram realizados sob autorizacdo do IBAMA numero

02001.008598/2012-42.

a) Criagdo dos coccinelideos C. sanguinea, H. axyridis e Hi. convergens

A criagdo das trés espécies de joaninhas foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido no POP “Procedimento de manutencdo e manuseio da colonia de
Cycloneda sanguinea” (coédigo 038.11.02.01.3.009). A criagdo ocorreu em camaras
climatizadas, do tipo BOD, a 25+4°C, 60+20% UR e fotoperiodo de 16 h. Os adultos
foram mantidos em potes de um litro contendo algoddo embebido em agua e
alimentados com pulgdes (Aphis gossypii, Myzus persicae, Brevicorine brassicae)
provenientes de colbnia j& estabelecida ou coletados no campo. A manutencdo e a
limpeza dos potes foram realizadas em dias alternados. As posturas obtidas foram
transferidas para novos potes, a fim de evitar canibalismo pelos adultos, e dois dias ap6s
a eclosdo dos ovos, as larvas foram individualizadas em copos plasticos de 50 mL
também para evitar canibalismo. A manutencdo das larvas (alimentacdo e limpeza do
recipiente) seguiu 0 mesmo procedimento que para o0s adultos, acrescentado
alimentacdo com A. kuehniella além dos pulgdes. Periodicamente a colonia recebeu a

introducdo de adultos coletados no campo.
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b) Crisopideo Chrysoperla externa

Os ovos de Ch. externa foram obtidos a partir da criagdo mantida no Laboratério
de Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Geralis,
coordenado pela professora Dra. Brigida Souza. A criacdo e manutengdo de Ch. externa
foi realizada em salas climatizadas a 25+4°C, 60+20% UR e fotoperiodo de 12 h. Os
ovos foram mantidos em potes plésticos contendo papel picado e postura de A.
kuehniella. Apés eclosdo, as larvas foram individualizadas em copos plésticos de 50 mL
e alimentadas com postura de A. kuehniella e/ou pulgdes (A. gossypii, M. persicae) até
que atingissem a fase de pupa. Os adultos emergidos (aproximadamente 20 individuos)
foram mantidos em canos (90 mm de didmetro x 30 cm de altura) forrados com papel
(Figura 8), para suporte da postura dos ovos, e selado com telas em um dos lados. O
outro lado foi fechado com um tecido, a fim de permitir a manutencéo e acesso. Os
adultos foram alimentados com uma mistura de mel e levedo de cevada (sem proporgéo
definida por depender da consisténcia do mel e do levedo utilizados, porém a mistura
deve ficar pastosa) e, receberam &gua através de algoddao umedecido. Os papéis
contendo as posturas foram recortados e acondicionados em potes plésticos até a
ecloséo das larvas. A manutencdo da alimentacdo das larvas foi realizada trés vezes por

semana e dos adultos duas vezes por semana.

Algod3o com dgua

Levedo de Cevada

Adult;; de Ch. externa

Figura 8. Preparo da dieta artificial para os adultos de Ch. externa. A - Aspecto obtido da mistura do
levedo de cevada e do mel. B - Gaiola para manter os adultos onde a parte superior apresenta-se vedada
por uma tela e a parte inferior é fechada com tecido e liga.
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C) Pulgao Myzus persicae

A criacdo e a manutencdo da colonia foram realizadas em sala de criagéo
climatizada a 25+4°C, 60+20% UR e fotoperiodo de 14 h, em mudas de couve,
mantidas em potes plasticos de um litro contendo 2/3 de solo fertilizado e 1/3 de
substrato de cultivo (BIOPLANT). As mudas foram renovadas a cada 20 dias e regadas
manualmente a cada dois dias. Para a renovacdo da col6nia foram utilizados individuos
coletados no campo. A colonia foi vistoriada diariamente a fim de eliminar qualquer
parasitoide encontrado. Os individuos coletados no campo permaneceram separados da
colonia por pelo menos uma semana, sendo mantidos em folhas frescas de couve, para

que fosse possivel a manutencao e retirada de parasitéides ou mdmias remanescentes.

d) Mosca-branca Bemisia tabaci

As moscas foram coletadas no campo e transferidas para gaiolas de voal contendo
mudas de algodoeiro, couve ou repolho, utilizadas para alimentacdo e como suporte
para postura de ovos. A criagcdo ocorreu em salas climatizadas a 25+4°C, 60£20% UR e
fotoperiodo de 14 h ou em casa de vegetacdo. As mudas foram mantidas em potes
plasticos contendo 2/3 de solo fertilizado e 1/3 de substrato de cultivo (BIOPLANT). As
plantas foram renovadas sempre que necessario e regadas manualmente a cada dois
dias. A colénia foi vistoriada diariamente a fim de eliminar qualquer parasitoide
encontrado. A populagéo de moscas foi renovada constantemente com moscas coletadas

no campo.

e) Lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
A manutencédo da col6nia de S. frugiperda foi realizada de acordo com Schmidt et
al. (2001). Para a criacdo de adultos foram utilizados potes plasticos de dois litros

contendo uma folha de papel sulfite cobrindo toda a lateral interna, servindo de suporte
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para a oviposigdo. Os potes continham pequenos furos para permitir a passagem de ar.
Os adultos foram alimentados em bebedouro contendo dieta liquida (cada litro aquoso
de dieta contém: 50g mel, 100mg acido ascorbico, 50g sacarose). Para a coleta das
posturas, os papéis foram renovados a cada dois dias. Os papéis contendo a postura
foram recortados, e os pedacos contendo os ovos lavados por cinco minutos em
formaldeido 5%, enxaguados com &gua autoclavada, e por fim, lavada em solucéo de
sulfato de cobre a 1% por dois minutos. Apds o processo de lavagem, as posturas (de
dois a cinco pedagos de papel contendo posturas, a depender do tamanho da postura)
foram acondicionadas em potes plasticos de 250 mL contendo dois cubos de dieta solida
(cada litro aquoso de dieta contém: 137,5¢g de feijdo carioca; 41,79 de levedo de cevada;
66g de germe de trigo; 4,169 de &cido ascérbico; 1,33g de &cido sorbico; 12,59 de
nipagin; 17,1g de agar; 10% v/v de formol). Ao atingirem o terceiro instar, as lagartas

foram individualizadas e mantidas até o estagio de pupa a fim de evitar canibalismo.

4.2 Bioensaios de Alimentacao

a) Bioensaio A: Avaliacdo do decaimento da deteccédo da presa em funcéo das
espécies de predador-presa em interacdo, modo de alimentacéo e fase do ciclo de
vida do predador

Nesse bioensaio foram utilizados como predadores larvas (3° instar, 24 h em
jejum) e adultos (ap6s 48 h de emergéncia, em jejum) de C. sanguinea e larva (3° instar,
24 h em jejum) de Ch. externa. Cycloneda sanguinea ¢ um predador mastigador e Ch.
externa € um predador sugador. Para cada espécime do predador foi oferecido
individualmente apenas um espécime de presa (ovo de S. frugiperda com 72 h pos
postura (pré-eclosdo), pulgdo adulto de M. persicae ou ninfa de 4° instar de B. tabaci),
sendo que para os adultos de joaninha foram utilizados cinco espécimes por sexo, por

série temporal, conforme o Quadro 2.
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Na Quadro 2 o numero de replicatas foi maior (n=12) para as amostras indicadas
com asterisco porque, ao invés de fazer um pool de 10 individuos, foram divididos em
trés grupos de quatro espécimes para construcdo de triplicatas de bibliotecas por
amostra (teste de variabilidade entre bibliotecas/amostra). O nimero de bibliotecas para
essas amostras foi 12 (e ndo nove), pois além do teste de variabilidade, também testou-

se, em uma amostra, dois tamanhos de inserto das bibliotecas (350 e 550 pb).
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Quadro 2. Delineamento experimental do decaimento da detec¢do das presas em funcdo das espécies de predador-presa em interacdo, modo de
alimentacéo e fase do ciclo de vida do predador.

Predador
P Larva Adulto Larva Tempo (h) Extracdes Bibliotecas
resa C. sanguinea C. sanguinea Ch. externa pés-predagao de DNA de DNA
N ID N ID n ID
Zero 10 BioA_01 10 BioA 16 10 BioA_31 il 3 3
10 BioA 02 10 BioA_17 10 BioA_32 0 3 3
Ovo pré-ecloséo . ) .
] 10 BioA_03 10 BioA_18 10 BioA_33 3 3 3
de S. frugiperda . ) .
(n=1) 10 BioA_04 10 BioA_19 10 BioA_34 6 3 3
n=
10 BioA_05 10 BioA 20 10 BioA 35 9 3 3
BioA 06 BioA 21 BioA_36
; 12* BioA 07 12* BioA 22 12*  BioA_37 0 g* 12*
Adulto aptero BioA_08 BioA 23 BioA 38
de M. persicae 10 BioA_09 10 BioA 24 10 BioA 39 3 3 3
(n=1) 10 BioA 10 10 BioA 25 10 BioA 40 6 3 3
10 BioA 11 10 BioA 26 10 BioA 41 9 3 3
10 BioA 12 10 BioA 27 10 BioA 42 0 3 3
Larva de Gltimo 10 BioA 13 10 BioA 28 10 BioA 43 3 3 3
instar ‘(’ﬁ_Bl')tabaC' 10 BioA 14 10 BioA_29 10 BioA 44 6 3 3
10 BioA 15 10 BioA 30 10 BioA 45 9 3 3
Total 132 132 132 45 48

TO= imediatamente pds-predacdo; T3= 3 h p6s-predagdo; T6= 6 h pos-predacdo; T9= 9 h pds-predacdo; n= nimero de repeti¢des (um espécime de
presa/predador); ID= identificacdo da amostra.
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b) Bioensaio B: Avaliacdo do decaimento da deteccéo da presa em funcéo do
namero de presa consumida

Foram utilizadas como predador larvas de 3° instar de Hi. convergens. Para cada
larva foi oferecida uma quantidade conhecida de pulgdo adulto aptero de M. persicae (0,
1, 3 ou 6) em cada série temporal pds-predacdo, conforme Quadro 3. No Quadro 3, o
numero de replicatas foi maior (n=12) para a amostra indicada com asterisco porque, ao
invés de fazer um pool de 10 individuos, foram divididos em trés grupos de quatro
espécimes para construcdo de triplicatas de bibliotecas por amostra (teste de
variabilidade entre bibliotecas/amostra). O numero de bibliotecas para essas amostras
foi quatro (e ndo um), pois além do teste de variabilidade, foi testado também, em uma

amostra, dois tamanhos de inserto das bibliotecas (350 e 550 pb).

Quadro 3. Delineamento experimental do decaimento da deteccdo da presa em fungdo do
namero consumido.

per'\s/:;:ae Lzriva Tempo (h) Extracbes Bibliotecas ID
. ' pos-predacao de DNA de DNA
consumido convergens

Zero 10 -1 1 1 BioB_46
BioB_47;

12* 0 3* 4* BioB_48;

=1 B?oB_49
10 3 1 1 BioB_50

10 6 1 1 BioB_51

10 9 1 1 BioB_52

10 0 1 1 BioB_53

=3 10 3 1 1 BioB_54
10 6 1 1 BioB_55

10 9 1 1 BioB_56

10 0 1 1 BioB_57

_6 10 3 1 1 BioB_58
n= 10 6 1 1 BioB_59
10 9 1 1 BioB_60

Total 132 15 16

TO= imediatamente pos-predacdo; T3= 3 h pds-predacdo; T6= 6 h pés-predacdo; T9= 9 h pos-
predacdo; ID= identificacdo da amostra.
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C) Bioensaio C: Avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em predacéo

secundaria em funcdo do nimero de presas consumidas e tempo pos-predacéo
Utilizou-se como presa secundaria o pulgdo adulto aptero M. persicae; como
predador primério larva (3° instar) de Ch. externa; como predador secundério larva (3°
instar) de H. axyridis. Foi oferecido individualmente as larvas de H. axyridis uma
unidade de larva do crisopideo, a qual se alimentou de diferentes quantidades de pulgédo
M. persicae (de 0 a 3). As larvas de crisopideo foram oferecidas para predacdo pelas
larvas de joaninha apos terem decorrido 0, 3 e 6 h pos-predacdo do pulgdo. Por sua vez
as larvas de joaninhas alimentadas com larvas do crisopideo também foram coletadas
em série temporal poés-alimentacdo de até 6 h, conforme Quadro 4. No Quadro 4, o
namero de replicatas € maior (n=12) para a amostra com asterisco porque, ao invés de
fazer um pool de 10 individuos, dividiu-se em trés grupos de quatro espécimes para
construcdo de triplicatas de bibliotecas por amostra (teste de variabilidade entre
bibliotecas/amostra). Foram feitas quatro bibliotecas para essas amostras (e ndo uma),
pois além do teste de variabilidade, também testou-se, em uma amostra, dois tamanhos

de inserto das bibliotecas (350 e 550 pb).
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Quadro 4. Delineamento experimental do decaimento da detec¢do das presas em predacdo secundaria em fungdo do nimero de presas e
tempo pos-predacao.

Presas Larva Larva Tempo (h) Extracoes Bibliotecas
Ch. externa  H. axyridis pos-predacdo de DNA de DNA ID
Zero (sem pulgéo e crisopideo) 0 10 -1 1 1 BioC_77
BioC_78
1 pulgdo, sem crisopideo 0 12* 0 3* 4* BioC_79
BioC_80
3 pulgdes, sem crisopideo 0 10 0 1 1 BioC_81
3 pulgdes, sem crisopideo 0 10 3 1 1 BioC_82
3 pulgdes, sem crisopideo 0 10 6 1 1 BioC_83
1 crisopideo faminto 10 10 0 1 1 BioC_68
1 crisopideo faminto 10 10 3 1 1 BioC_69
1 crisopideo faminto 10 10 6 1 1 BioC_70
Pulgdes n= 3 (crisopideo TO0) 12 10 0 1 1 BioC_71
Pulgdes n= 3 (crisopideo TO0) 10 10 3 1 1 BioC_72
Pulgdes n= 3 (crisopideo TO) 10 10 6 1 1 BioC_73
Pulgdes n= 3 (crisopideo T3) 10 10 0 1 1 BioC_74
Pulgdes n= 3 (crisopideo T3) 10 10 3 1 1 BioC_75
Pulgdes n= 3 (crisopideo T3) 10 10 6 1 1 BioC_76
Pulgdes n= 3 (crisopideo T6) 10 10 0 1 1 BioC_76.1
Pulgdes n= 3 (crisopideo T6) 10 10 3 1 1 BioC_76.2
Pulgdes n= 3 (crisopideo T6) 10 10 6 1 1 BioC_76.2
Total 122 172 19 20

TO= imediatamente po6s-predacdo; T3= 3 h pés-predacdo; T6= 6 h pés-predacdo. Pulgbes M. persicae; ID= identificacdo da amostra.



d) Bioensaio D: Avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em funcéo da
temperatura ambiente de digestao da presa
Utilizou-se como predador larva de 3° instar de C. sanguinea. Cada larva do

predador se alimentou de um pulgdo adulto aptero de M. persicae. As unidades
experimentais foram divididas nas temperaturas ambiente de digestdo da presa de 20, 25
e 30 °C. Para cada temperatura foram coletadas 10 larvas de joaninha em série temporal
pos-predacdo de 3, 6 e 9 h e, como controle, foram coletadas larvas que permaneceram
em jejum por 24 h (controle -1 h) e larvas coletadas logo apds se alimentarem de um

pulgdo (controle 0 h) (Quadro 5). Os controles foram realizados a 25 °C.

Quadro 5. Delineamento experimental do decaimento da detecgdo das presas em funcéo da
temperatura ambiente de digestdo da presa.

Temperatura Larva

S Tempo (h) Extracgdes Biblioteca
de digestéo da C. . % ID
resa sanguinea pés-predacéo de DNA de DNA

n=1 10 0 1 1 BioD_61

10 3 * * BioA_09
n=1 (25 °C) 10 BioA_10
BioA_11

»

Total 110 7 7

Pulgdo = M. persicae; ID= identificacdo da amostra. As amostras indicadas com asterisco,
foram obtidas do Bioensaio A.

4.3 Construcédo do banco de referéncia de DNA mitocondrial

Como quase todas as espécies utilizadas nesse estudo (Ch. externa, C. sanguinea,
Hi. convergens, H. axyridis, S. frugiperda, B. tabaci, M. persicae) ainda ndo tinham o
mitogenoma elucidado disponivel em bancos de dados publicos, fez-se inicialmente a

elucidagdo de seus genomas mitocondriais. Foram feitas extracfes de DNA,
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individualmente, de 25 mg de massa de cada uma das espécies. Os predadores foram
mantidos em jejum de 24 h. O DNA total foi extraido utilizando-se o kit DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen®), de acordo com protocolo do fabricante, macerando-se as
amostras com um bastdo de vidro em microtubo (de 1,5 mL) contendo 0 primeiro
tampdo de extragdo. A quantidade de DNA obtida nas amostras foi quantificada
utilizando-se o kit dsDNA HS Assay em Qubit (LifeTechnologies®), de acordo com
protocolo do fabricante. A quantidade total de DNA por amostra foi normalizada para 1
Mg e mantidas a -80 °C. As amostras foram liofilizadas em centrifuga a vacuo para envio
para sequenciamento. As amostras foram utilizadas para construgdo de bibliotecas
TruSeq Nano e sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq2500 (250 pb, paired-
ended, insert size entre 300 a 600 pb, 1 lane). O servico de construcdo das bibliotecas de
DNA e de sequenciamento foi terceirizado e realizado em parte no Centro Gendmico da
Universidade de Minnesota (EUA) e em parte no Centro de Biotecnologia Roy J.
Carver Biotechnology da Universidade de Illinois (EUA).

Adaptou-se diferentes metodologias para a elucidacdo dos mitogenomas das
espécies-alvo, a qual foi comparada com outras citadas na literatura (Timbd et al., 2017,
Anexo 1). A checagem da qualidade dos dados de sequenciamento (formato FASTQ) de
cada biblioteca foi realizada utilizando-se o programa FastQC (v.0.11.3) (Andrews,
2010). Quando necessario houve remoc¢do de sequéncias super-representadas ou index
de adaptadores das bibliotecas Illumina utilizando-se os programas Fastgc-mcf
(v.1.04.807) (Aronesty, 2011) e Cutadapt (v.1.9.1) (Martin, 2011). A montagem dos
mitogenomas foi realizada com o programa MITObim (v.1.8) (Hahn et al., 2013)
utilizando mitogenomas de referéncia conforme indicado no Quadro 6. As anotagdes
foram realizadas pelo programa MITOS (v.763) (Bernt et al., 2013), seguida da

curadoria manual (Anexo 3 no programa Geneious (v.9.0.5) (Kearse et al., 2012). Os
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mitogenomas anotados foram depositados no GenBank utilizando-se a plataforma
Banklt (vide cddigo GenBank na Tabela 1).

Quadro 6. Mitogenomas utilizados como referéncia para a elucidacdo dos mitogenomas das
espécies-alvo pelo programa MITObim (v.1.8).

Cédigo
Mitogenoma a Mitogenoma de GenBank do Tamanho
elucidar Referéncia mitogenoma de (pb)
Referéncia

B. tabaci Aleurodicus dugesii NC_005939.1 15723
Ch. externa Chrysoperla nipponensis NC_015093.1 16057
C. sanguinea Coccinella septempunctata JQ321839.1 18965
H. axyridis Coccinella septempunctata JQ321839.1 18965
Hi. convergens Coccinella septempunctata JQ321839.1 18965
M. persicae Acyrthosiphon pisum NC_011594.1 16971
S. frugiperda Spodoptera litura NC 022676.1 15388

Para a montagem do banco de referéncia de DNA mitocondrial de insetos visando
as analises de deteccdo das presas consumidas pelos predadores nos bioensaios de
alimentacdo, foram utilizados todos os mitogenomas de insetos disponiveis no GenBank
(na época, 829 espécies), conforme Paula et al. (2015), metodologia descrita no Anexo
3, e 0s sete mitogenomas sequenciados e montados neste trabalho. O banco de

referéncia final ficou constituido de 836 sequencias no formato FASTA.

4.4 Deteccao das presas no contetdo gastrointestinal dos predadores

a) Preparacdo das amostras para sequenciamento

Os tratos gastrointestinais dos predadores foram dissecados em placas de petri,
com auxilio de pingas e tesouras entomoldgicas e de lupa estereoscopica (Figura 9).
Todo o material utilizado (pingcas e tesouras entomoldgicas, placas de petri) foi
previamente lavado com sabdo Extran (Merck®), incubado em solucdo de hipoclorito
de sddio 0,3% por 10 min e transferido para solugédo de etanol 70%, permanecendo por
10 min. Em seguida, foram acondicionados em microtubos (de 1,5 mL) contendo o

tampdo de lise indicado pelo kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen®), mantidos em
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gelo durante as dissec¢Oes. A finalidade da disseccdo consiste em reduzir a quantidade
de material genético do predador nas amostras e, assim, aumentar as chances de
deteccdo das presas. Os gastrointestinos dissecados foram armazenados em pool por

tratamento/bioensaio. Ao todo foram realizadas 810 disseccdes.

A

J 4 mm 4 mm

Figura 9. Aparelho gastrointestinal dos predadores dissecados, visualizados em aumento de 12 ou 16x
em lupa estereoscdpica. A - De larva de 3° instar da joaninha C. sanguinea; B - De larva de 3° instar do
crisopideo Ch. externa; Como etapa final, as cabegas foram removidas antes da armazenagem dos
gastrointestino.

A extracdo do DNA total do pool de gastrointestinos por tratamento/bioensaio foi
realizada utilizando-se o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen®) de acordo com o
protocolo do fabricante, com alteracdo apenas na etapa de recuperacdo do DNA, em que
foram feitas duas lavagens com 106 puL com o tampdo AE. A qualidade do DNA total
obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A quantidade de material
genético obtida foi estimada por fluorescéncia utilizando-se o kit dSDNA HS Assay em
Qubit (LifeTechnologies®), de acordo com protocolo do fabricante. As amostras foram
estocadas a -80 °C. A quantidade total de DNA por amostra foi normalizada para 1 g e
liofilizados em centrifuga a vacuo para envio para sequenciamento. As amostras de cada
tratamento/bioensaio foram utilizadas para construgdo de bibliotecas TruSeq Nano e
sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq2500 (250 pb, paired-ended, insert size
entre 350 e 550 pb, 2 lanes). Para as bibliotecas com tamanho de inserto de 350 pb, 100
ng de DNA por amostra foi usado para construir a biblioteca; e para as bibliotecas com
tamanho de inserto de 550 pb, 200 ng de DNA por amostra foi usado para construir a
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biblioteca. Essa quantidade de DNA utilizada para construir as bibliotecas de acordo
com 0 tamanho do inserto é dada pela [llumina
(http://www.illumina.com/products/truseg-nano-dna-library-prep-kit.html). O servico de
construcdo das bibliotecas de DNA e de sequenciamento foi terceirizado e realizado no
Centro Genomico da Universidade de Minnesota (EUA) para o Bioensaio A e no Centro
de Biotecnologia Roy J. Carver Biotechnology da Universidade de Illinois (EUA) para

os Bioensaios B, C e D.

b) Andlises de bioinformatica

As andlises de bioinformética foram realizadas no Laboratério de Bioinformética
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Todos os scripts e comandos estdo
apresentados no Anexo 4. Os dados brutos do sequenciamento de cada biblioteca foram
depositados no repositério SRA do GenBank (Anexo 5). Os dados de sequenciamento
(formato FASTQ) de cada biblioteca foram checados quanto a qualidade por meio do
programa FastQC (v.0.11.3) (Andrews, 2010). Caso necessario, sequéncias de baixa
qualidade ou adaptadores das bibliotecas Illumina foram removidos pelos programas
Fastgc-mcf (v.1.04.807) (Aronesty, 2011) e Cutadapt (v.1.9.1) (Martin, 2011). A sequir,
utilizando o programa SeqTK (v1.2) (https://github.com/Ih3/seqtk), as reads resultantes
de cada biblioteca foram convertidas para formato FASTA. As identificaces
taxonémicas dos mitogenomas de referéncia foram obtidas do GenBank por meio do
link ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/gi_taxid_nucl.dmp.gz (Srivathsan et al.,
2015). Os dados de cada biblioteca dos bioensaios (agora no formato FASTA) foram
entdo alinhados contra o banco de dados de DNA mitocondrial utilizando o programa o
BLASTnN (v2.2.27+) (Altschul et al., 1997), utilizando os parametros: E-value <le-5;

maximum target sequences 3; no dust. A atribui¢do taxondémica dos matches obtidos no
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alinhamento no BLASTnN foi feita por meio de comando customizado em linguagem
Python desenvolvido por Srivathsan et al. (2015).

A eliminagdo de falsos-positivos, por biblioteca, foi realizada inicialmente pela
filtragem dos resultados (outputs) dos alinhamentos que néo tivessem porcentagem de
identidade >98% em >150 pb utilizando o0s programas parse_by id.py e
masterfile_tax.py (Srivathsan et al., 2015). Para a determinacdo destes parametros de
filtragem por porcentagem de identidade e de tamanho sobreposicdo dos matches fez-se
um estudo detalhado, o qual foi submetido para publicagdo e esta apresentado no Anexo
6. A segunda etapa para continuar a eliminar falsos-positivos ainda remanescentes foi
verificar se um mesmo read apresentou matches com mitogenomas de diferentes
espécies. Verificando se para cada match de uma read R1 existe um match para a read
R2 correspondente, sendo para isso foi utilizado um script escrito na linguagem de
programacdo perl. A terceira etapa da eliminagdo de falsos-positivos consistiu no
mapeamento (mapping) das reads relativas a esses matches nos mitogenomas de
referéncia. Reads mapeadas em regiGes ndo conservadas interespécies (p.ex. tRNA,
rRNA ou regido controle do mtDNA) foram eliminadas, pois essas regides nao
conferem resolucdo taxondmica para identificacdo das presas consumidas. Para o
mapeamento, as sequencias FASTA foram recuperadas a partir da lista de reads dos
matches remanescentes das etapas anteriores (Anexo 4), utilizando-se os programas
cdbfasta (https://sourceforge.net/projects/cdbfasta/) e cdbyank
(http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/cdbyank.html). Esse arquivo FASTA foi
utilizado no programa Geneious (v.9.0.5), onde o mapeamento (Map to Reference) foi
executado de acordo com os parametros: custom sensitivity; do not trim; save list of
used reads; save list of unused reads; not allow gaps; minimum overlap 150 bp;

minimum identity 98%; not search more thoroughly for poor matching reads.

50



Apos eliminacdo dos falsos-positivos, o nimero restante de reads por taxon foi
contabilizado e fez-se a analise estatistica para comparar os resultados de deteccdo das

presas obtidos para as bibliotecas de cada bioensaio.

4.5 Analises estatisticas

Para os bioensaios A, B e C o nimero inicial de reads detectadas do predador (no)
e a taxa de decaimento (d) foram estimados como processo de primeira ordem de
decaimento (ou taxa constante de decaimento) como descrito a seguir. As analises

estatisticas foram realizadas pelo co-orientador professor David Andow.

4.5.1 Bioensaio A: Avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em funcéo das
espécies de predador-presa em interacdo, modo de alimentacéo e fase do ciclo de
vida do predador

O numero de reads brutas apds o controle de qualidade foram filtradas de acordo
com o0s métodos descritos por Paula et al. 2017 (manuscrito submetido a revista
Molecular Ecology Resources — Anexo 6). Resumidamente, as reads que correspondem
a base de dados de mtDNA da presa foram filtradas para sobreposi¢cdo em pelo menos
150 pb e 98% de identidade. As reads filtradas foram mapeadas no mtDNA
correspondente e, as reads ndo mapeadas ou mapeadas em regides ndo codificantes,
assim como reads single-end e reads que apresentaram match com mais de uma
especie, foram descartadas. As reads restantes apresentaram mapeamento em regides
codificantes do mtDNA. O numero inicial de reads das presas detectadas nos
predadores (no) e a taxa de decaimento de reads da presa (d) foram estimados como
processo de decaimento de primeira ordem (ou taxa de decaimento constante) da

seguinte maneira.
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O numero de reads das presas observadas em uma biblioteca foi assumido como
uma amostra aleatoria (Poisson) das reads de todo o conteddo intestinal a partir do qual
a biblioteca foi criada. Tais dados foram utilizados para estimar a distribuicdo Gamma
posterior do nimero de reads das bibliotecas, utilizando o método Bayesiano. Cem mil
valores aleatdrios, dessa distribuicdo, foram sorteados e corrigidos para toda a amostra
do contelido gastrointestinal, normalizando a cobertura da biblioteca ap6s o controle de
qualidade, seguida pela multiplicacdo pela média da cobertura para fins de apresentagédo
e transformac&o por In. Esses valores foram usados para calcular a média e a variancia
da distribuicdo de In-transformado observado no ndmero de reads. Em seguida, para
cada tratamento, calculou-se uma regressdo linear ponderada, utilizando o tempo poés-
predacdo para prever a média da In das reads observadas, com 1/variancia como peso. A
interceptacdo da regressdo € o0 no, 0 nimero inicial de reads da presa presente no
predador e a inclinagdo é a taxa de decaimento (d). Os intervalos de confiabilidade (IC)
de 95% para esses parametros foram estimados a partir dos resultados da regressdo. A
meia-vida de deteccdo das reads das presas foram estimadas utilizando 1/d.Dmax. O
periodo de deteccdo foi estimado com a simulacdo de Monte Carlo. A distribuicdo
Gamma posterior foi utilizada para a simulacdo experimental dos dados. A
interceptacdo (b) e a curva dessa regressdo (m) da regressdo foram utilizadas para
estimar 0 Dmax, que seria 0 tempo de uma leitura (=-b/m). A simulagdo foi repetida 200
mil vezes para gerar a distribuicdo Dmax, @ média e os IC 95% foram calculados a partir
da distribuicdo. Todos os calculos foram realizados utilizando o programa Mathematica
8.0 (Wolfram, 2010).

Para determinar as melhores estimativas de parametros para 0 nimero de reads
inicial (no) e a taxa de decaimento (d) para todo o conjunto de dados, todos os modelos

possiveis foram ajustados utilizando a regresséao linear ponderada nos numeros de reads
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estimados no contetido gastrointestinal dos predadores, permitindo que o nimero inicial
de reads dependa do tipo de predador ou das espécies de presas (ou de nenhum dos
dois), e permitindo que a taxa de decaimento dependa de forma semelhante entre o tipo
de predador e as espécies de presas (ou nenhum dos dois ou ambos). Foi utilizado o
Critério de Informacdo Akaike corrigido (AIC:) para eliminar modelos com
probabilidade relativa <0,05, e calculou-se a média dos modelos restantes usando a

probabilidade relativa como pesos. As anélises foram realizadas no SAS 9.4 (2014).

4.5.2 Bioensaio B: Avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em funcédo do
namero de presa consumida

A hipotese de que o numero de reads da presa presente no predador seja
proporcional a quantidade de presa consumida foi testada por comparacdo de dois
modelos de AIC.. Em ambos modelos foi assumido que a taxa de decaimento foi a
mesma para todos os tratamentos, o que foi confirmado apoOs analises descritas no
paragrafo anterior. O Primeiro Modelo assumiu que o nimero de reads das presas foi
diferente nos trés tratamentos de nimero de presa (1, 3 ou 6 presas consumidas), mas
ndo necessariamente proporcional a quantidade de presa consumida. Para esse modelo
utilizou-se o tratamento por presa como categoria variavel. O Segundo Modelo assumiu
qgue o numero de reads das presas era proporcional ao nimero de presas consumidas.
Especificamente, se havia trés vezes mais presas consumidas entdo o Segundo Modelo
assumia que haveria trés vezes mais reads detectadas em cada ponto de tempo. Se a
hipdtese fosse falsa, 0 Segundo Modelo apresentaria dados significativamente piores
que o Primeiro Modelo. Esse modelo assumiu que o nimero de reads seria maior em In-
3 e In-6 do que nos tratamentos com 1, 3 e 6 M. persicae, respectivamente. Como 0s
dados foram transformados por In, o nimero previstos de reads pode ser devido a

funcdo linear desses valores. As andlises foram realizadas no SAS 9.4 (SAS, 2014).
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4.5.3 Bioensaio C: Avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em predacao
secundaria em funcdo do nimero de presas consumidas e tempo pos-predacéo

Para testar se 0 nimero de reads das presas secundaria foi 0 mesmo entre a
predacdo priméaria e secundaria, comparou-se as bibliotecas onde H. axyridis
alimentaram diretamente de M. persicae com as bibliotecas onde H. axyridis
alimentaram de Ch. externa que havia previamente se alimentado de M. persicae
(Wolfram, 2010). Nesses casos, a unica diferenca foi a de que ou 0 M. persicae foi presa
primaria ou secundaria de H. axyridis. As reads de M. persicae transformadas por In
foram comparadas por ANOVA, utilizando as variancias agrupadas para estimar o
quadrado médio de erro.

Para testar se a taxa de decaimento de presas secundaria no predador intraguilda
foi o mesmo, seja diretamente ou indiretamente ingerido pelo predador secundario,
varios modelos de regressao foram ajustados, usando os dados do paragrafo anterior.
Permitiu-se que a intercepcao e a inclinacdo dependessem da existéncia de predacao
primaria ou secundaria (ou ndo) em todas as combinacdes possiveis para quatro
modelos diferentes. O AIC. ndo pdde ser calculado para o modelo completo com
interceptacdo e inclinacdo estimados separadamente para predacdo primaria e
secundaria porque haviam muitos parametros no modelo, o que fez com que tal modelo
ndo fosse desconsiderado.

Para testar se a taxa de decaimento da presa secundaria consumido pelo predador
primario foi a mesma independentemente do periodo de digestdo no predador
secundario, utilizou-se as nove bibliotecas com trés periodos de tempo para H. axyridis,
cada um com trés periodos de tempo para Ch. externa. Utilizou-se o periodo de tempo

de H. axyridis como um fator categdrico (HaTime), para ajustar quatro modelos de
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regressdo. Os modelos permitiram que a interceptacéo e a inclinacdo dependessem de
HaTime (ou ndo).

Para testar se a taxa de decaimento de presas secundarias no predador secundario
foi a mesma independentemente do periodo de digestdo no predador primario, utilizou-
se as mesmas nove bibliotecas descritas no paragrafo anterior, entretanto desta vez
utilizou-se os periodos de tempo de Ch. externa como um fator categorico (CeTime),
para caber quatro modelos de regressdo. Os modelos permitiram que a interceptacdo e a
inclinacdo dependessem de CeTime (ou néo).

Para determinar se a taxa de decaimento de presas secundarias foi a mesma no
predador secundario e no primario, comparou-se as taxas de decaimento estimadas das
duas analises anteriores, usando um teste t nas taxas de decaimento estimadas e erros-
padrdo. Como os erros-padréo apresentaram semelhancas, esses foram reunidos.

Para testar se a taxa de decaimento de presas secundaria apresentava dependéncia
de alguma interacdo complexa entre o tempo de digestdo no predador secundario e o
tempo de digestdo no predador primario, foram utilizados modelos que assumiram que a
taxa de decaimento era uma funcdo complexa de ambos. No entanto, devido aos
resultados das analises anteriores, ndo foram considerados todos os modelos possiveis
onde poderia haver seis taxas Unicas de decaimento. Em vez disso, foram considerados
quatro modelos com um Unico valor de intersecdo e com inclinacdo que dependiam de
HaTime, CeTime ou ambos. Além disso, foi considerado um modelo onde a taxa de
decaimento de presas secundaria dependia apenas do tempo total de digestdo, somando
0 HaTime e o CeTime.

Para testar se 0 decaimento da presa primaria no predador intraguilda dependia da
alimentacdo prévia da presa secundaria, foram comparadas a decaimento das reads do

predador primario em 12 bibliotecas, sendo que nove com trés periodos de tempo para
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H. axyridis cada um com trés periodos de tempo para Ch. externa que havia se
alimentado de M. persicae e trés em que H. axyridis havia consumido larvas de Ch.
externa em jejum. Foi utilizado como fator categérico CeTime e quatro modelos de
regressdo foram ajustados, o que permitiu que a interceptacdo e a inclinacdo
dependessem de CeTime (ou néo).

Finalmente, para testar se o decaimento da presa secundéria e do predador
primario foi a mesma no predador secundario, as taxas de decaimento estimadas foram
comparadas usando um teste t e a correlacdo de Pearson entre as reads do predador
primario e da presa secundaria foi calculada. As anélises foram realizadas no SAS 9.4

(SAS, 2014).

4.5.4 Bioensaio D: avaliacdo do decaimento da deteccdo da presa em funcdo da
temperatura ambiente de digestao da presa

Nesse bioensaio pretendeu-se avaliar se a temperatura do ambiente poderia
influenciar no decaimento da deteccdo da presa pelo fator Boltzmann ou pela relagédo de
Van’t Hoff-Arrhenius. A normalizacdo dos dados foi feita com 95% de Cls. A
sobreposicdo dos Cls indicam que ndo ha diferenca significativa entre 0s nimeros de

reads detectadas.

4.5.5 Andlise estatistica sobre a variacdo do niumero de individuos agrupados numa
mesma biblioteca e tamanho do inserto da biblioteca

Efeito do agrupamento e variagdo do numero de individuos na construgdo da
biblioteca: Cada uma das bibliotecas de 350 pb foi formada por quatro predadores
agrupados, de modo que cada uma destas bibliotecas era uma estimativa de pind + cind
/ 4 (1/2). Assim, o desvio padrdo destas trés bibliotecas, s350 = cind / 4 (1/2) e assim

oind pode ser estimado. Utilizamos a simulagdo de Monte Carlo para estimar o s350
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(desvio padrdo). Os numeros observados de reads das presas foram utilizados para
estimar a distribuicdo de probabilidade de possiveis nimeros de reads observadas
usando métodos Bayesianos com um Jeffries anterior e normalizado a profundidade
média da biblioteca apds o quality control, 4,1 x 10° de reads. As distribuices
posteriores foram usadas para gerar aleatoriamente nimeros de reads para cada
biblioteca 2 x 10° vezes, que foram In-transformadas. A média, m350 e s350, para as
trés bibliotecas de 350 pb foram calculadas para cada aleatorizacéo, e a dependéncia
entre elas foi examinada. Xind foi estimado a partir da média calculada para cada
simulacdo. Calculou-se, separadamente para os cinco tipos de predadores alimentados
com M. persicae no tempo de 0 h, a relacdo funcional entre o nimero de individuos
utilizados na construcédo do pool e o erro do nimero de reads estimado.

Efeito do tamanho do inserto (350 e 550 bp) usado nas bibliotecas na deteccdo das
reads das presas. Para o tamanho do inserto de 350 pb, 100 ng de amostra foram
sequenciados, e para 550 pb, foram sequenciados 200 ng de amostra. A amostra de
biblioteca de 550 pb foi reunida a partir das trés amostras de 350 pb e para a juncéo foi
adicionada a mesma concentracdo de cada uma das trés amostras. Assim, se a detecgéo
das reads fosse igual nas duas bibliotecas, seria esperado duas vezes mais reads nas
bibliotecas de 550 pb como nas bibliotecas de 350 pb. Isto foi testado usando um teste
de permutacdo. Os numeros observados de reads de presas foram utilizados para
estimar a distribuicdo de probabilidade de possiveis nimeros de reads observados
usando métodos Bayesianos com um Jeffries anterior e normalizado a profundidade
média da biblioteca apds quality control de 4,1 x 10° reads. As distribuicdes posteriores
foram usadas para gerar aleatoriamente nimeros de reads para cada biblioteca.
Calculou-se a média, m350, e desvio padréo, s350, para as trés bibliotecas de 350 pb. A

distribuicdo de (2 * m350-m550) / s350 foi compilada a partir de 2x10° interacdes e
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utilizada para calcular a probabilidade de se detectar o dobro de reads nas bibliotecas de
550 pb como nas bibliotecas de 350 pb. A distribuicdo de (m350-m550) / s350 foi
utilizada para calcular a probabilidade de que mais reads fossem detectadas na

biblioteca de 550 pb.

58



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Elucidacéo dos mitogenomas

Apbs a analise de controle de qualidade e retirada das sequencias super-expressas
e dos adaptadores, apenas 0,09% (em média) das reads foram eliminadas (Tabela 1). Os
mitogenomas das espécies de insetos utilizados nesse trabalho apresentaram dois RNAs
ribossomais (rrnL — subunidade maior 16S e rrnS — subunidade menor 12S), 22 genes
de RNA transportador (tRNA), 13 genes codificadores de proteina, com um tamanho
variando entre 15 e 19 mil pares de bases (Tabela 2) (Figura 10). De acordo com Li et
al. (2011) o mitogenoma de insetos apresenta entre 14 e 20 kb de tamanho e 0 mesmo

namero de genes encontrados aqui.

Tabela 1. Numero de reads obtidas e remanescentes ap6s controle de qualidade (CQ) das
bibliotecas TruSeq Nano para sequenciamento por Illumina HiSeq2500 (250 pb, paired-end,
tamanho do inserto de 550 pb, 1 lane) das amostras para elucidacdo dos mitogenomas dos
insetos de interesse.

Amostra #Reads obtidas #Reads ap6s CQ
Bemisia tabaci 1.707,954 1.706,373
Chrysoperla externa 6.215,444 6.211,816
Cycloneda sanguinea 4,587,115 4,569,238
Myzus persicae 1.860,816 1.859,633
Harmonia axyridis 3.032,949 3.032,949
Hippodamia convergens 2.827,085 2.827,085
Spodoptera frugiperda 1.608,864 1.608,404

Tabela 2. Caracteristicas dos mitogenomas elucidados.

Amostra TaEB%?ho rRNA tRNA ptn Gi?]ggr?k

B. tabaci 16207 2 22 13 KU877168
Ch. externa 16510 2 22 13 KU877169
C. sanguinea 18713 2 22 13 KU877170
H. axyridis 19330 2 22 13 KU877028.1
Hi. convergens 18419 2 22 13 KU877030
M. persicae 17099 2 22 13 KU877171
S. frugiperda 16346 2 22 13 KU877172

rRNA: RNA ribossomal (subunidades maior e menor); tRNA: RNA transportador; ptn: genes
codificadores de proteina.
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Figura 10. Mitogenomas elucidados e anotados: A - Bemisia tabaci; B - Chrysoperla externa; C -

Cycloneda sanguinea; D - Hippodamia convergens; E - Myzus persicae; F - Spodoptera frugiperda; G -

Harmonia axyridis.
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5.2 Bioensaios de alimentacéo

Previamente aos bioensaios de alimentacdo, fez-se ensaios pilotos para
determinar:
a) 0 tempo de jejum para as larvas de joaninha C. sanguinea (14 ou 24 h) e do
crisopideo (24 ou 48 h);
b) o tempo médio que adultos da joaninha C. sanguinea, recém-emergidos, iniciam a
alimentacéo (24 ou 48 h);
c) a viabilidade de larvas de 3° instar de joaninha C. sanguinea, H. axyridis e Hi.
convergens predarem, em menos de 1 h, larva de 3° instar de crisopideo;
d) verificar o nimero méximo médio de pulgbes que larvas de crisopideos de 3° instar
podem se alimentar em uma hora.

A metodologia e os resultados desses bioensaios pilotos estdo descritos no

Anexo 2. Foram determinados:
a) o tempo de jejum de 24 h para larvas de 3° instar da joaninha C. sanguinea e do
crisopideo;
b) o tempo de 48 h de jejum para os adultos recém-emergidos de joaninhas C.
sanguinea;
c) larva de 3° instar de H. axyridis, pois foi a Gnica espécie de joaninha capaz de predar,
no tempo méaximo de 1 h, larva de 3° instar do crisopideo. As demais espécies de
joaninha foram predadas pela larva de 3° instar do crisopideo;
d) larvas de crisopideo de 3° instar é capaz de se alimentar de oito pulgbes adultos
apteros no prazo de 1 hora.

Ao todo foram realizados quatro bioensaios de alimentagcdo para avaliagdo da

meia-vida (Tso) de deteccdo do DNA das presas em fungéo:
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a) das espécies do predador e da presa em interacdo, modo de alimentacdo e da fase do
ciclo de vida do predador (Bioensaio A);

b) do nimero de presas consumidas (Bioensaio B);

c) da predacdo secundaria (Bioensaio C);

d) da temperatura ambiente de digestdo da presa (Bioensaio D).

A metodologia de cada bioensaio estd descrita nos tépicos subsequentes. Os
bioensaios A, B e C foram feitos com joaninhas de espécies diferentes para que, ao
final, os dados de deteccdo das presas entre as espécies de coccinelideos fossem
comparados. Todos os bioensaios foram realizados a 25°C e 16 h de fotoperiodo em
camaras climatizadas (BOD), a ndo ser quando diferentemente especificado. Para todos
0s bioensaios, 0s tempos de avaliacdo foram: antes da alimentacéo (predador faminto,
controle negativo), denominado de -1 h; imediatamente apos alimentacdo (0 h); 3, 6 ou
9 horas apds alimentacdo. Para cada série temporal foram coletados 10 espécimes do
predador e imediatamente armazenados em etanol 95% a -20°C. As larvas dos
predadores foram utilizadas no 3° instar por apresentarem maior capacidade predatdria.
Os adultos dos predadores foram utilizados 48 h apds emergéncia por conterem o
contelldo gastrointestinal naturalmente vazio. Para realizacdo dos bioensaios de
alimentacdo, as presas foram diretamente oferecidas ao predador para minimizar a

variacdo do tempo de procura da presa entre as unidades experimentais.

5.3 Deteccéo das presas em funcéo das espécies de predador-presa em interagao,

modo de alimentacao e fase do ciclo de vida do predador

Neste bioensaio investigou-se se 0 tempo de deteccdo de determinada presa, pelo

método de sequenciamento direto de alto desempenho de DNA do conteudo
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gastrointestinal do predador, é influenciado pela espécie do predador, pelo seu modo de
alimentacdo e pela fase de seu ciclo de vida (imatura x adulta), bem como se o
decaimento da deteccdo da presa € funcdo da espécie de presa consumida, ou seja, se
uma espécie de presa estaria mais sujeita a ser detectada por maior tempo apos predagéo
do que outra espécie. Também foram avaliados: se houve a detec¢do de falsos-negativos
(presas consumidas, mas ndo detectadas) e de falsos-positivos (presas ndo consumidas,
mas detectadas); a variabilidade na detec¢do (nUmero de reads) de dada presa/predador
entre bibliotecas de DNA do mesmo tratamento; se o tamanho do inserto utilizado para
construir as bibliotecas de DNA influéncia na deteccdo (nimero de reads e duragdo da
detecgéo).

O numero total de reads por biblioteca ap6s controle de qualidade e a deteccdo
das presas constam na Tabela 3. De maneira geral, péde-se notar um ndmero muito
inferior de reads sendo detectadas para as presas do que para os predadores, ainda que
0s contetidos gastrointestinais dos predadores tenham sido dissecados para eliminar
extracdo de DNA de outros tecidos do corpo. Nenhuma read de presas ou de falsos-
positivos foi detectada em qualquer das bibliotecas utilizadas como controles. A presa
mais detectada foi o pulgdo M. persicae. A quantidade de reads detectada por
presa/predador reduz com o tempo de digestdo. O predador com maior deteccdo de
presa foi 0 C. sanguinea, onde a deteccao foi maior na fase adulta (mastigadora) que na
larval (sugadora). Houve baixa deteccdo de presa no predador Ch. externa,
independentemente do tipo de presa consumida. Greenstone et al. (2007) em estudo
utilizando a técnica de PCR para avaliar o modo de alimentacdo dos predadores Co.
maculata (mastigador) e P. maculiventris (sugador) na deteccdo da presa L.
decemlineata, relataram que a meia-vida de deteccdo da presa no contetdo

gastrointestinal dos predadores foi de 7 h e 50 h, respectivamente. Diferentemente do
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predador Ch. externa, o predador L. decemlineata, mesmo sendo um inseto sugador,
apenas inicia a digestdo da presa quando o conteudo é completamente absorvido
(Cohen, 1990; Greenstone et al. 2007). De um total de 45 bibliotecas, houve deteccdo
de falsos-positivos em 37 delas, sendo de até trés espécies falsamente detectadas. A
diferenciagéo entre os tipos de falsos-positivos foi amplamente discutida em Paula et al.
(2017; Anexo 6). A variabilidade e o tamanho do inserto serdo discutidos em topico
separado, pois foi realizada uma anélise integrada dos dados de todas as bibliotecas,

independente do bioensaio.
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Tabela 3. Numero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no Bioensaio A.

Predador Cycloneda sanguinea, larva de 3° instar
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S @ =5 EQES x5 O £ £9 03 £5 g8 87 Wga g3
@ ¥ S 5 kK& * * 2 0O < TGS o ooEg g
BioAl 4760877 - 0 -1 350 35342 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA2 4899374  Sp 1 0 350 40034 18 0 0 0 0 2 0 1 2
BioA3 5106868  Sp 1 3 350 55658 0 0 2 0 0 2 0 2 4
BioA4 4874681  Sp 1 6 350 52856 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA5 5005875  Sp 1 9 350 53382 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA6 2163276  Mp 1 0 350 12844 30 0 8 0 0 0 0 1 8
BioA7 5028655  Mp 1 0 350 33900 60 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA8 4673168  Mp 1 0 350 29808 218 0 0 0 2 0 0 1 2
BioA6B 2186703  Mp 1 0 550 13674 106 0 0 2 0 0 0 2 26
BioA9 4797188  Mp 1 3 350 42578 4 2 0 0 0 0 0 1 2
BioA10 4975496  Mp 1 6 350 44144 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BioAll 4888879  Mp 1 9 350 40764 0 0 0 0 4 0 0 1 4
BioA12 4702259 Bt 1 0 350 32492 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA13 4778075 Bt 1 3 350 31430 0 0 0 2 0 4 0 2 6
BioAl4 4923251 Bt 1 6 350 26080 0 0 0 0 0 2 0 1 2
BioAl15 4716568 Bt 1 9 350 41806 0 0 0 2 0 4 0 1 6
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Predador Cycloneda sanguinea, adulto
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Predador Chrysoperla externa, larva de 3 ° instar
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BioA31 6012026 - 0 -1 350 15960 0 0 0 0 0 0 0 0
BioA32 5921713 Sp 1 0 350 25220 16 6 0 0 0 0 1 6
BioA33 5672122 Sp 1 3 350 26784 0 26 0 0 0 0 1 26
BioA34 6058781 Sp 1 6 350 28212 0 22 2 0 0 0 3 28
BioA35 5144757 Sp 1 9 350 26548 0 2 2 0 0 0 2 4
BioA36 6080153 Mp 1 0 350 17256 0 6 2 0 0 0 2
BioA37 6230288  Mp 1 0 350 29946 4 36 2 0 0 0 3 60
BioA38 5835554  Mp 1 0 350 12506 0 8 0 0 0 0 1 8
BioA36B 314306 Mp 1 0 550 9312 2 12 0 0 0 0 1 12
BioA39 6165987  Mp 1 3 350 15240 0 12 0 0 0 0 1 12
BioA40 5897930 Mp 1 6 350 17268 0 20 2 2 0 0 3 24
BioA4l 5998691 Mp 1 9 350 18212 0 54 0 0 0 0 1 54
BioA42 5689442 Bt 1 0 350 7500 0 310 4 2 2 0 3 318
BioA43 5542817 Bt 1 3 350 7698 0 12 0 0 0 0 2 14
BioA44 7493457 Bt 1 6 350 13714 0 5546 0 0 10 0 1 5556
BioA45 6215761 Bt 1 9 350 8730 0 22 0 0 0 0 2 24

CQ: controle de qualidade; Cs: C. sanguinea; Ce: Ch. externa; L: larva; Ad: adulto; Sp: S. frugiperda; Mp: M. persicae;
Bt: B. tabaci.



Entre 0 e 1688 reads de M. persicae foram recuperadas imediatamente apds a
alimentacédo, sendo mais detectadas em joaninhas adultas do que nos demais predadores.
Entre 0 e 10 reads de M. persicae foram detectadas 3, 6 e 9 h pos-predagdo. Entre 0 e
352 reads de S. frugiperda foram recuperadas imediatamente apos a alimentagdo, sendo
mais detectadas em joaninhas adultas do que nos demais predadores. Entre 0 e 254
reads de S. frugiperda foram detectadas 3, 6 e 9 h pos-predacdo, sugerindo um
decaimento na deteccdo mais lento que o observado com M. persicae. Nenhuma read de
B. tabaci foi encontrada em nenhuma das bibliotecas em que os predadores se
alimentaram dessa presa, ou seja, houve falso-negativo (espécie de presa sabidamente
consumida, mas ndo detectada). Hagler e Blackmer (2013) utilizando a técnica de PCR
para detec¢do de presas no contetdo gastrointestinal de predadores, observaram que ndo
houve deteccdo da presa B. tabaci em bioensaios realizados em laboratério, apesar de
que em amostras coletadas a campo foi possivel a deteccéo da presa. Eles sugeriram que
os predadores coletados em campo podem ter se alimentado de um maior nimero de
presas de B. tabaci e que isso possa ter influenciado na deteccdo da presa, o que poderia
explicar a ndo deteccdo da presa B. tabaci nos bioensaios realizados nesse trabalho.
Outra possibilidade para ndo deteccdo das presas B. tabaci seria a utilizacdo de bidtipo
de mosca-branca nos bioensaios diferente do bi6tipo que consta no banco de referéncia
de DNA mitocondrial utilizado para as analises de deteccdo, devido a periddica
renovacdo da coldonia com adultos coletados em campo. Em geral, esses resultados
sugerem que a biomassa da presa é um fator determinante na deteccdo. Dentre as trés
presas utilizadas (B. tabaci, M. persicae, S. frugiperda), B. tabaci foi a menor das
presas. Como B. tabaci apresenta diversas espécies (complexo formado por 41
populacdes diferentes) (Silva et al., 2009), € possivel que a sequéncia de referéncia do

genoma mitocondrial para B. tabaci seja diferente da sequéncia nos individuos
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utilizados nesse trabalho. No entanto, a0 se comparar 0s genomas mitocondriais
completos de B. tabaci disponiveis no GenBank, h& aproximadamente 77% de
identidade entre eles (GenBank: AY521259.2 GIl: 51944936; KU877168.1 Gl:
1033204568; NC_006279.1 Gl: 52220940). Entéo a diferenca de 23% de identidade ndo
explicaria a falta total de deteccdo de reads de B. tabaci, sugerindo que a melhor
explicacdo seja a quantidade insuficiente de biomassa ingerida.

Os falsos-positivos podem ser contaminantes advindos da fase de obtengéo das
amostras de sua preparagdo para sequenciamento [p.ex. troca de amostras, tempo
insuficiente de jejum dos predadores (como pode ser 0 caso do BioA9 que apresentou a
deteccdo da Aphis gossypi que foi utilizado na manutencdo das colbnias dos
predadores), dentre outros] ou de falsa identificagdo na anélise de bioinformética devido
a erro na elucidacdo dos mitogenomas referenciais ou do insuficiente poder
discriminatorio do método para espécies proximas geneticamente relacionadas. O caso
de troca de amostras pode ter ocorrido, por exemplo, para as bibliotecas A23 e
consequentemente da biblioteca A21B (formada pela juncéo das bibliotecas A21, A22,
A23), onde foram detectadas muitas reads para Hi. convergens que nao foi utilizada no
bioensaio, mas havia coldnia de criacdo no laboratério na mesma época em que havia
colbnia de criacdo de C. sanguinea. O caso de tempo insuficiente de jejum pode ter
ocorrido, por exemplo, para todas as amostras de todas as bibliotecas em que houve
deteccdo de E. kuehniella (nome cientifico sinbnimo a Anagasta kuehniella), pois 0s
ovos dessa espécie foram utilizados para manutencao das coldnias dos predadores. O
caso do insuficiente poder discriminatorio do método para discernir entre especies
geneticamente proximas pode ter ocorrido, por exemplo, nas bibliotecas em que houve
deteccdo de Ch. nipponensis (A30, A34, A37, A43 e A45), pois essa espécie ndo foi

utilizada nos bioensaios, mas sua detec¢do pode estar associada a deteccdo da espécie
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do mesmo género Ch. externa. Outro caso seria 0 da biblioteca A44, em que se observa
um elevado nimero de reads de C. sanguinea, contaminagdo que pode ter acontecido
nas etapas de preparacdo do DNA, pois de acordo com o nimero de reads observadas
nas bibliotecas A42 a A45 nota-se uma mesma propor¢do entre elas, porém a amostra
em questdo apresenta 1/3 a mais de reads, sugerindo assim uma maior concentracdo de
DNA que as demais.

Hagler e Naranjo (1997), utilizando ELISA indireta, ao analisarem o contetdo
gastrointestinal de trés predadores (Orius insidiosus, G. punctipes — sugadores; Hi.
convergens — mastigador), pds alimentacdo com diferentes nimeros de ovos da lagarta-
rosada-do-algoddo Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae) e, foram
mantidos por tempos e temperaturas diferentes durante a digestdo, observaram que (i) as
espécies menores de predadores apresentaram maior tempo de deteccdo das presas,
sugerindo que apresentem taxa de digestdo mais lenta ja que sdo sugadores e por serem
mais imunoresponsivos a ELISA do que a joaninha; (ii) quanto maior a quantidade de
ovos ingerida, maior o sinal de deteccdo da presa, ou seja, maior a quantidade de
antigenos da presa para ser detectada; (iii) quanto maior o tempo decorrido da predacao,
menor foi sinal de deteccdo da presa, pois 0s antigenos da presa vao sendo degradados
cada vez mais a medida que o processo de digestdo evolui.

Em estudo utilizando como predador a larva do besouro Poecilus versicolor
(Carabidae: Coleoptera) e como presa a larva de primeiro instar ou pedagos frescos de
larvas de segundo e terceiro instar do besouro Melolontha melolontha (Scarabaeidae:
Coleoptera), relatam que ap0s a ingestdo de pelo menos 2 mg de presa, o predador foi
coletado apds 0, 2, 4, 8, 16, 24 e 32 h e, que foi possivel detectar a presa em todos 0s
tempos pods alimentacdo utilizando a tecnica de PCR. Sheppard et al. (2005) em estudo

de predacédo por PCR, observaram que a deteccao da presa Sitobion avenae (Hemiptera:
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Aphididae) foi positiva nos predadores Tenuiphantes tenuis (Araneae: Linyphiidae) e
Pterostichus melanarius (Coleoptera: Carabidae) e que o tempo de deteccdo da presa foi
superior em T. tenuis (entre 2 e 2,5 dias), sugerindo que essa detecgdo tenha sido
possivel por possuirem um metabolismo mais lento, cerca de 50-70%, do que 0s demais
vertebrados e que predadores como os besouros tendem a ter um metabolismo mais

acelerado devido ao gasto de energia a procura de presas.

5.3.1 Tipo de Predador

Detecgdo inicial (no). Houve diferencas significativas no ndmero inicial das reads das
presas para os trés tipos de predadores (Tabela 4, Figura 11). Para as presas de S.
frugiperda e M. persicae, 0 nimero inicial de reads foi maior para C. sanguinea (larvas
e adultos) do que para Ch. externa (Tabela 4, P'= 0,0306 e 2,01 x 107). Para S.
frugiperda, o numero inicial de reads foi maior em adulto do que em larva de C.
sanguinea. Embora ndo seja estatisticamente significativo, os adultos também
apresentaram um maior nimero de reads iniciais que as larvas para M. persicae (Figura
11). Tais resultados podem ter relagdo com a forma de alimentacdo dos predadores, uma
vez que os adultos de C. sanguinea ingerem por completo a presa, enquanto que as
larvas de C. sanguinea podem apenas sugar o conteldo da presa e as larvas de Ch.
externa apenas sugam o contetudo da presa. Portanto, 0 modo de alimentacdo pode
influenciar na massa consumida da presa, ou seja, pode afetar o nimero inicial de reads
detectadas das presas. Adicionalmente, o predador crisopideo possui uma digestdo
extraoral da presa, o que pode aumentar a degradacdo do DNA da presa antes da
ingestdo, explicando o por qué de o crisopideo apresentar 0 menor numero de reads

detectadas dentre os trés predadores.
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Tabela 4. ANOVA da detecc¢do inicial da In transformada das presas (no) em fungdo do tipo de
predador para cada presa e tipo de presa para cada predador.

Efeito QM F P’
Tipo de presa para larva de C. sanguinea 25,1135 91,938 4,13E-08
Tipo de presa para adultos de C. sanguinea 53,8291 197,06 1,76E-11
Tipo de presa para larva de Ch. externa 7,34692 26,896 1,05E-04
Tipo de predador para S. frugiperda 3,81172 13,954 5,60E-04
Larva versus adulto de C. sanguinea 5,40948 19,804 8,24E-04
C. sanguinea versus Ch. externa 2,21395 8,1050 0,0306
Tipo de predador para Myzus persicae 11,1776 40,920 6,50E-07
Larva versus adulto de C. sanguinea 1,24940 4,5739 0,2084
C. sanguinea versus Ch. externa 21,1058 77,266 2,01E-07
Erro 0,273157

QM: quadrado médio; F: razdo Fisher das médias quadréticas; P': -valor-p do procedimento
Ryan-Holm step-dow Bonferroni.
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Figura 11. Numero inicial de reads das presas detectadas no conteldo gastrointestinal dos predadores
normalizado pela cobertura média da biblioteca (6,2 x 108 reads) com 95% IC. Cs =_C. sanguinea; Ce =
Ch. externa; L = larva; A = adulto.

Em estudo utilizando a técnica de PCR, Eitzinger et al. (2014) analisaram a
influéncia do tamanho do corpo do predador e da qualidade nutricional da presa.

Observaram que o tamanho corporal do predador ndo interferiu na deteccdo da presa,

porém relataram que larvas de 4° instar de Co. maculata apresentaram maior eficiéncia
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de digestdo quando comparadas a larvas de instares menores. A observacdo deles pode
estar relacionada ao resultado observado nesse trabalho, ou seja, uma fase do
desenvolvimento ter taxa de digestdo mais acelerada que outra. Quanto a analise da
qualidade nutricional das presas, eles ndo conseguiram observar diferenga entre as taxas

de detecgdo das presas no conteido gastrointestinal.

Taxa de decaimento (d). Houve pouca diferenca significativa na taxa de decaimento
entre os tipos de predadores para as espécies presas (Tabela 5). Para a presa S.
frugiperda, os adultos de C. sanguinea tiveram uma taxa de decaimento mais lenta do

que as larvas de C. sanguinea (P'= 0,0247, Figura 12).

Tabela 5. ANOVA para taxa de decaimento em funcéo do tipo de predador para cada presa e
cada tipo de presa para cada predador.

Efeito QM F P!
Tipo de presa para larva de C. sanguinea 0,847285 3,1018 0,3271
Tipo de presa para adultos de C. sanguinea 0,854416 3,1279 0,4433
Tipo de presa para larva de Ch. externa 0,283548 1,0380 0,3211
Tipo de predador para S. frugiperda 0,0547154 0,20031 0,9671
Larva versus adulto de C. sanguinea 0,0859727 15,242 0,0247
C. sanguinea versus Ch. externa 0,0234581 0,041989 0,9743
Tipo de predador para M. persicae 0,250487 0,91701 0,8015
Larva versus adulto de C. sanguinea 0,0154177  0,027597 0,9978
C. sanguinea versus Ch. externa 0,485558 0,86914 0,7414
Erro 0,558667

QM: quadrado médio; F: razdo Fisher das médias quadréticas; P': -valor-p do procedimento
Ryan-Holm step-down Bonferroni.
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Figura 12. Taxa de decaimento da deteccéo das reads para ovos de S. frugiperda e adultos apteros de M.
persicae no conteido gastrointestinal dos predadores, normalizado para a cobertura média da biblioteca
(6,2 x 10° reads) com 95% IC. Cs = C. sanguinea; Ce = Ch. externa; L = Larva; A = Adulto.

Periodo de detectabilidade (Dmax). Os ovos de S. frugiperda podem ser detectados 25
h pds-predacdo em adultos de C. sanguinea, porém por menos de 8 h pos-predacdo nos
demais predadores (Tabela 6). A presa M. persicae foi detectavel por menos de 8 h pds-
predacdo para todos os tipos de predadores. Para ambas as espécies de presas, Ch.

externa apresentou o menor e C. sanguinea adulto o maior periodo de detectabilidade.
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Tabela 6. Valores estimados dos pardmetros a 95% de intervalo de confianga (IC).

Mo d (h?) Drmax () Tso (h)

Predador  Presa

Média 9%5% IC Média 9%5% IC Média 95%:ClI Média 95% IC
CsL Sf 46,7 [17,3; 126,3] 0,694  [-0,153; 1,541] 5,6 [0,2; 12,7] 1,4 [0,6; -]
Cs Ad sf 12535  [588,8;2668,6] 0,279  [0,162; 0,397] 250  [23,9:26,3] 3,6 [2,5; 6,2]
CelL Sf 39,1 [16,4; 93,6] 0,674  [-0,028; 1,376] 5,4 [0,3; 11,8] 15 [0,7; -]
CsL Mp 385,2 [288,0; 515,2] 1,101 [0,475; 1,728] 6,8 [4,2;9, 7] 0,9 [0,6; 2,1]
Cs Ad Mp 18715  [1505,7;2326,2] 1,277 [0,349; 2,205] 7,7 [5,3;9,8] 0,8 [0,5; 2,9]
Cel Mp 31 [0,99; 9,43] 0,336  [-0,336; 0,798] 33 [ -] 3,0 [1,3; -]

No: reads iniciais da presa; Cs: C. sanguinea; Ce: Ch. externa; Sf: S. frugiperda; L: larva; Ad: adulto; d: taxa de decaimento; Dmax:

periodo de detectabilidade; Tso: meia-vida; - ndo estimavel.
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5.3.2 Tipo de presa

Deteccéo inicial (no). Para os trés tipos de predadores, o nimero inicial de reads das
presas diferiu para as duas presas (M. persicae e S. frugiperda) (Tabela 4, Figura 11).
Para larvas e adultos de C. sanguinea foram detectadas mais reads de M. persicae do
que reads de S. frugiperda (P'= 4,12 x 10 e 1,76 x 10'1!). Sendo detectadas 8,2 vezes
mais em larvas e 1,5 vezes em adultos. No entanto, para larvas de Ch. externa, o oposto
foi verdadeiro (P'= 1,05 x 10#), sendo 12,6 vezes mais reads de S. frugiperda do que M.

persicae.

Taxa de decaimento (d). Para os trés tipos de predadores, a taxa de decaimento nédo
diferiu para as duas presas (M. persicae e S. frugiperda) (Tabela 5, P'=0,3271, 0,4433 e
0,3211). Para larvas e adultos de C. sanguinea, a taxa de decaimento foi mais lenta para
S. frugiperda, mas ndo significativamente diferente (Figura 12), o que pode ter sido
influenciado pelo restrito nimero de pontos de tempo pOs-predacdo. N&do houve
diferencas significativas nas taxas de decaimento de presas para Ch. externa (Figura
12). A meia-vida de deteccdo das presas variou entre 0,8 - 3,6 h. Hagler e Blackmer
(2013) relataram que presas maiores permanecem por mais tempo no contetdo
gastrointestinal do predador, o que pode influenciar no periodo maior de detec¢do da
presa, resultado contraditdrio ao observado nesse estudo.

As taxas de decaimento dependeram das espécies de presas. O decaimento do
numero de reads de M. persicae foi significativamente mais rapido do que o nimero das
reads da presa S. frugiperda. Embora 0os motivos para isso sejam desconhecidos, esse
resultado mostra que a interpretacdo da analise do conteudo intestinal deve considerar as
taxas de decaimento especificas das espécies de presas, semelhante ao que foi sugerido

para a analise por PCR dos contetdos intestinais (Greenstone et al., 2014). As taxas de
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decaimento ndo dependeram significativamente do tipo de predador. Embora os dados
indicassem alguma variacdo devido ao tipo de predador (Figura 12), a alta variagdo
associada a alguns dos pontos de dados diminuiu a significancia de tal variagdo. E
possivel que se houvessem mais pontos de tempos de observagdo pds-predacdo, as
diferencas relacionadas com predadores na taxa de decaimento fossem reveladas. No
entanto, os resultados observados sugerem que essa variagao, se presente, € mais fraca
do que o efeito das espécies de presas na decaimento taxa de deteccao.

A degradacdo do mtDNA de M. persicae e S. frugiperda nos trés tipos de
predadores ajustou muito bem o modelo de decaimento de primeira ordem para todos os
trés tratamentos de presas (Figura 13 e Figura S1, Anexo 7). Os valores de r? foram

uniformemente elevados, variando de 0,83 a 0,98, embora devido ao pequeno nimero

de pontos de tempo, algumas regressdes ndo foram significativas.
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Figura 13. Taxas de decaimento das reads presentes no contetido gastrointestinal dos trés predadores:

(A) Ovo em pré-eclosdo de Spodoptera frugiperda e (B) Adulto aptero de Myzus persicae. Linhas
representam dados da regressao linear.

Periodo de detectabilidade (Dmax). O periodo de detectabilidade estd diretamente
relacionado a detecgéo inicial e a taxa de seu decaimento (Tabela 6), e ndo com as
espécies das presas. A presa S. frugiperda apresentou o periodo de detectabilidade mais
longo em adultos de C. sanguinea, que apresentaram a maior deteccdo inicial e a menor
taxa de decaimento. Para todos os outros, o periodo de detectabilidade foi inferior a 8 h
devido a baixa deteccdo inicial ou a alta taxa de decaimento. No geral, o DNA dessas
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pequenas presas foi degradado rapidamente (geralmente <8 h pds-predacdo). Isso
implica que a detecgdo nesses predadores coletados no campo pode ser efetiva somente
para presas recém-ingeridas ou para presas ingeridas em maior quantidade do que

aquelas usadas em nossos bioensaios.

5.3.3 Detecgéo e decaimento das presas nos trés tipos de predadores

Vinte modelos foram avaliados, exceto para 0os quatro modelos com um numero
constante de reads iniciais (no), todos foram ajustados para r? > 0,989. Cinco modelos
foram retidos usando um critério de verossimilhanca relativa baseado em AIC. (Tabela
S1, Anexo 2). Todos os modelos retidos permitiram que no variasse com o tipo de
predador e apenas um modelo exigia no dependente de uma interacdo entre o tipo de
predador e as espécies de presas. As taxas de decaimento em todos os modelos retidos
ndo dependeram do tipo de predador, mas trés dos modelos necessitaram da taxa de
decaimento para depender das espécies de presas.

O melhor modelo (Tabela 7) mostra que a deteccdo inicial das reads das presas
dependia diretamente do tipo predador e indiretamente das espécies de presas. Adultos
de C. sanguinea apresentaram o maior nimero de reads iniciais e as larvas de Ch.
externa o menor. A taxa de decaimento dependeu das espécies presas, porém ndo das
espécies predadoras. O decaimento das reads de S. frugiperda foi cerca de trés vezes
mais lento do que o decaimento das reads de M. persicae. Fournier et al. (2008), em
estudo comparando as tecnicas PCR e ELISA, relataram que a deteccao da presa variou
tanto devido ao fator predador/presa quanto pela técnica e que o periodo de meia-vida
de deteccdo pelo método de PCR foi maior que o observado pelo método ELISA, em
que as presas foram detectadas apo6s 11 h, 17,5 h e 51 h, no conteddo gastrointestinal

dos predadores Ch. carnea (larva de 3° instar), H. axyridis (adulto) e de Zelus renardii
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(adulto) respectivamente, que se alimentaram de ovos ou adultos de Homalodisca
vitripennis (Germar) (Hemiptera:Cicadellidae). Diversos autores (Hagler e Naranjo,
1997; Harper et al., 2005; Fournier et al., 2006; 2008) relataram que a meia-vida de
deteccdo da presa apresentou uma elevada variacdo entre diferentes espécies de
predadores. Em estudo realizado com sete espécies de Carabidae, trés espécies de
Staphylinidae e duas espécies de Linyphiidae, Sopp e Sunderland (1989), utilizando a
técnica de ELISA, relataram que a taxa de decaimento do antigeno para os estafilinideos
foi muito mais rapida do que para os carabideos ou para as aranhas. Tais resultados

corroboram com o observado nessa tese.

Tabela 7. Parametros do melhor modelo para detecgéo inicial e decaimento das reads da presa
nos trés tipos de predadores.

Predador Presa In ng EP d EP
C. sanguinea — larvas S. frugiperda 5,67 0,49 0,301 0,041
C. sanguinea — larvas M. persicae 6,09 0,61 1,025 0,348
C. sanguinea — adultos S. frugiperda 7,30 0,24 0,301 0,041
C. sanguinea — adultos M. persicae 7,66 0,52 1,025 0,348
Ch. externa — larvas S. frugiperda 3,12 1,40 0,301 0,041
Ch. externa — larvas M. persicae 3,41 1,59 1,025 0,348

EP: erro padréo; d: taxa de decaimento.

5.4 Detecc¢do das presas em funcdo do nimero de presa consumida

Nesse bioensaio investigou-se se quanto maior a quantidade de presa ingerida,
maior 0 numero de reads detectadas para a presa e o tempo de deteccdo da presa pds-
predacdo. Também foram avaliados: se houve a deteccdo de falsos-negativos (presas
consumidas, mas ndo detectadas) e de falsos-positivos (presas ndo consumidas, mas
detectadas); a variabilidade na deteccdo (numero de reads) de dada presa/predador entre
bibliotecas de DNA do mesmo tratamento; se o tamanho do inserto utilizado para
construir as bibliotecas de DNA influéncia na detec¢do (nimero de reads e duragdo da

deteccdo). O numero total de reads obtidos por biblioteca ap6s controle de qualidade e a
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deteccdo das presas constam na Tabela 8. De maneira geral, pode-se notar um nimero
muito inferior de reads sendo detectadas para as presas que para os predadores, 0 que ja
era esperado. Nenhuma read de presas ou de falsos-positivos foi detectada em qualquer
das bibliotecas utilizadas como controles. A detec¢do da presa decai com o tempo de
digestdo. O numero de reads recuperadas da presa M. persicae variou entre 70 e 1240
em joaninhas que se alimentaram de mais de uma presa e imediatamente foram
congeladas e variou entre 0 a 28 reads em joaninhas coletadas 3, 6 € 9 h de pds-
predacdo, apresentando assim um rapido decaimento na detec¢do. De um total de 16
bibliotecas, houve detec¢do de falsos-positivos em 15 delas, sendo de até trés espécies
falsamente detectadas. A variabilidade e o tamanho do inserto serdo discutidos em
topico separado, pois foi realizada uma andlise integrada dos dados de todas as

bibliotecas, independente do bioensaio.
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Tabela 8. Numero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no Bioensaio B.

o5 _ S8S%F 85 € _sf.g885s52 f. & 223

Biblioteca ' ReadS 5 59 g SES8§ ET 8T 8§ %‘g Sc 2582 ST 88252

pos CQ 8 29 £ 328 st $32 88L& 55 28 2zcc ES Z8SFRG

Ly ® =558 E8 x5 &% <2 23 5505 g3 Wrgeg
a O 5 £ = + < O n < H "
BioB46 2827085 Hc L Mp 0 -1 350 24979 0 0 0 0 0 0 0 0
BioB47 2715140 Hc L Mp 1 0 350 22 6 0 508 2 0 34326 3 0
BioB48 2454150 Hc L Mp 1 0 350 15524 266 2 0 0 4 4 3 4
BioB49 2835714 Hc L Mp 1 0 350 18328 472 2 0 2 2 0 3 2
BioB47B 3506378 Hc L Mp 1 0 550 15652 350 0 156 0 6 7686 3 6
BioB50 2982288 Hc L Mp 1 3 350 17848 0 0 0 2 0 4 2 0
BioB51 2678374 Hc L Mp 1 6 350 18448 8 2 0 0 2 0 2 2
BioB52 2875610 Hc L Mp 1 9 350 13110 0 0 0 2 0 2 2 0
BioB53 2467086 Hc L Mp 3 0 350 12268 484 0 0 2 0 4 2 0
BioB54 2473628 Hc L Mp 3 3 350 18292 4 2 0 2 0 0 2 0
BioB55 2755179 Hc L Mp 3 6 350 27900 28 0 0 0 0 2 1 0
BioB56 2798613 Hc L Mp 3 9 350 26474 2 2 0 0 0 2 2 0
BioB57 2343983 Hc L Mp 6 0 350 15608 1240 0 0 0 2 6 2 2
BioB58 2577512 Hc L Mp 6 3 350 22190 8 0 0 4 4 6 3 4
BioB59 2908835 Hc L Mp 6 6 350 21142 14 2 0 2 0 0 2 0
BioB60 2585855 Hc L Mp 6 9 350 13564 4 0 0 4 0 2 2 0

CQ: controle de qualidade; Hc: Hi. convergens; Ha: H. axyridis; Ce: Ch. externa; L: larva; Mp: M. persicae



Anélises preliminares do decaimento da deteccdo do mtDNA indicam que o
modelo linear utilizando dados lineares transformados foi mais adequado do que o
modelo ndo-linear usando dados ndo transformados para os tratamentos de 3 e 6 h
(Figura 14), ndo apresentando diferenca na regresséo pré-definida para o bioensaio com
uma presa M. persicae (Figura 14A). No entanto, 0 modelo ndo-linear apresentou
declinio mais acentuado do que os dados 0s bioensaios com trés (Figura 14B) e seis M.

persicae (Figura 14C), assim o modelo linear foi utilizado nas analises subsequentes.

W B ()

T +

Numero dereads das presas

Figura 14. Relacgéo entre o nimero de reads observadas da presa e métodos de regressdo. Linha preta:
regressdo ndo linear sobre dados ndo transformados com nivel de confianga de 95%. Linha azul:
regressdo linear em dados In-transformados. A) Uma presa de M. persicae; B) Trés presas de M.
persicae; C) Seis presas de M. persicae.

O modelo de decaimento de primeira ordem para a decomposi¢do do mtDNA de
M. persicae em larvas de Hi. convergens apresentou-se adequado para todos os trés
tratamentos de presas (Tabela 9, Figura 15). O r2 apresentou valores elevados, exceto
para a regressao do bioensaio de 6 h devido ao pequeno nimero de pontos. Analisando
0 ajuste dos modelos, é possivel que a degradacdo do DNA da presa desacelerasse com
0 tempo, ja que todos os pontos de dados, incluindo o0 9 h p6s-predacédo, estavam acima
dos valores previstos (Figura 15). A taxa de decaimento do mtDNA variou entre 0,842 a
1,013 h* (Tabela 9), apresentando meia-vida de deteccédo de 0,99 (0,82 e 1,23) a 1,19
(0,91 e 1,72) h (com erro padrdo). Nao houve, porém, relacdo entre a taxa de
decaimento ou meia-vida de detec¢cdo com o numero de presas consumidas, sendo que

os trés tratamentos com presas ndo apresentaram variacdo significativa nas taxas de
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decaimento (F29 = 0,196, valor-p=0,8251) e o periodo de detectabilidade (Dmax) foi

maior quando mais presas foram consumidas, variando de 7,33 a 9,66 h.

Tabela 9. Valores dos parametros para cada tratamento.

# presas de Inclinacdo (h- No )

M. persicae 1 In no (reads) r Fi2 valor-p  Dmax (h)
1 -0,915 (0,062) 6,713 (0,022) 888,6 0,991 219,37  0,0045 7,33
3 -1,013 (0,201) 7,996 (0,209) 21349 0,927 25,24  0,0374 7,89
6 -0,842 (0,260) 8,138 (0,198) 37115 0,840 10,52  0,0833 9,66

Ne ndo foi transformado. O erro-padréo esta indicado entre paréntesis.

.10 F

Numere de reads das presas

o
e

a2
o
=2

Figura 15. Taxa de decaimento das reads das presa M. persicae no contetdo gastrointestinal de Hi.
convergens, de acordo com o nimero de presas consumidas. Linha pontilhada: 1 M. persicae consumido.
Linha tracejada: 3 M. persicae consumidos. Linha sélida: 6 M. persicae consumidos.

O modelo com o nimero de presas como a categoria variavel (Modelo 1) deveria,
em teoria, ajustar melhor os dados do que o modelo de regressdao (Modelo 2), pois 0
Modelo 1 necessita de um parametro adicional. Os valores apresentados pelo r2 foram
de 0,931 para 0 Modelo 1 e 0,905 para o Modelo 2, ou seja, 0 Modelo 1 apresentou um
melhor resultado. O AIC. foi usado como parametro adicional do Modelo 1, como um
método objetivo na discriminagdo entre os dois modelos com diferentes nimeros de
pardmetros. Quanto menor o AlC., melhor o modelo explica os dados. Exp(AAIC./2)

estima a probabilidade relativa dos modelos avaliados. O Modelo 2 apresentou menor
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AIC. do que o0 Modelo 1 (Tabela 10), sugerindo que seria 1.8 vezes mais provavel que o

Modelo 1.

Tabela 10.Comparacdo dos modelos testando as hipdteses quantitivas com o ndmero de reads
da presa presentes no contetdo gastrointestinal de Hi. convergens.

Modelos K n AlC,
1 3 11 81,12
2 2 11 79,89

Modelo 1: Anélise categ6rica do nimero de presas;
Modelo 2: Andlise de regressdo do numero de presas.
K é o tamanho da amostra; AIC. é o menor Critério de
Informacdo de Akaike da amostra.

Consequentemente, a hip6tese de que o numero de reads de mtDNA de M.
persicae esta quantitativamente relacionado ao nimero inicial de presas consumidas é a
melhor explicacdo para os resultados observados do que qualquer outra alternativa.
Além disso, se 0 nimero de reads estd diretamente relacionado ao numero de presas
consumidas, entdo o coeficiente de regressao (m1, Tabela 11) é predito igual a 1. Assim,
para essa hipotese, to = 1,646 e valor-p = 0,1343, que mostra que a inclinacdo de m; é
ligeiramente menor que 1, ndo sendo assim significativamente diferente de 1. Tomando
assim todos os dados em conjunto, temos que a taxa de decaimento foi de 0,895 £+ 0,131
(h, erro padrdo), com uma meia-vida de deteccdo de 1,12 h {0,97;1,31}. Weber e
Lundgren (2009) em estudo semelhante, observaram que a detecgdo da presa (ovos de
L. decemlineata) por PCR no conteudo gastrointestinal do predador Co. maculata (larva
de 4° instar) estava diretamente relacionado ao numero de ovos consumidos e ndo pela
idade dos ovos e que a meia-vida de deteccdo da presa foi de pouco mais de 59 min para
os predadores que estavam em jejum. Paula et al. (2015), utilizando sequenciamento
shotgun de alta performance, avaliaram a deteccdo da presa Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera: Aphididae), no conteido gastrointestinal do predador adulto H. axyridis e

relataram a deteccdo da presa nos tempos imediatamente (0 h) e 3h pds-predacéo.
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Relataram ainda que o numero de reads foi maior no tempo 0, enquanto que nesse
estudo, utilizando a larva de 3° instar de Hi. convergens como predador, foi possivel a
deteccdo da presa M. persicae 6 h pds-predacdo e 0 maior numero de reads também
aconteceu no tempo O poOs-predacdo. Hagler e Naranjo (1997), utilizando ELISA
indireta, avaliaram o conteudo gastrointestinal de trés predadores O. insidiosus, G.
punctipes e Hi. convergens que se alimentarem de diferentes nimeros de ovos da
lagarta-rosada-do-algodéao P. gossypiella e observaram que os predadores sugadores (O.
insidiosus e G. punctipes) apresentaram maior tempo de deteccdo das presas, sugerindo
que podem apresentar taxa de digestdo mais lenta que os predadores mastigadores.
Além disso, relataram que quanto maior a quantidade de ovos ingerida, maior o sinal de
deteccdo da presa, ou seja, maior a quantidade de antigenos da presa para ser detectada
e que quanto maior o tempo decorrido da predacdo, menor foi sinal de detecgdo da
presa, pois o0s antigenos da presa vdo sendo degradados cada vez mais a medida que o
processo de digestdo evolui.

Tabela 11. Parametros estimados para o Modelo 2.

Parametro Média (erro-padrao) t valor-p
No 6,790 (0,166) 40,86  1,57x10
ms, ndremo de presas 0,798 (0,123) 6,49 1,12x10*
M, tempo -0,895 (0,131) 6,83  7,62x10°

r=no+myN+m;T, em que r = nimero de reads da presa In-transformado; N
= € 0 nimero de presas In-transformado utilizadas na alimentacéo do predador,
T = o tempo transcorrido apos alimentacdo; m; e m, sdo os intervalos da
regressdo; no = 0 nimero In-transformado de reads das presas no tempo 0 para
uma presa; t = estatistica de Student para a hipdtese nula em que o parametro é
0.

5.5 Detecgdo da presa em predagdo secundaria em funcdo do numero de presas

consumidas e tempo pés-predacéo

Nesse bioensaio investigou-se: se é possivel detectar presa secundariamente

consumida, ou seja, consumida por um predador (primario ou direto) que virou presa de
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um segundo predador (secundario ou indireto); quanto tempo pos-predacdo primaria e
secundaria a presa pode ser detectada de acordo com o numero (biomassa) consumido e
se 0 decaimento da detec¢do independe da predacdo ser primaria (direta) ou secundaria
(indireta); se a taxa de decaimento da deteccdo da presa no predador primario independe
do periodo de digestdo do predador secundério; se a taxa de decaimento da detec¢do da
presa depende da interacdo entre o tempo de digestdo no predador primario e o tempo
de digestdo no predador secundéario; se o decaimento da detec¢do do predador primario
consumido pelo predador secundario (nesse caso o predador primario é considerado
presa primaria do predador secundario) depende de sua alimentacdo prévia de presa
secundaria; se é possivel distinguir se uma dada presa detectada foi predada
primariamente ou secundariamente. Também foram avaliados: deteccdo de falsos-
negativos (presas consumidas, mas ndo detectadas) e de falsos-positivos (presas nao
consumidas, mas detectadas); variabilidade na deteccdo (nUmero de reads) de dada
presa/predador entre diferentes bibliotecas de DNA; relagéo entre o tamanho do inserto
utilizado para construir as bibliotecas de DNA na detec¢do das presas (niUmero de reads
e duracdo da deteccao).

O numero total de reads por biblioteca ap6s controle de qualidade e a detecgdo
das presas constam na Tabela 12. De maneira geral, pdde-se notar um nimero muito
inferior de reads sendo detectadas para as presas secundaria e primaria que para o
predador secundario. A quantidade de reads detectada por presa/predador reduz com o
tempo de digestdo. Nenhuma read de presas ou de falsos-positivos foi detectada em
qualquer das bibliotecas utilizadas como controles da predacédo intraguilda. No entanto,
de trés bibliotecas controle para predacéo intraguilda (C68 a C70) houve a deteccéo de
presa secundaria M. persicae em duas bibliotecas, embora ambos os predadores

primario (Ch. externa) e secundario (H. axyridis) tenham permanecido em jejum por 24
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h antes do inicio do bioensaio. A deteccdo das reads de M. persicae como falso-positivo
nesse bioensaio levantou a incerteza de que outras bibliotecas ndo tenham sido
contaminadas com M. persicae, ou se 0 tempo de 24 h em jejum foi suficiente para
esvaziamento total do conteudo gastrointestinal dos predadores antes de serem
utilizados nos bioensaios, uma vez que para a manutencdo das col6nias dos predadores
(joaninha e crisopideo) foram utilizadas diferentes espécies de pulgdes (M. persicae, A.
gossypii, Uruleucon sp.). Outro incidente com falsos positivo foi a biblioteca C74 ter
apresentado reads (n=3254) para Hi. convergens. A contaminacdo pode ter acontecido
durante o bioensaio em que um individuo de Hi. convergens pode ter sido
inadvertidamente adicionado ao pool de predadores utilizado na construcdo dessa
biblioteca. Outra alternativa seria a contaminacdo ter ocorrido no momento da
dissecacdo dos intestinos do predadores, uma vez que 0s quatro bioensaios foram
realizados de forma concomitante.

A deteccdo de predacdo secundaria é factivel por esse método, sendo a presa
primaria mais passivel de deteccdo do que a secundaria. Entre 2 e 2112 reads da presa
primaria (Ch. externa) foram recuperadas, sendo mais detectadas imediatamente apds a
alimentacdo do predador, H. axyridis. Entre 0 e 350 reads de M. persicae foram
recuperadas como presas secundarias no predador intraguilda (presa secundaria — M.
persicae — consumida pela presa priméaria — Ch. externa — e depois consumida por um
predador intraguilda — H. axyridis). De um total de 20 bibliotecas, houve deteccdo de
falsos-positivos em 18 delas, sendo de até trés espécies falsamente detectadas. A
predacdo secundaria é sim detectada por esse método, o que impossibilita a distingdo
entre a predagéo primaria e a secundaria. A detecgdo inicial e o decaimento das reads da
presa secundaria no geral apresentou a mesma tendéncia que o observado nos demais

bioensaios. Inicialmente a deteccdo das reads da presa primaria (Ch. externa) no
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predador intraguilda (H. axyridis) dependeu de seu histérico alimentar , ou seja, da

alimentacdo prévia de M. persicae, 0 que ndo era esperado.
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Tabela 12. Namero de reads detectadas para predadores, presas e falsos-positivos no Bioensaio C.

c— (48]
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a 3+ T+ < T o +*
BioC68 3233855 Ha L Ce Mp 1 0 - 0 17462 2112 4 0 0 20 0 0 1 20
BioC69 2566038 Ha L Ce Mp 1 0 - 3 31884 376 2 2 2 4 0 0 3 8
BioC70 2762291 Ha L Ce Mp 1 0 - 6 44802 116 0 0 0 56 2 2 3 60
BioC71 2296493 Ha L Ce Mp 1 3 0 0 8440 228 6 0 0 0 2 2 4
BioC72 2973215 Ha L Ce Mp 1 3 0 3 41224 92 8 0 0 0 6 2 10
BioC73 2864639 Ha L Ce Mp 1 3 0 6 55024 6 8 0 2 0 2 3 10
BioC74 2898985 Ha L Ce Mp 1 3 3 0 22180 10 70 2 0 0 0 3254 2 3256
BioC75 2809740 Ha L Ce Mp 1 3 3 3 25706 76 0 0 2 12 0 0 2 14
BioC76 2066448 Ha L Ce Mp 1 3 3 6 46236 64 6 0 0 2 0 0 1 2
BioC76.1 2290736 Ha L Ce Mp 1 3 6 0 36104 4 0 0 0 0 0 2 1 2
BioC76.2 2608065 Ha L Ce Mp 1 3 6 3 28334 2 0 0 0 0 0 0 0 0
BioC76.3 2484257 Ha L Ce Mp 1 3 6 6 24610 24 0 0 0 2 0 0 1 2
BioC77 3032949 Ha L Ce Mp 0 0 - -1 78714 0 0 0 2 2 0 0 2 4
BioC78 2877323 Ha L Ce Mp 0 1 0 - 32400 0 512 0 0 0 0 2 1 2
BioC79 2930724 Ha L Ce Mp 0 1 0 - 25240 0 492 0 0 4 0 0 1 4
BioC80 2853434 Ha L Ce Mp 0 1 0 - 19870 0 52 0 0 0 0 2 1 2
BioC78B 3585431 Ha L Ce Mp 0 1 0 - 30622 0 72 0 0 2 0 0 1 2
BioC81 2676830 Ha L Ce Mp 0 3 0 - 23746 0 146 0 0 18 0 2 2 20
BioC82 3493106 Ha L Ce Mp 0 3 3 - 47824 0 108 0 0 0 0 0 0 0
BioC83 2623573 Ha L Ce Mp 0 3 6 - 22506 0 2 0 0 8 0 0 1 8

CQ: controle de qualidade; Ha: H. axyridis; Ce: Ch. externa; L: larva; Mp: M. persicae; Inserto: 350pb.
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Harwood et al. (2001) utilizando ELISA avaliaram a predacdo secundaria do
pulgdo Sitobion avenae (Hemiptera: Aphididae) consumido pela aranha Lepthyphantes
tenuis (Araneae: Linyphiidae), por sua vez consumida pelo besouro Poecilus
(=Pterostichus) cupreus (Coleoptera: Carabidae). Eles observaram que a detec¢do do
pulgdo s6 foi possivel em besouros (predador secundario) que foram imediatamente
congelados apds se alimentarem de aranhas (predador primario do pulgdo e presa
primaria do besouro) que por sua vez foram imediatamente congeladas apds se
alimentarem do pulgdo. Sheppard et al. (2005) por meio da técnica de PCR, observaram
ser possivel a deteccdo do pulgdo S. avenae, que inicialmente foi consumido pelo
predador priméario T. tenuis, no conteudo gastrointestinal do predador secundério P.
melanarius. De acordo com eles a deteccdo da presa secundaria foi possivel no predador
secundario: em até 8 h pos-predacdo do predador primario, que havia imediatamente
consumido o pulgdo; e em até 4 h pos-predacdo do predador primério 4 h ap0s este ter
predado o pulgdo. Apesar de o predador primério (Ch. externa) apresentar uma taxa de
metabolismo mais acelerado do que o observado em aranhas (Greenstone e Bennett,
1980), os resultados obtidos nesse trabalho apresentaram um intervalo de deteccdo
superior ao estudo citado em aranhas, o que sugere que a deteccdo da presa esta

relacionada as espécies envolvidas e as técnicas utilizadas para a detec¢éo.

5.5.1 Detecc¢do de presa secundaria em predacdes primaria e secundaria

O numero de reads de M. persicae detectadas em H. axyridis ndo foi
significativamente diferente quando foi consumido por predacdo primaria ou por
secundaria (Tabela S2, Anexo 7). Embora nédo tenha havido sobreposicdo dos ICs de
95% durante 3 h pds-predacéo da presa secundaria (Figura 16), a elevada sobreposicéo a

0 e 6 h fez a diferenca global ndo ser significativa.
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Figura 16. Numero de reads de M. persicae detectado em H. axyridis p6s-predagéo primaria ou
secundaria com IC de 95%.

5.5.2 Taxa de decaimento da presa secundaria em predacfes primaria e secundaria

A taxa de decaimento (d) da deteccdo de M. persicae consumido por H. axyridis
ndo diferiu da predacdo ter sido primaria ou secundaria (Tabela S3, Anexo 7, Teste 1).
O r? ajustado para este modelo ndo foi alto (0,5466), provavelmente devido ao grande
nimero de reads observadas para predacdo priméria até 3 h pos-predagdo (Figura 17).
Apesar disso, a comparacdo do modelo completo e do melhor modelo mostrou que os
ICs de 95% se sobrepuseram para o numero inicial de reads (no), para a taxa de
decaimento (d) e para o periodo de deteccdo (Dmax) (Tabela S4, Anexo 7, Teste 1). A
distincdo entre a predacdo primaria e secundaria também néo foi possivel mesmo pela

andlise da taxa de decaimento.
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Figura 17. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) em H. axyridis em funcéo da
predacédo primaria (linha preta s6lida, circulos pretos sélidos) ou predacdo secundaria (linha tracejada,
circulos abertos) e tempo pos-predacéo por H. axyridis. O melhor modelo esté apresentando com linha
cinza solida. Circulos observados foram normalizados com IC 95%.

553 Taxa de decaimento das reads da presa secundaria no contetdo
gastrointestinal da presa primaria em relacdo ao tempo de digestdo no predador

intraguilda

O melhor modelo apresentou a deteccdo inicial (no) dependente do periodo de
digestdo no predador intraguilda (H. axyridis) e uma taxa de decaimento comum
(Tabela S2, Anexo 7, Teste 2). O modelo com nimeros de taxas de deteccdo iniciais e
taxa de decaimento comuns apresentou um AIC. semelhante, mas apresentou um r?
baixo (0,4197). O modelo selecionado apresentou melhor ajuste dos dados com um r?
elevado (0,9975). O modelo completo diferiu ligeiramente do melhor modelo (Tabela
S4, Anexo 7, Teste 2) e os numeros de deteccdo iniciais foram quase idénticos. Reads
foram mais detectadas no momento inicial pés-predacéo (0 h) pelo predador intraguilda
que ap6s 3 ou 6 h pos-predacao (Tabela S4, Anexo 7, Figura 18). Os ICs de 95% para a
taxa de decaimento para o0 modelo completo no tempo de 6 h nédo se sobrepds ao do
modelo completo a 0 h pds-predacdo (Tabela S4, Anexo 7), mas a AIC. foi muito maior

para 0 modelo completo (Tabela S2, Anexo 7). A AIC. penaliza um modelo com mais
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parametros, de modo que o modelo de taxa de decaimento comum foi superior. A taxa
de decaimento comum da presa secundaria foi de 0,799 no grupo controle (tempo h)
na presa primaria, Ch. externa e o periodo de detectabilidade (Dmax) variaram de 3,3 a

6,2 h.

Reads da presa primaria

0 2 4 6 8 10
Tempo pos-predacao da presa primaria pelo
predador intraguilda

Figura 18. Decaimento das reads da presa secundéria (M. persicae) no gastrointestino da presa
primaria (Ch. externa), em fungéo do periodo de digestao do predador intraguilda (H. axyridis) e 0
tempo pés-predacéo por Ch. externa. Linhas representam os melhores modelos e os circulos representam
a normalizagdo a 95% de IC. Linha pontilhada e circulos abertos: 0 h p6s-predacao por H. axyridis;
Linha tracejada e circulos cinza: 3 h pds-predacao por_H. axyridis; Linha sélida e circulos negros: 6 h
pos-predacdo por H. axyridis.

55.4 Taxa de decaimento das reads da presa secundaria no contetdo
gastrointestinal do predador intraguilda em relacdo ao tempo de digestao na presa
primaria

O melhor modelo apresentou a deteccdo inicial (no) dependente do periodo de
digestdo na presa primaria e uma taxa de decomposi¢do comum (Tabela S3, Anexo 7,
Teste 3). O modelo com nimeros de taxas de deteccdo iniciais comuns e taxa de
decaimento tiveram um AIC. muito baixo, assim como um r? (0,6251). O modelo
selecionado apresentou melhor ajuste dos dados com r? alto (0,9935). O modelo

completo, por sua vez, apresentou um r? ligeiramente mais elevado, mas um AIC. muito

alto (Tabela S3, Anexo 7). Os nameros iniciais de deteccdo foram qualitativamente
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semelhantes entre 0 modelo completo e 0 modelo selecionado (Tabela S4, Anexo 7,
Teste 3), com mais reads de presas secundaria detectadas imediatamente p6s-predacao
(tempo 0 h) pela presa priméaria e menos reads detectadas 6 h pds-predacdo (Tabela S4,
Anexo 7, Figura 19). Tal resultado é esperado devido a degradacdo das reads da presa
secundaria no contetido gastrointestinal da presa priméaria. As taxas de decaimento para
0 modelo completo variaram consideravelmente entre os trés periodos de digestdo de
presas primaria, mas suas ICs de 95% se sobrepuseram (Tabela S4, Anexo 7). A
variacdo deveu-se provavelmente ao pequeno nimero de presas secundaria observadas
nos periodos de digestdo de presas primaria mais tardios. A taxa de decaimento comum
da presa secundaria foi de 0,514 h™* no predador primaria, H. axyridis. O periodo de
detectabilidade (Dmax) Nndo pOde ser estimado para todos, mas apresentou valores de 8,9
e 12,6 h apés 3 e 0 h, ap6s a presa primaria consumir a presa secundaria,

respectivamente.

1000

Reads da presa primdria

Tempo pos-predagdo da presa primdria pelo
predador intraguilda

Figura 19. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) no predador intraguilda (H.
axyridis), em funcéo do tempo de digestio da presa primaria (Ch. externa) e do tempo pds-predacao por
H. axyridis. Linhas representam os melhores modelos e os circulos representam a normalizagdo com
95% de ICs. Linha pontilhada com circulos abertos: 0 h pds-predacéo por Ch. externa; Linha tracejada
com circulos cinza: 3 h pds-predacgdo por Ch. externa; Linha sélida com circulos pretos: 6 h pos-
predacdo por Ch. externa.
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555 Taxa de decaimento das reads da presa secundaria no conteddo
gastrointestinal da presa priméria e no do predador intraguilda

Comparando as taxas de decaimento das reads da presa secundaria no contetdo
gastrointestinal da presa priméaria (Ch. externa) e no do predador intraguilda (H.
axyridis) observou-se a diferenca de 0,285, ndo significativa (ts = 1,58; valor-p =
0,1747). Desta forma, pdde-se observar que ndo houve diferenga na taxa de decaimento
da presa secundaria, independente se foi consumida pela presa primaria ou pelo
predador intraguilda.

E possivel que a decomposicdo da presa secundaria dependa da relacio do
tempo de digestdo no predador intraguilda e do tempo de digestdo da presa primaria.
Teoricamente, dado o desenho experimental desenvolvido, poderiam haver seis
diferentes taxas de decaimento, trés associadas com decaimento da presa priméria, que
diferem dependendo do periodo de digestdo no predador intraguilda, e trés associadas
com decaimento no predador intraguilda, que diferem dependendo do periodo de
digestdo na presa priméria. Os resultados anteriores, porém, sugerem que este nivel de
complexidade seja improvavel, pois ndo houve diferenca nas taxas de decaimento nas
presas priméarias que dependessem do predador intraguilda e nenhuma diferenca nas
taxas de decaimento no predador intraguilda que dependesse da presa primaria. Além
disso, a andlise anterior indicou que a taxa de decaimento na presa primaria e no
predador intraguilda pode ser a mesma, portanto, considerou-se a hip6tese de que a
decomposicédo da presa secundaria estava relacionada com o tempo total de digestéo,
independentemente de estar na presa primaria ou no predador intraguilda. O melhor
modelo de andlise foi 0 modelo de tempo total (Tabela S3, Anexo 7, Teste 4), apoiando
esta hipdtese (Tabela S2, Anexo 7, Teste 4). A taxa de decaimento estimada foi de

0,563 h! e o periodo de detectabilidade foi de 8,7 h (Figura 20), sugerindo que a presa
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secundaria (neste caso, trés adultos apteros de M. persicae) pode ser detectada direta ou

indiretamente durante 8,7 h ap6s a primeira ingestao.
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Tempo total pds-predacdo da presa primaria (h)

Figura 20. Decaimento das reads da presa secundaria (M. persicae) na presa primaria (Ch. externa) e
no predador intraguilda (H. axyridis), em fungéo do tempo total p6s-predacéo pela Ch. externa e por H.
axyridis. Linhas apresentam os melhores modelos e circulos representam a normalizagdo com 95% de
IC. Circulos abertos: 0 h pds-predagdo por Ch. externa e 0 — 6 h pds-predagdo por H. axyridis. Circulos
cinza: 3 h pés-predacéo por Ch. externa e 0 — 6 h pds-predacdo por H. axyridis. Circulos pretos: 6 h pos-
predacdo por Ch. externa e 0 — 6 h pos-predacdo por H. axyridis.

5.5.6 Decaimento da presa primaria no conteido gastrointestinal do predador
intraguilda em relacéo a alimentacdo prévia pela presa primaria

O melhor modelo apresentou a deteccdo inicial (no) dependente de a histéria
alimentar prévia da presa primaria e de uma taxa de decaimento comum (Tabela S3,
Anexo 7, Teste 5). O modelo selecionado ajustou bem os dados com um r? alto
(0,9988). O modelo completo apresentou um r? ligeiramente mais elevado, mas um
AIC. mais elevado (Tabela S3, Anexo 7). Os numeros de reads iniciais de deteccao
foram qualitativamente semelhantes entre 0 modelo completo e o0 modelo selecionado
(Tabela S4, Anexo 7, Teste 5), com mais reads de presas primarias detectadas para
presas primarias que ndo se alimentaram e menos detectadas para presas primarias que
se alimentaram de presas secundaria com um periodo de ingestdo de até 6 h (Tabela S4,

Anexo 7, Figura 21), ndo estando claro, porém, como a presenca de presas secundarias
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interferem na detectabilidade da presa primaria. As taxas de decaimento para 0 modelo
completo variaram entre 0s quatro grupos de alimentagéo de presas de intraguilda, mas
seus ICs de 95% se sobrepuseram (Tabela S4, Anexo 7). A variacdo deveu-se
provavelmente ao pequeno nimero de presas primérias utilizadas nos bioensaios de
alimentacdo de presas primarias, sendo que a taxa de decaimento comum da presa
primaria foi de 0,484 h' no predador intraguilda, H. axyridis. O periodo de
detectabilidade (Dmax) foi entre 7,5 e 18,2 h e geralmente mais longo do que para a presa

secundaria.
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Tempo pods-predacdo da presa secundaria pelo
predador intraguilda (h)

Figura 21. Decaimento das reads das presas primarias (Ch. externa) no predador intraguilda (H.
axyridis), em fungdo da alimentacdo prévia da presa priméria (Ch. externa) e do tempo pés-predacéo por
H. axyridis. Linhas mostram o melhor modelo e os circulos apresentam os dados normalizados a 95% de

ICs. Linha e circulos azuis: sem ingestéo prévia de presa secundaria. Linha pontilhada e circulos

abertos: imediatamente pds-predacdo da presa secundéria. Linha tracejada e circulos cinza: 3 h pds-
predacgdo da presa secunddria. Linha solida e circulos negros: 6 h pés-predacéo da presa secundaria.

5.5.7 Taxa de decaimento das presas primaria e secundaria no predador
intraguilda

Para testar se a taxa de decaimento foi a mesma para a presa secundaria (M.
persicae) e a presa intraguilda (Ch. externa) no predador intraguilda (H. axyridis), as

taxas de decaimento estimadas nos resultados anteriores foram comparadas. A diferenca
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nas taxas de decaimento foi de 0,030, ndo sendo significativa (ti2 = 0,28, valor-p =
0,7823), indicando assim que a taxa de decaimento da presa secundaria e da presa
intraguilda foram semelhantes no predador intraguilda. O nimero de reads das presas
primaria e secundaria numa biblioteca foi positivamente correlacionado (r? = 0,7095, n
=9, valor-p = 0,0323, Figura 22). Seria de se esperar que houvesse relativamente mais
reads de presas secundaria imediatamente pos-predacao pelas presas primarias do que 6
h pds-predacéo. Os dados sdo consistentes com esta expectativa, mas o nimero de reads

das presas primarias covariadas com a presa secundaria foi maior do que o esperado.
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Figura 22. Correlacao entre o nimero de reads da presa secundaria (M. persicae) e da presa primaria
(Ch. externa) detectadas em H. axyridis. Circulos abertos: 0 h pos-predacéo da presa secundaria por Ch.
externa. Circulos cinza: 3 h pos-predacgéo da presa secunddria por Ch. externa. Circulos negros: 6 h
pos-predacdo da presa secundaria por Ch. externa.

5.6 Deteccdo da presa em funcéo da temperatura ambiente de digestao da presa

Nesse bioensaio investigou-se a influéncia da temperatura ambiente de digestdo
na deteccdo da presa (numero de reads e tempo de detecgdo). O nimero total de reads
por biblioteca apos controle de qualidade e a detecgéo das presas constam na Tabela 18.
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Tabela 13. Nimero de reads detectadas para os predadores, presas e falsos-positivos no Bioensaio D.

s o s - %@Sgég 85 8 S % s, £8 $§%m

Biblioteca  # Reads p6s CQ g 3 g g g g% g’% £ :8’ 28 8 g % g g é 'g g ;-’v lg,_ % s g

£ FPE & x §8ESE8 €L €8 <3 2 55 gg g 8
FEFRgF= = * < g TS ¥g i
BioAl 4760877 Cs L - - -1 256 350 35342 0 0 0 0 0 0 0

BioD61 2690267 Cs L Mp 1 0 25 350 4774 1714 4 2 2 12866 4 12874
BioD62 2773562 Cs L Mp 1 3 20 350 24750 6 0 0 2 2 2 4
BioD63 2495933 Cs L Mp 1 6 20 350 18950 4 0 0 2 0 1 2
BioD64 2548934 Cs L Mp 1 9 20 350 27724 0 0 0 6 0 1 6
BioA9 4797188 Cs L Mp 1 3 25 350 42578 0 0 2 0 0 1 2
BioAl0 4975496 Cs L Mp 1 6 25 350 44144 0 0 0 0 0 0 0
BioAll 4888879 Cs L Mp 1 9 25 350 40764 0 0 0 0 4 1 4
BioD65 2951181 Cs L Mp 1 3 30 350 23190 2 0 0 6 0 1 6
BioD66 2687841 Cs L Mp 1 6 30 350 22332 0 0 0 0 0 0 0
BioD67 2770406 Cs L Mp 1 9 30 350 27174 2 0 0 10 0 1 10

CQ: controle de qualidade; Cs: C. sanguinea; Mp: M. persicae; L: larva.

102



N&o houve influéncia da temperatura na deteccdo do nimero de reads das presas.
Houve sobreposi¢do de todos os ICs 95% em todos os tratamentos 6 e 9 h p6s-predagao.
No tempo 3 h pos-predacdo da presa, o tratamento a 20°C apresentou maior nimero de
reads do que o tratamento a 25°C, porém ndo apresentou diferenca quando comparado
ao tratamento a 30°C. E importante observar o elevado niimero de reads contaminantes
(n=12866) do predador Hi. convergens, o que sugere gque, assim como no bioensaio A,
em alguma etapa do bioensaio D houve a contaminacdo dessa amostra, seja na dissec¢do
do inseto ou na prépria extracdo de DNA.

Von Berg et al. (2008), utilizando a técnica de PCR, avaliaram a influéncia da
temperatura (12, 16 e 20°C) na detec¢do de presas no conteldo gastrointestinal dos
predadores Nebria brevicolis (Coleoptera: Carabidae) e P. melanarius. Quando
comparada a detecgdo entre as duas espécies, 0s autores sugerem que exista uma
diferenca na capacidade de digestdo entre esses predadores, pois ndo observaram
influéncia da temperatura ou do tamanho do fragmento na deteccdo da presa. A
temperatura apenas interferiu na deteccdo das presas no predador P. melanarius, que
apresentou queda no numero de deteccdo a 20°C quando comparado as temperaturas de
12 e 16°C. Mcmillan et al. (2007), utilizando a técnica de PCR, avaliou a detec¢do da
presa Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae) no contetdo gastrointestinal da
joaninha A. bipunctata em duas temperaturas, 14 e 21°C. N& houve efeito de
temperatura sobre a decomposicdo/deteccdo das reads das presas. Hoogendoorn e
Heimpel (2001), utilizando a técnica de PCR, observaram menor numero de predadores
(Co. maculata) com deteccdo positiva de ingestdo de presa ao aumentarem a
temperatura ambiente de digestdo de 20 para 27°C. Utilizando a técnica de ELISA,
Haggler e Naranjo (1997) ), utilizando ELISA, avaliaram a interferéncia da temperatura

na deteccdo da presa P. gossypiella no contetdo gastrointestinal do predador O.
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insidiosus. Ao avaliarem as temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C, observaram que néo
houve diferenca na deteccdo das presas entre as temperaturas de 15, 20 e 25°C.
Entretanto, a 30°C observaram significativa reducdo no numero de individuos com
deteccdo de ingestdo de presa. Relataram ainda que a deteccdo da presa P. gossypiella é
influenciada pela temperatura em que ocorre a digestdo dos predadores (O. insidiosus,
G. punctipes e Hi. convergens) e que quanto maior a temperatura, mais curta foi a
duracéo da deteccéo da presa, ou seja, em temperaturas mais elevadas a taxa de digestéo
dos antigenos da presa aumenta. Sopp e Sunderland (1989) utilizaram ELISA para
avaliar o efeito da variacdo da temperatura (7, 10, 13 e 16°C) na digestdo de sete
espécies de Carabidae, trés espécies de Staphylinidae e duas espécies de Linyphiidae.
Os dados obtidos foram semelhantes aos resultados em temperatura constante e, embora
a taxa de decomposicdo do antigeno tenha sido ligeiramente mais rapido que em
temperatura constante, a variabilidade nos dados foi muito grande, ndo permitindo a
deteccdo de qualquer diferenca significativa.

Nesse trabalho ndo foi possivel determinar o efeito da temperatura ambiente de
digestdo do predador no decaimento da deteccdo da presa. Isso provavelmente sugere a
necessidade de se testar outros tratamentos em que o predador se alimente de mais
presas, tratamentos que apresentem temperaturas mais extremas, aumentar o nimero de
predadores utilizados ou ainda coletar os predadores em menores intervalos pos-
predacdo da presa. Por outro lado, testes devem ser feitos para avaliar a possibilidade
das larvas de joaninha gerarem calor interno de modo que as taxas de decaimento nédo
sejam tdo diferentes como se poderia esperar em diferentes temperaturas ambiente de

digestdo (Andow, comunicagéo pessoal).
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5.7 Variacdo do numero de individuos agrupados numa mesma biblioteca e
tamanho do inserto

Variagdo do numero de espécimes utilizadas numa mesma biblioteca e
agrupamento: O erro padrédo (Figura 23) foi negativamente correlacionado com a
média estimada do nimero de reads detectadas para os cinco predadores. O erro padrdo
mais alto estd associado com Ch. externa, que apresentou 0 menor nimero de reads de
presas detectadas. Com baixo nimero de reads detectado, a varidncia dos nimeros de
reads estimadas € alta, o que contribui para o alto erro padrdo estimado.

Estima-se que o erro padrdo da média estimada do nimero de reads detectadas
seja reduzido a medida que mais individuos sdo agrupados. Se ao invés de utilizarmos
apenas um individuo, forem utilizados cinco na constru¢do da biblioteca, espera-se
haver uma reducdo do valor do erro padréo para apenas 44% do valor individual. Se 10
individuos fossem agrupados em uma mesma biblioteca, o erro padréo seria reduzido
para 33% do valor individual. Se 20 individuos fossem agrupados, seria reduzido para
22%, mas haveria grande esforgo experimental para obté-los. Assim sendo, considera-se
que a utilizacdo de 10 predadores é a melhor estratégia para uma menor variagdo do

namero de reads detectadas da presa.

— (. sanguinea larva

—C. sanguinea adult
— Ch. externa larva
Hi. convergens larva

H. axyridis larva

Standard error

0 5 10 15 20
Number of individuals pooled

Figura 23. Relac&o entre o numero de predadores agrupados por biblioteca e o erro padréo do
namero estimado de reads das presas com base na varia¢éo estimada entre o nimero de
individuos utilizados na construcdo do pool.
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Tamanho da biblioteca: Em dois casos, de um total de cinco, a biblioteca com inserto
de 550 pb apresentou duas vezes mais reads de presas do que a biblioteca com inserto
de 350 pb (predadores: larvas de C. sanguinea e larvas de Ch. externa). No entanto em
outros dois casos a biblioteca com inserto de 350 pb apresentou mais reads de presas do
que a biblioteca com inserto de 550 pb (predadores: adultos de C. sanguinea e larvas de
H. axyridis) (Tabela 19), enquanto que para larvas de Hi. convergens ndo foi observado
diferenca entre no nimero de reads detectadas utilizando ambos tamanhos de insertos

na biblioteca.
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Tabela 14. Nimero médio das reads de presas por biblioteca com insertos de 350 pb e 550 pb.

Meédia do nimero de Meédia do nimero de
reads para bibliotecas reads para bibliotecas
com inserto de 350 pb com inserto de 550 pb P 2x P

Larva de Cycloneda sanguinea 200,6 478,3 0,0035 <2E-5
Adulto de Cycloneda sanguinea 1054,9 418,0 >0,99999 < 2E-5
Larva de Chrysoperla externa 0,91 47,8 0,0032 0,0007
Larva de Hippodamia convergens 12115 1088,9 >0,99999 0,2003
Larva de Harmonia axyridis 22448 454.8 >0,99999 <2E-5

P 2x ¢ a probabilidade de que ndo haja pelo menos duas vezes mais presas detectadas na biblioteca de 550 pb em comparagdo com
a biblioteca de 350 pb; P é a probabilidade de que haja 0 mesmo nimero de reads de presas nas bibliotecas de 350 e 550 bp.
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O numero de espécies contaminantes por biblioteca foi ligeiramente mais baixo
nas bibliotecas de 350 pb (1,0 espécie) do que nas bibliotecas de 550 pb (1,4 espécie). O
namero de reads de falsos-positivos foi mais baixo nas bibliotecas com inserto de 350
pb (124 reads; 6,2 por biblioteca) do que as bibliotecas de 550 pb (210 reads; 42,0 por
biblioteca). No entanto, este ndo foi 0 caso para as reads das presas. Em geral, estes
resultados sugerem que a utilizagdo do tamanho de inserto de 350 pb pode ser melhor
que a do tamanho de inserto de 550 pb. Comparagdes adicionais necessitam serem feitas

para ter uma resposta definitiva.
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6. CONCLUSAO

Esse trabalho de doutorado avaliou o potencial do método de sequenciamento de alto

desempenho do DNA ser utilizado para identificacdo da biodiversidade de presas

consumidas por predadores generalistas coletados a campo, sem que haja etapa

intermediaria de amplificacdo de regies de DNA barcodes das presas. Para isso a

sensibilidade, especificidade e variabilidade da deteccdo da presa foram estudadas a

partir de dados coletados de bioensaios de alimentacdo em laboratorio, utilizando trés

espécies de pragas como presas e quatro espécies de inimigos naturais como predadores.

Adicionalmente estudou-se a influéncia de certos parametros bidticos e abidtico na

deteccdo da presa, no decaimento da mesma e no periodo de detectabilidade. Pode-se

concluir que:

X/
°

X/
°

X/
°

O método de deteccdo de presas testado nesse trabalho possui alto poder de
resolucéo taxondmica e alta sensibilidade, pois todas as presas foram detectadas
em nivel taxondmico de espécie e com a ingestdo de apenas uma unidade de
presa ingerida;

O método pode gerar falsos-negativos, pois das trés presas testadas, a mosca-
branca nao foi detectada, nem mesmo imediatamente pés-predacdo pelo
predador, bem como falsos-positivos, pois foram detectadas espécies ndo
predadas na maioria das bibliotecas;

A deteccdo da presa decai com o decorrer do tempo pos-predacao;

As presas apresentram diferentes taxas de decaimento independente da espécie
do predador que as consumiu;

O periodo de detectabilidade varia com a biomassa e com as espécies de presa-

predador em interacao;
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

A forma de alimentacdo do predador afeta a detecgdo da presa, sendo maior
quando ocorre por mastigacdo do que por sucgéo;

O numero de presas consumidas ndo afeta a meia-vida de detec¢do da presa e
sua taxa de decaimento, porém o periodo de detectabilidade é maior quando
maior nimero de presas é ingerida;

Predacdo secundéaria é detectavel, porém ndo ha diferenciacdo entre presa
primaria e secundaria;

A taxa de decaimento da deteccdo de predacdo secundaria é afetada pelo
historico alimentar do predador primaério;

As temperaturas de digestdo de 20, 25 e 30°C néo afetam a deteccdo da presa;
Quanto maior o numero de unidades experimentais agrupados por biblioteca,
menor o erro-padrdo do nimero de reads detectadas para presas por tratamento;
Os tamanhos de insertos de 350 e 550 pb ndo apresentam diferenca na detec¢édo
das presas, mas sim na deteccdo de falsos-positivos (menor o inserto, menos

falso-positivos detectados);
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Abstract

Mitogenome sequences are highly desired because they are used in several biological
disciplines. Their elucidation has been facilitated through the development of massive
parallel sequencing, accelerating their deposition in public databases. However,
sequencing, assembly and annotation methods might induce variability in their quality,
raising concerns about the accuracy of the sequences that have been deposited in
public databases. In this work we show that different sequencing methods (number of
species pooled in a library, insert size and platform) and assembly and annotation
methods generated variable completeness and similarity of the resulting mitogenome
sequences, using three species of predaceous ladybird beetles as models. The identity
of the sequences varied considerably depending on the method used and ranged from
38.19 to 90.1% for Cycloneda sanguinea, 72.85 to 91.06% for Harmonia axyridis and
41.15 to 93.60% for Hippodamia convergens. Dissimilarities were frequently found in
the non-coding A+T rich region, but were also common in coding regions, and were not
associated with low coverage. Mitogenome completeness and sequence identity were
affected by the sequencing and assembly/annotation methods, and high within-species
variation was also found for other mitogenome depositions in GenBank. This indicates
a need for methods to confirm sequence accuracy, and guidelines for verifying
mitogenomes should be discussed and developed by the scientific community.
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Introduction

Mitochondrial DNA (mtDNA, mitochondrial genome or mitogenome) is used as a
fundamental genetic marker in many research areas, including population genetics,
evolutionary biology, phylogenetics and phylogeography, biodiversity studies, and molecular
ecology [1-3]. Insect mitochondrial genomes are mostly about 15-22 kbp, circular, double-
stranded DNAs that encode a set of 37 genes and a large control region (designated as the
A+T-rich region in insects) [3,4]. The genes comprise 13 protein-coding genes (PCGs), 22
transfer RNAs (tRNAs) and two ribosomal RNAs (rRNAs). The A+T-rich region is responsible
for regulating

transcription and replication [5] and accounts for much of the mitogenome size variation
across insect species [6].

Early elucidation of mitogenomes relied on long range PCR (LR-PCR) plus primer walking
coupled with Sanger dideoxy sequencing. More recently, new approaches, using next-
generation sequencing (NGS) have become common, including LR-PCR plus NGS, RNA
sequencing (RNAseq) plus gap filling, and direct shotgun sequencing [3,7-9].

The assembly and annotation of the early mitogenomes usually relied on BLAST searches
to identify protein-coding genes (PCGs) and covariance analyses to identify tRNAs [10], or the
use of early assemblers (e.g., TIGR [11]; CAP [12]). Concomitant with the development of
NGS, numerous methods for rapidly assembling (e.g., Celera [13]; SOAPdenovo, [14];
MITObim [15]) and annotating (e.g., DOGMA [16]; MOSAS [17]; MITOS [18]) mitogenomes
have been developed and used [10, 19-21]. These exciting developments have caused the
rate of mitogenome elucidation and deposition to increase tremendously (Fig 1). As a result,
there are 4,213 Insecta mitogenomes deposited at GenBank (March 28", 2017).

Public DNA databases (GenBank, DDBJ and EMBL) contain mitogenomes obtained through
a variety of methodologies, which are often not specified by the depositor and lack an
associated publication. Mitogenome sequences have originated from: libraries with pooled
genetic material of several species [20,22] or with single species [23]; de novo assembly [20]
or assembly using a previously sequenced reference genome or individual mito-genes from a
target species as ‘seeds’ [15]; and annotation by tRNA identification (e.g., COVE) [24]
followed by manual curation [20] or automated pipelines (MITOS) [18].
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Fig 1. Release of Insecta mitogenome sequences in GenBank since 1995 (2017 covers only the first
three months of the year). This information was obtained by searching insecta[organism] AND
mitochondrion[ti] AND genomelti] in the Nucleotide database and filtering the results by release date by
using the "Release date" search criterion in the left navigation panel.

Despite acknowledgment that assembly and annotation software/methods vary
considerably in their quality [25], there has been limited information about the accuracy of
the deposited sequences and their annotations, introducing uncertainty about the
mitogenome sequences. Public DNA databases are repositories (libraries) and the depositor
is expected to provide sequences that meet basic quality criteria regarding the PCG
annotations (e.g., presence of start and stop codons, no internal stop codon). The depositor
is assumed to have accurate sequences and is not required to provide methodological detail
or a proof of quality.

Pooling multiple species in a single library would reduce the cost of library
construction compared to single species libraries [20,22], but may increase the probability of
interspecific chimeras, resulting in less accurate sequences. De novo assembly methods may
generate more fragmented assemblies, but use of reference genomes may bias the sequence
to the reference or propagate errors in the reference. In this work, we examined the effect of
using different sequencing methods (number of species in a library, insert size, sequencing
platform) and different assembly and annotation methods in the elucidation of mitogenomes
of three species of ladybird beetles.

Material and methods

Sample preparation and DNA shotgun-sequencing

Adult Cycloneda sanguinea, Harmonia axyridis and Hippodamia convergens (Coleoptera:
Coccinellidae) were collected from agricultural fields in the Federal District, Brazil. All
collections were authorized by SISBIO (authorization number 36950), and access to the
genetic heritage and transportation of biological material were authorized by IBAMA
(authorization number 02001.008598/2012-42). These species are widespread and important
natural enemies of agricultural pests in Brazil and other countries. Three specimens of each
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species (about 25 mg of body weight) were used to extract the total DNA separately from
each species by DNAeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germany), following the
manufacturer’s instructions. The purified DNA was quantified with Qubit HS (Invitrogen,
USA). Two sequencing methods were used. In the first, the three species were pooled
without individual tagging after the DNA in the samples was normalized to an equal
concentration of 1 pug to make one TruSeq Nano library (Illumina, USA). The library was
sequenced on the MiSeq (2x250 bp, insert size 850 bp, 500 cycle kit) using 15% of the
flowcell (lllumina, USA). In the second, single species libraries were used with 1ug of DNA per
sample to construct individual TruSeq Nano libraries and sequenced with HiSeq 2500 Rapid
Mode (2x250 bp, insert size 550 bp, 250 cycle kit) using 2% of the flowcell (Illumina, USA).
We switched to the HiSeq platform due to its much higher sequencing depth and cost-
effectiveness.

Mitogenome assembly

Two mitogenome assembly methods were used: de novo and using a reference mitogenome.
The first method consisted of mining reads in the dataset with similarity to Insecta
mitogenomes available at GenBank, using the BLASTn algorithm (BLAST v2.2.27; E-valuele-5;
maximum target sequences 1; DUST filtering disabled [26]), according to Crampton et al.
[20]. The mined mito-reads were assembled using Celera v7.0 (CA) [13] and IDBA-UD v1.1.1
[27].

For Celera, we used largely default settings without any additional pre-processing of the
reads

(doToggle = 1; toggleUnitigLength = 500; unitgger = bogart). Prior to assembly with IDBAUD,
the reads were passed through a quality control step with PrinSEQ-lite v0.19.2 [28] to trim
low quality bases and remove short sequences (minimum length 150 bp; trim 3’ bases below
Q20; minimum mean quality Q25; no Ns). Pairs where both reads passed quality control were
extracted using a cdbfasta pipeline [20] and converted to Fasta format. The scaffolds
generated by both assemblers were concatenated in Geneious v7.0.5 [29] using the
parameters: no gaps allowed, minimum overlap 150, maximum mismatches per read 0,
minimum overlap identity 99%, maximum ambiguity 1.

To assign the assembled mitogenomes to particular species in the pooled samples, we
used barcodes COX1 and cytb as ‘baits’. Fragments of the 5’ portion (‘barcode region’) of the
mitochondrial genes cytochrome oxidase 1 (COX1) and cytochrome oxidase b (cytb) were
determined independently for each species by sequencing the PCR amplicons generated
respectively by the mitochondrial universal primer pairs Jerry; Stev-Pat_R and Sytb-F; Sytb R,
according to Timmermans et al. [30]. The amplicons were checked on 1% agarose gel,
purified using QlAquick PCR Purification kit (Qiagen), and sequenced by Sanger methodology
( ABI 3700 sequencer). The barcode baits were assigned to the assembled mitogenomes
using the Custom BLAST tool (E-value = 0) in Geneious v7.0.5 [29], selecting hits with a
minimum length of 95% of the query coverage with at least 98% identity.

In the second method, the quality of the raw dataset was evaluated by FastQC v0.11.3
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) and the adaptors were
trimmed by Fastqc-mcf v1.04.807 [31] and Cutadapt v.1.9.1 [32] before assembly. The
mitogenomes were assembled by MITObim v1.8 [15] using as reference the mitogenome of
the coccinellid Coccinella septempunctata (GenBank: 1Q321839.1) and the 5’ portion of the
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genes COX1 and cytb of each target species as baits. The same reference mitogenome was
used for the three target coccinellid species because it was the most closely related species
to all three targets that was available at GenBank at the time of the analysis. The reference
and all three targets are in the subfamily Coccinellinae and tribe Coccinellini, and no other
species in the tribe was available at GenBank to use as a reference, except for H. axyridis.
However, we considered that using H. axyridis as a reference would unduly bias the assembly
of the mitogenomes.

The sequencing coverage [33] for each of the four elucidated mitogenomes for each
species was obtained by mapping the reads (Q20<90%) in a source library to the respective
mitogenome with Geneious v7.0.5 [29] using the parameters: no gaps allowed, minimum
overlap 30, maximum mismatches per read 0, minimum overlap identity 99%, maximum
ambiguity 4. For methods 2 and 4, in which the assembly method was MITObim, we mapped
the reads retrieved in the final iteration.

Annotations

Two annotation methods were used. The first was used with the de novo assembly method
and consisted of annotating the obtained mitogenome scaffold for the expected tRNA
sequences using COVE v2.4.4 [24] with covariance models of Coleoptera [30] according to
Crampton et al. [20]. The annotated tRNAs were imported to Geneious v7.0.5 [29] and the
target mitogenome was aligned with the annotated mitogenome of the coccinellid Co.
septempunctata (GenBank: JQ321839.1), which was used again as a reference, using
standard parameters in MAFFT v7.017 [34]. After this, manual curation was performed to
check: a) the expected order of the PCGs and tRNAs; b) the match of the predicted open
reading frames ( invertebrate mitochondrial genetic code) with the pattern of the reference
mitogenome (COX1 does not start with an ATG as methionine and some nad genes start with
ATT); c) the presence of stop codons in the middle of the coding regions of the target
sequence; d) any deletions or insertions that would change the translation frame; e) the stop
codons at the end of the coding sequence (the mitochondrial stop codons are TAA, TAG, TA
or just T); and f) the orientation of the genes (e.g., some nad genes are reverse-oriented).
Then, the annotation was transferred to the target mitogenome (selection
“Annotation”>“Copy to all selected region”), and the annotated target mitogenome was
extracted from the alignment. Mitogenome completeness was checked when the length was
longer than 16 kb and when both nad2 and 12S rRNA were present by searching for overlap
between the starting and ending regions by aligning the first and last few 100 bp using
MAFFT v7.017 [34].

For the second method, which was used with the MITObim assembly method,
mitogenome annotations were carried out by MITOS (v763), available for online use at
http://mitos.bioinf. uni-leipzig.de/ [18]. The sequences (Fasta format) of the mitogenomes
were uploaded individually for each species to the MITOS server, using the default
parameters and invertebrate genetic code. The GFF files generated by MITOS were imported
to Geneious v7.0.5 and combined with the original Fasta sequences.

The annotated mitogenomes generated using the combination of all these methods (Table
1) were deposited at GenBank (KJ778883, KJ778886, K1778888, KU877027, KU877028,
KU877030, KX755335, KX755334, KX755332, KU877170, KX755330 and KX755331) using the
Banklt submission tool.
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Mitogenome comparisons

The mitogenomes from the four different methods (two sequencing methods each with two
assembly/annotation methods) were compared regarding number of genes obtained and
sequence identity using MAFFT alignment v7.017 [34] with the algorithm auto, scoring matrix
BLOSUM®62, gap opening penalty 1.53, and offset value of 0.123 within Geneious v7.0.5.
Annotations were compared regarding gene location/position, length, and order, number of
genes annotated and gene transcriptional direction.

Results

The number of raw reads after quality control for the pooled library was 1,663,759 and for
the single libraries: C. sanguinea 4,587,115; H. axyridis 3,233,855; Hi. convergens 2,827,085.
The lower number of raw reads in the pooled library might have been related to pooling of
the species, the longer insert size (850 versus 550 bp) and the use of the MiSeq platform.
There was variation in the number of reads mapped to the assembled mitogenomes across
pipelines (Table 2), which was directly related to the coverage (Fig 2), but not related to the
number of raw reads. Different methods conferred different average coverage. The
mitogenomes of C. sanguinea and Hi. convergens were elucidated for the first time.

Mitogenome completeness

The mitogenomes of the three ladybird beetle species differed across pipelines within
species regarding completeness (humber of genes) (Table 2). Overall, the coverage was good
(>10 [35]) except for parts of C. sanguinea method 2 and a few nucleotides in the other
mitogenomes (Fig 2). The mitogenomes assembled de novo with customized annotation
generally were incomplete, lacking some PCGs and/or tRNAs. Overall for all the species,
assembly using MITObim (methods 2 and 4) resulted in the complete number of mito-genes,
whether species

Table 1. Methods used to obtain and annotate the coccinellid mitogenomes.

Method 1 Method 2 Method 3 Method 4
Sequencing Pooled DNA Pooled DNA Single DNA sample, Single DNA
method _samples, library samples, libarey library insert size sample, library
insert size 850 bp, insert size 850 bp, 550 bp, lllumina insert size 550 bp,
lllumina MiSeq lllumina MiSeq HiSeq platform lllumina HiSeq
platform
platform platform
Assembly de novo MITObim de novo MITObim
Annotation customized MITOS customized MITOS
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Table 2. Coccinellid mitogenomes obtained using different methods.

Cycloneda Harmonia axyridis Hippodamia

sanguinea convergens
Method 1 (Pooled_de novo_customized
annotation)
Length (bp) 15,137 15,319 12,618
Protein-coding genes 13 13 12
(PCGs)
tRNAs 22 19 15
rRNAs 2 2 1
Number of reads mapped 4,884 4,857 3,807
Mean coverage and std 71.8+68.3 74.3+44.2 68.2+39.8
dev
GenBank KJ778883 KJ778886 KJ 778888
Method 2 (Pooled_MITObim_MITOS)
Length (bp) 7,826 19,464 15,293
PCGs 9 13 13
tRNAs 14 22 22
rRNAs 0 2 2
Number of reads mapped 16,797 12,030 12,652
Mean coverage and std 489.5+679.9 134.0+86.2 200.4+46.0
dev
GenBank KU877027 KU877028 KU877030
Method 3 (Single_de novo_customized
annotation)
Length (bp) 7,382 11,307 16,023
PCGs 7 12 13
tRNAs 11 14 19
rRNAs 0 1 2
Number of reads mapped 87,672 47,512 94,994
Mean coverage and std 2,266.7+495.4 816.8+329.1 1,239.9+366.3
dev
GenBank KX755335 KX755334 KX755332
Method 4 (Single_MITObim_MITOS)
Length (bp) 18,715 19,330 18,419
PCGs 13 13 13
tRNAs 22 22 22
rRNAs 2 2 2
Number of reads mapped 38,213 20,022 36,543
Mean coverage and std 474.7+161.19 222.2+83.8 411.5+404.4
dev
GenBank KU877170 KX755330 KX755331
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were pooled or not in the libraries. The only exception was for the C. sanguinea mitogenome

obtained by method 2, which for unknown reasons had no or low coverage in several regions

(Fig 2). However, even for methods 2 and 4, it is not clear if the length is complete, as none of
the sequences could be circularized.

Mitogenome sequence identities across pipelines

In addition to differences in completeness, there were differences in the sequence identities
across pipelines for a same species. Table 3 presents the % identity for all pairwise
comparisons of the entire mitogenomes obtained by the four methods for all species, and Fig
3 presents the regions of dissimilarity and gaps among the four methods for each species.
Comparing methods 1 vs 2 and 3 vs 4 would reveal the effect of the assembly and annotation
methods; comparing methods 1 vs 3 and 2 vs 4 would reveal the effect of the sequencing
method ( species pooling, library insert size and sequencing platform); and comparing
methods 1 vs 4 and 2 vs
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Fig 2. Coverage of the mitogenomes obtained for each species using the four methods. The minimum and
maximum (presented in log-scale) is indicated on the ordinate of each figure and the coverage for each nucleotide
position is indicated by the height of the blue line. The black bar represents the consensus nucleotide sequence and
horizontal thin lines represent gaps. In each figure, the number after the species mitogenome name indicates the
method used to assemble and annotate.

3 would reveal the combined interaction effects of the two sets of factors assembly and
annotation method with sequencing method. The low identities (Table 3) found among the
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mitogenome sequences are related in part to gaps in one of the assemblies, but there are
substantial differences in the sequences even in regions without gaps (Fig 3).

The effect of the assembly and annotation method differed depending on the species. The
mitogenome sequences of a species from the pooled library were more similar (1 vs 2) than
from the separate species libraries (3 vs 4), suggesting that the different assembly and
annotation methods generated greater differences in the sequences when the species were
in individual libraries than when pooled in the same library. However, mitogenomes from C.
sanguinea showed the opposite; being more similar from the individual species library.

Similarly, the effect of sequencing method differed depending on the assembly and
annotation method and the species. For two of the species, the mitogenome sequences of a
species were more similar when assembled by MITObim (2 vs 4) that when done de novo (1
vs 3). This indicated that the effect of sequencing method was greater when using de novo
assembly than MITObim. Again, mitogenomes from C. sanguinea showed the opposite; being
more similar using de novo assembly than MITObim.

Finally, for all species, mitogenome sequences of a species were more similar comparing
pooled de novo assembly with single-species MITObim assembly (1 vs 4) than methods 2 vs 3.
Thus, the effects of the two sets of factors depended on each other.

The gray and black bars above the annotated and aligned sequences in Fig 3 show the
points of dissimilarity among the four methods for each species mitogenomes. While some of
the dissimilarity may have been due to low coverage (e.g., C. sanguinea method 2 for nad2
through the first half of COX1), dissimiliarity persisted even when coverage was high (e.g., C.
sanguinea method 2, second half of COX1 to the first half of cox2 and the second half of cox3
to the first half of nad5). Overall, there was no clear relation between low coverage and
dissimilarity among the sequences.

A more detailed examination of the differences generated by the four pipelines is shown
in Fig 4 for C. sanguinea. For example, at position 2,347 of the consensus sequence of the
nad?2 gene, methods 1 and 3 resulted in an adenine (A), but methods 2 and 4 resulted in a
guanine (G), indicating that different assembly methods gave different sequences. At position
5,288, methods 1 and 2 had an A and methods 3 and 4 had a G, indicating that different
sequencing methods gave different sequences. Finally at positions 2,379 and 4,795, methods
1 and 4 resulted in the same base (thymine (T) or G) while methods 2 and 3 resulted in a
different base (A), indicating that both sequencing and assembly methods matter. These
differences were not associated with insufficient (considered to be <10-fold redundancy [35])
or differences in coverage (Table 4).
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As expected, the annotations of a species varied across different combinations of libraries
and assembly/annotation methods, even when the same annotation method was used

Table 3. Identity (%) among the mitogenomes generated by the different methods.

Mitogenomes Identity (%)
Assembly and # species pooling Interaction of
annotation method assembly, annotation
and species pooling
lvs?2 3vs4 1vs3 2vs4 lvs4 2vs3
Cycloneda sanguinea 40.17 66.55 52.87 38.19 90.10 51.57
Harmonia axyridis 91.06 72.85 73.93 83.41 87.38 74.06
Hippodamia 93.60 41.15 43.70 96.71 93.51 44.37
convergens
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Fig 3. Alignment and comparison of the annotations and similarity of the mitogenomes of C. sanguinea, H.
axyridis and Hi. convergens using the four methods. The annotated mitogenomes are in color, with arrows
representing the transcriptional sense of the gene, and small arrows representing tRNA genes. Grey bars represent
similar nucleotides and vertical black bars represent dissimilar nucleotides in the target sequence compared to the
consensus sequence, and horizontal black lines represent gaps in the target sequence. The four methods are

displayed in order from the top for each species.

(Figs 2 and 3). Methods 1 and 4 provided the most similar annotations for C. sanguinea, going
from the gene trnQ to rrnS, although with a length difference in the nad2 gene. These were
the only methods providing a sequence with all of the expected mito-genes. Methods 2 and 3
provided shorter mitogenomes with fewer annotated genes. For H. axyridis, methods 2, and
4 provided sequences with all of the expected mito-genes. These were equivalent to that
from method 1, except for the length of the nad2 gene, which in method 1 was split into two
pieces, and in the presence and position of trnl. Method 3 provided the most incomplete
annotation (missing initial tRNAs and COX1, and rrnS at the other end) and had different
gene size annotations for cox2, rrnL, rrnS, although it was the only one that presented trnW
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before rrnL gene. The gene nad2 is also smaller and presented immediately after rrnL. For Hi.
convergens, methods 2 and 4 provided sequences with all of the expected mito-genes,
starting from trnl to rrnS. The genes nad2 , COX1 and rrnlL differed in size according to the
pipeline used. Method 1 provided a shorter mitogenome sequence and an incomplete
annotation, although it was the only one that presented trnW before rrnL gene. Overall,
method 4 (use of MITObim to assemble and MITOS to annotate) seemed to be the one that
provided the most complete annotation for all the species.

A. 2340 I 2350 2360 2,370 I380 2390

Consensus _G_E_G_GG-G_G_G—
Cs 1 TTCTTGAATTEBICATCTGAATTGGACTAGAAATAAATTTATTHGCTTTTGTACCTCTHA
Cs 2 TTCTTGAMTTGCGCHMGEHTcAATTGGAMTAGAAATHAATETErTEEIGT TTTEITE@ccBcTAA
Cs 3 TTCTTGAATTEBICATCTGAATTGGACTAGAAATAAATTTATTEIGCTTTTGTACCTCTAA
Cs 4 TTCTTGAATTGGCATCTGAATTGGACTAGAAATAAATTTATTHGCTTTTGTACCTCTHA

B. 4,770 4,780 4,790 I 4,800 4,810 4,820

Consensus ICEETEARCATTTENTC G c ATTAKG A  TATIECATC AT IFATTCHC ANTACEETG AT 8T
Cs1 TCCCTCAACATTTCTTGGGATTAAGAGGTATGCCACGACGTTATTCTGATTACCCTGATGCT
Cs 2 TCCCTCAACATTTCTTHEIGGATTAAGAGGTATHEICCHICGECGTTATTCHGATTABCCTGATGCT
Cs 3 TCCCTCAACATTTCTTGGGATTAAGAGGTATHEICCACGACGTTATTCTGATTACCCTGATGCT
Cs 4 TCCCTCAACATTTCTTGGGATTAAGAGGTATGCCACGACGTTATTCTGATTACCCTGATGCT

cox1

C. 5,260 5,270 5,280 ls,zlgo 5,300 5,310
Consensus TATTAGAAGGGCATACTATTGAAACTATCTGHIACTATTATTCCAGCTATCACCCTTATTTT
Cs1 TATTAGAAGGGCATACTATTGAAACTATCTGEACTATTATTCCAGCTATCACCCTTATTTT
Cs 2 THrTAGAAGGECABAEEA TTGAAACHATHTIGEACTATTATEICClBGCEBGTCACHEEr@ATTTT
Cs 3 TATTAGAAGGGCATACTATTGAAACTATCTGGACTATTATTCCAGCTATCACCCTTATTTT
Cs 4 TATTAGAAGGGCATACTATTGAAACTATCTGGACTATTATTCCAGCTATCACCCTTATTTT
cox2

Fig 4. Examples of dissimilarities observed in the mitogenomes of C. sanguinea (Cs) generated by different
pipelines. The alignments are parts of (A) nad2, (B) COX1 and (C) cox2 genes, with the consensus sequence on the
top and the four methods below (Cs1, Cs2, Cs3, and Cs4).

Table 4. Coverage for C. sanguinea mitogenomes at the indicated consensus positions for the four methods.

Gene nad2 nad2 COX1 COX1 cox2
Consensus position 2,347 2,379 3,796 4,795 5,288
(bp)
Method 1 45 41 72 122 90
Method 2 1 1 1 1,039 433
Method 3 2,324 2,282 1,924 2,290 2,515
Method 4 495 423 518 600 563
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Discussion

Our main result is that for three related species, different sequencing and
assembly/annotation methods produced dissimilar mitogenome sequences within each of
the three species. In many cases, different library data sets resulted in different nucleotides
at the same position when the assembler was the same; the same library data set resulted in
different nucleotides when the assembler was different; and different library data sets and
assemblers resulted in different nucleotides. In addition, the effects of this methodological
variation differed among the species.

This sensitive dependence on sequencing and assembly/annotation method raises
concerns. First, if we had relied on only one method, we would not know to question the
veracity of the resulting mitogenome sequence. Three of the four methods produced at least
one complete mitogenome sequence for the three species, and the remaining method might
also produce complete sequences if we had used it on more species. Second, good coverage
(>10- fold redundancy) did not eliminate dissimilarity, but might provide illusory confidence
in the accuracy of the resulting sequence. Third, the methodological effects differed among
the three species, suggesting that finding a “best” method may be challenging, possibly
because the mitogenomes of some species may be more difficult to elucidate than others.
Although MITObim often provided the mitogenomes with the full mito-genes (Table 2), it did
not always do so (e. g., C. sanguinea with the pooled library).

We expected that the individual species libraries on the HiSeq platform with smaller insert
size would provide higher mitogenome completeness because of the greater sequencing
depth and elimination of complications due to the relatedness of the species. However, the
mitogenomes of all three species obtained by method 3 (single libraries and de novo
assembly) were incomplete, despite the high coverage and sequencing depth. Pooling
different species in a same library without tagging did not seem to affect significantly the
quality of the resulting sequences. Other researchers have successfully pooled species
[22,36,37]. According to Tang et al. [22] species as close as congeners can be pooled and
mitogenomes successfully assembled with more than 50 species in a single lane of HiSeq
2000 (with 100 ng genomic DNA). Although the creation of chimeras is a concern, especially
among closely related species, in our case, their effect was minimal as the annotations were
equivalent across sequencing pipelines (Figs 2 and 3), with no differences in gene order or
transcriptional direction, and only a few differences in gene length. We compared the
identity of the mitogenome sequences of H. axyridis obtained in this work with the H.
axyridis KR108208 mitogenome deposited in GenBank [38]. The KR108208 sequence is likely
to be a high quality sequence, although it is missing trnl and trnQ, because it was elucidated
using LR-PCR and primer walking coupled with Sanger sequencing, and BLAST search in
GenBank and tRNAscan-SE to assemble and annotate the mitogenome (personal
communication, SJ Wei). There was 91.07, 97.81, 74.05 and 89.62 % identity, respectively
with our four sequences (Fig 5). The dissimilarities mostly occurred in non-coding regions
such as the A+T-rich region and in the terminus. Method 2 was most similar to this
comparator and perhaps provided better results for H. axyridis mitogenome elucidation and
annotation. However, method 4 differed mainly in the A+T-rich region that was missing from
the others.

Our results led us to question the reliability of the mitogenome sequences deposited in
GenBank. In general, these sequences do not have information about the sequencing,
assembly or annotation method, so it is not possible to evaluate independently the
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completeness or accuracy of the deposited sequences. We examined the 2,469 complete
Insecta mitogenomes deposited at GenBank and found 60 species with mitogenomes
provided by different research groups on species that did not have subspecies or biotypes. Of
those, eight species had mitogenome sequence identity <90%. For example, Bemisia afer,
KR819174 (15,300 bp) and
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Fig 5. Comparison of the mitogenome sequences of H. axyridis obtained in this work with H. axyridis
(KR108208) [38] using standard parameters in MAFFT v7.017 [34]. The KR108208 has 16,387 bp, 13 PCGs, 20
tRNAs (missing trnl and trnQ) and 2 rRNAs. The mitogenomes sequenced here are displayed with highest similarity
on top. From the top to the bottom are: the mitogenome obtained by method 2; KR108208; followed by methods 4, 1
and 3, respectively. The annotated mitogenomes are in color, with arrows representing the transcriptional sense of
the gene, and small arrows representing tRNA genes. Grey bars represent similar nucleotides and vertical black bars
represent dissimilar nucleotides in the target sequence compared to the consensus sequence, and horizontal black
lines represent gaps in the target sequence.

NC_024056 (14,968 bp), had only with 67.94% similarity. The other seven species are: Apis
florea; Choaspes benjaminii; Eurema hecabe; Gastrimargus marmoratus; Luehdorfia
chinensis; Papilio helenus; and Rondotia menciana. In addition, Lv et al. [39] found
mitogenomes of Nilaparvata lugens (14,364—-14,371 bp) that were much smaller than that
reported previously (15,190 bp) [40]. Unfortunately, in many cases, the methods used to
elucidate and annotate the mitogenomes were not provided in the GenBank deposition or in
the associated publication (when available). While it is possible that these dissimilarities
might be due to misidentification of the species, several of the eight species are easy to
identify, so this is an unlikely explanation for all of the large intraspecific variations in
sequence similarity in GenBank. Studies on intraspecific variation in parts of the mitogenome
typically reported identities >97 % [8,39,41]. Hence, similarities below 90% are much lower
than expected for intraspecific variation, and are more characteristic of interspecific or
intergeneric variation.

We suggest that there is a need to adopt additional reporting requirements and a
validation method for mitogenome deposition at public DNA databases. Based on our results,
at minimum, information about the sequencing, assembly and annotation methods are
relevant, and should be associated with a Sequence Read Archive (SRA) deposition. In
addition, coverage should be reported, although this should not be relied on to validate the
sequence. As biological inferences in several biological fields have been made and are being
made relying on these deposited sequences, a check on accuracy is an issue that urgently
needs to be addressed by the scientific community as more and more sequences are
expected to be provided (Fig 1) through different bioinformatics pipelines [42].

More broadly, we suggest that guidelines need to be developed by the scientific
community to verify the accuracy of mitogenome sequences prior to deposition, perhaps
modeled on those for gPCR analysis (The MIQE guidelines) [43]. Until then, one alternative to
verify accuracy before database deposition might be based on an approach similar to that
used by Tang et al. [22] to assure sequence quality when 49 species were pooled in a library.
This alternative could include the use of more than one assembly method (a hybrid
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combination of de novo and reference genome assemblers might be an interesting choice),
concatenate their scaffolds in another assembler, and map the reads to identify regions with
lower coverage. Sanger sequencing could be used to verify regions that are assembled only
by one of the assemblers with lower coverage or that exhibit dissimilarity or gaps among
assemblers.

Conclusions

Mitogenome completeness and sequence accuracy was affected by a number of
methodological factors in the experimental design. The scientific community urgently needs
to address the issue related to the lack of information regarding the quality of the
mitogenomes sequences deposited considering that they have been generated by different
methods for sequencing, assembly and annotation, among other factors. The deposition rate
of mitogenomes has exploded due to the technical advancements in DNA sequencing
methods and bioinformatics pipelines. Guidelines for verifying and validating mitogenome
sequences should be discussed and established to assure mitogenome quality for future
studies.
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ANEXO 2 - Ensaio piloto para preparacao para os bioensiaos de
alimentacao

a) Determinacdo do tempo de jejum para as larvas do crisopideo Chrysoperla externa
Larvas de 3° instar de crisopideo foram privadas de alimentagdo por um periodo
de 24 h (10 larvas) e 48 h (10 larvas). As larvas de crisopideo foram transferidas para o
centro de placas de petri 90 x 15 mm contendo uma ninfa de 4° instar de mosca-branca
B. tabaci, um ovo de S. frugiperda e um pulgédo adulto &ptero de M. persicae em pontos
equidistantes, escolhidos aleatoriamente (Figura 24). Para manter as presas fixas no
lugar escolhido, elas foram aderidas a superficie por meio da aplicacdo de uma fina

camada de cola branca (diluida na proporcdo de 1:10 em &gua).

Figura 24. Arena para teste de alimentacdo do crisopideo: A) postura de S. frugiperda; B) M. persicae;
C) Ninfa de B. tabaci; D) Ch. externa; X) Espago vazio.

N&o houve diferenca entre o tempo de predacédo de todas as presas para o jejum de
24 h e no tempo de jejum 48 h para as presas B. tabaci e S. frugiperda (Tabela 15). O
tempo de predacdo de M. persicae foi maior quando a larva do crisopideo permaneceu
em jejum por 48 h. Os crisopideos levaram mais tempo para se alimentar de um pulgéo
M. persicae (4,6 = 1,26 min e 8,2 = 4,8 min, para 24 e 48 h de jejum respectivamente),

do que de B. tabaci (2,2 £ 0,42 min e 2,57 = 1,13 min, para 24 e 48 h de jejum
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respectivamente) e do ovo de S. frugiperda (2,33 £ 0,7 min e 4 £ 3,26 min, para 24 e
48h de jejum respectivamente).
Tabela 15. Tempo pds-predacao das presas B. tabaci, M. persicae e S. frugiperda por

larvas de 3° instar do crisopideo Ch. externa apds 24 e 48 h de jejum. Analise
estatistica por ANOVA e Teste de Tukey.

Comparacéo entre 0s grupos

Grupos T (min) Grupos T (min) valor-p
M. persicae 48 h 8,2 +4,80 B. tabaci 24 h 2,2+0,42 <0,001
M. persicae 48 h 8,2 +4,80 S. frugiperda 24 h 2,3+£0,7 <0,001
M. persicae 48 h 8,2 + 4,80 B. tabaci 48 h 2,6 +1,13 <0,001
M. persicae 48 h 8,2+ 4,80 S. frugiperda 48 h 40+ 3,26 0,01
M. persicae 48 h 8,2+ 4,80 M. persicae 24 h 46+ 1,26 0,047
M. persicae 24 h 46+1,26 B. tabaci 24 h 2,2+0,42 0,65
M. persicae 24 h 4,6 +1,26 S. frugiperda 24 h 2,3+0,7 0,93
M. persicae 24 h 46+1,26 B. tabaci 48 h 26+1,13 1
M. persicae 24 h 46+ 1,26 S. frugiperda 48 h 4,0 £ 3,26 1
S. frugiperda 48 h 40+ 3,26 B. tabaci 24 h 2,2+0,42 1
S. frugiperda 48 h 4.0+ 3,26 S. frugiperda 24 h 23+0,7 1
S. frugiperda 48 h 4,0+ 3,26 B. tabaci 48 h 26+113 1
B. tabaci 48 h 2,57+1,13 B. tabaci 24 h 2,2+0,42 1
B. tabaci 48 h 257+1,13 S. frugiperda 24 h 2,3+0,7 1
S. frugiperda 24 h 2,33£0,7 B. tabaci 24 h 2,2+0,42 1

Pbde-se observar que 0s crisopideos que permaneceram em jejum por 48 h
apresentaram comportamento de forrageamento reduzido (Gullan e Cranston, 2007).

Optou-se entdo pelo jejum de 24 h para a realizacdo do Bioensaio A.

b) Determinacao do tempo de jejum para adultos da joaninha C. sanguinea recém-

emergidos e larvas de 3° instar
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Adultos recém-emergidos de C. sanguinea permaneceram sem alimentacdo por
um periodo de 24 h (n= 10) e 48 h (n= 10). Apbs esse periodo, os adultos foram
colocados em copos plasticos de 50 mL contendo 10 pulgbes adultos apteros de M.
persicae e o comportamento dos adultos foi acompanhado por 60 min. Foi observado
que adultos que permaneceram 24 h sem alimentacdo permaneceram imdveis durante
quase todo o periodo em que estavam no mesmo ambiente com a presa, e
consequentemente ndo se alimentaram. Os adultos que permaneceram 48 h sem
alimentacdo apresentaram grande movimentacdo e consumiram todos os pulgdes (n=
10) em 58 + 3 min apds compartilharem o ambiente com a presa. Optou-se por deixar 0s
adultos recém-emergidos por 48 h sem alimentac&o para realizacdo do Bioensaio A por
apresentarem o comportamento de forrageamento (Gullan e Cranston, 2007). Ja as
larvas de terceiro instar (n=10) que permaneceram em jejum por apenas 14 h ndo
apresentaram o0 comportamento de forrageamento, diferentemente das que

permaneceram 24 h em jejum, sendo assim optou-se pelo jejum de 24 h para as larvas.

c) Analise da viabilidade de larvas de 3° instar de joaninha predarem larva de 3°
instar de crisopideo

Larvas de C. sanguinea (n= 14) foram privadas de alimentacdo por 24 h. Apds
esse periodo, foram transferidas para copos plasticos de 50 mL com tampa de acrilico
contendo uma larva de 3° instar do crisopideo alimentada previamente com ovos A.
kuenhiella.

Apesar da larva de joaninha de C. sanguinea ser maior que a larva de crisopideo
e, estar em jejum por 24 h, foi observado que: a) apenas quatro larvas de joaninha (de
um total de 10) se alimentaram das larvas de crisopideo; b) seis larvas de crisopideo se
alimentaram das larvas de joaninha (Figura 25). Os crisopideos apresentaram maior

voracidade quando comparados as joaninhas.
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Figura 25. Ensaio piloto de predacéo secundaria. A) Larva de C. sanguinea predando larva de
Ch. externa. B) Larva de Ch. externa predando larva de C. sanguinea.

O bioensaio teve uma duracdo de aproximadamente 10 h, provavelmente pelo néo
“interesse” em predar a larva de crisopideo pela joaninha e, pelo crisopideo nao estar
em jejum e, consequentemente, ndo predou de imediato a larva de joaninha. Dessa
forma, optou-se por avaliar larvas de 3° instar de duas outras espécies de joaninha a Hi.
convergens e a H. axyridis para observar se estas espécies seriam capazes de predar com
maior éxito e menos tempo larvas de 3° instar do crisopideo. Os bioensaios com as
joaninhas Hi. convergens e a H. axyridis foram realizados com o mesmo procedimento
descrito anteriormente para a joaninha C. sanguinea.

Assim como a C. sanguinea, a joaninha Hi. convergens apresentou menor
voracidade que o crisopideo, sendo entdo predada por esse (de n=10, apenas quatro
larvas de joaninha predaram a larva de crisopideo), com tempo de duragdo de 10 h. Ja a
H. axyridis apresentou voracidade superior as demais espécies de joaninha, tendo
predado todas as larvas de crisopideo (n=10) em menos de 15 min ap6s o inicio do
bioensaio. Dessa forma, optou-se por utilizar a larva de 3° instar de de H. axyridis para

0 bioensaio de deteccao de presas em predagdo secundaria (Bioensaio C).

d) Analise da viabilidade de larva de crisopideo de 3° instar se alimentar de oito
pulgbesem 1 h
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Larvas de 3° instar (n=8) do crisopideo foram privadas de alimentacdo por 24 h.
Em seguida, as larvas famintas foram individualmente transferidas para tubos de
acrilico de 2,5 x 2,5 cm, em que uma das extremidades foi vedada com parafilme
(Douglas e van Emden, 2007), contendo oito pulgdes adultos apteros de M. persicae, 0s
quais se alimentavam de dieta liquida (Dadd e Mittler, 1966). As larvas foram
observadas por 60 min. Seis larvas consumiram todos os pulgdes oferecidos em 42,8 +
8,58 min e, os demais se alimentaram de seis e sete pulgdes em 1 h. Esses resultados
confirmaram que seria possivel realizar o Bioensaio C, delineado para larva de

crisopideo consumir trés pulgdes em menos de 1 h.
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ANEXO 3 - Construcéo do banco de referéncia de DNA
mitocondrial

O processo foi dividido nas seguintes etapas:

a) elucidagdo dos mitogenomas das espécies-alvo utilizadas no trabalho
e que o mitogenoma ainda ndo estava elucidado e disponivel em banco

de dados publicos;
b) construgdo do banco de referéncia de DNA propriamente dito.
a) Elucidacio de mitogenomas

Consistiu nas etapas:

1) verificagdo da qualidade e presenca de adaptadores e iniciadores
(programa FastQC), retirada dos adaptadores e/ou iniciadores
(programas Fastqc-mcef e Cutadapt), nova verificagdo de qualidade e

presenca de adaptadores e iniciadores;

ii) fazer a montagem dos mitogenomas através do programa MITObim,
que por sua vez ¢ dividida em duas etapas: i) a primeira que utiliza o
programa MIRA 4, que ird montar contigs baseando-se em um
mitogenoma de referéncia; ii) a montagen obtida a partir do MIRA 4,
serd utilizada interativamente pelo programa MITObim, que por sua

vez montara scaffolds para entdo formar o mitogenoma de interesse;
iii) anotacao dos genes mitocondriais através do programa MITOS.

Os comandos (em Unix) para todo o processo estdo descritos a
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seguir ¢ indicados pelo simbolo $. Em vermelho ou entre os simbolos <
> foram indicadas informagdes que devem ser fornecidos pelo usuario
(p.ex. nome de arquivos, e outros). O simbolo # indicam explicagdes

nos comandos.

FASTQC

$ fastgc arquivo Rl.fastq arquivo R2.fastq

Fastg-mcf

Primeiramente foi criado um arquivo contendo as sequéncias nucleotidicas de
todos os adaptadores conhecidos para as bibliotecas da plataforma Illumina
(nome do arquivo: ALL_ADAPTORS.fasta), obtidos do site Illumina.

S fastg-mcf -U -P 33 -W 4 -q 15 -x 5
../ALL ADAPTORS.fasta arquivo R1l.fastqg

arquivo R2.fastqg -o arquivo Rl clipped.fastqg -o
arquivo R2 clipped.fastqg

Cutadapt-1.1

$ cutadapt-1.1/bin/cutadapt arquivo Rl clipped.fastq
-a sequencia do primer >
arquivo Rl clipped cutadapt.fastqg

$ cutadapt-1.1/bin/cutadapt arquivo R2 clipped.fastq
-a sequencia do primer >
arquivo R2 clipped cutadapt.fastqg
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MITObim

i) Criar um subdiretério MITObim para cada biblioteca da espécie a elucidar o

mitogenoma;
ii) Adicionar o mitogenoma de referéncia, em formato FASTA;
iii) Criar arquivo txt manifest.conf:

project = initial-mapping-Bt-91-to-Bemisia tabaci mt
# Bt-91 representa um nome qualquer do arquivo FASTq
da espécie-alvo e Bemisia tabaci mt o arquivo FASTA
do genoma de referéncia em questéo

job=genome,mapping,accurate

parameters = -NW:mrnl=0 -AS:nop=1 SOLEXA SETTINGS -
CO:msr=no

readgroup
is reference
data = Bemisia tabaci mt.fa

strain = Bemisia tabaci

readgroup = reads

data = arquivo Rl clipped. fastqg
arquivo R2 clipped.fastqg

technology = solexa

strain = Bt-91

iv) Rodar o comando para MIRA 4:

$ export
PATH=/1bi/acgt/bioinfo/ASSEMBLY/MIRA/mira 4.0.2 linu
x-gnu_x86_ 64 static/bin/:$PATH
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S mira manifest.conf

$ /1bi/acgt/bioinfo/ASSEMBLY/MITOBIM/MITObim-
master/MITObim 1.8.pl -start 1 -end 15 -sample Bt-91
-ref Bemisia tabaci_mt -readpool
arquivo Rl clipped.fastq arquivo R2 clipped.fastq -
maf initial-mapping-Bt-91- to-
Bemisia tabaci mt assembly/ initial-mapping-Bt-91-
to-Bemisia tabaci mt d results/initial-mapping-Bt-
91-to-Bemisia tabaci mt out.maf &> log

MITOS

Fazer o upload da sequéncia do mitogenoma elucidado pelo MITObim,
em formato FASTA, no site http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py.
Selecionar o cédigo genético para invertebrados. O resultado ¢ enviado

por e-mail.

Curadoria manual da anotacio dos mitogenomas pelo MITOS

Ao final da andlise pelo MITOS, importar os arquivos com extensao
“gff” e FASTA para o programa Geneious, juntamente com o
mitogenoma de referéncia (em formato gb). Selecionar o(s)
mitogenoma(s) de referéncia e o mitogenoma-alvo e fazer o
alinhamento (p.ex. no MAFFT, usando parametros default). Apds o
alinhamento, selecionar o mitogenoma de referéncia para ser e usar a
opegao “Set it as reference sequence”. Para a curadoria manual verificou-

se os seguintes aspectos:

1) Se ha codon iniciador no inicio das sequéncias codificadoras

(normalmente metionina). Os codons inicidadores alternativos para
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invertebrados podem ser AUA, AUU, AUC, GUG. O gene COI nao
se inicia com ATG (metionina); e alguns genes NDs iniciam com
codon ATT (www.ncbi.nlm.nih.gov/T axonomy/Utils/wprintgc.cgi);
I1) Se ndo ha codons de terminagdo no meio da sequéncia codificadora;
Iii)Se ndo ha delegdes ou insergdes que mudariam a frame de tradugéo;
IV)Se ha codons de terminag@o no final das sequéncias codificadoras
(em mitogenomas os codons de terminacdo sdo TAA, TAG, TA ou
apenas T);
V) A completude e circularidade do mitogenoma através da verificagdo
de extremidades que se sobrepoem em mais de 25 pb (Tang et al.,
2014).
vi) Se ha sequéncias repetidas nas extremidades, principalmente em
scaffolds > 20 kpb, devido a incapacidade de alguns assemblers nao

reconhecerem as extremidades dos genomas.

Deposicao dos mitogenomas no GenBank

Apos a curadoria manual, os mitogenomas elucidados e anotados foram
depositados em Batch no GenBank através do Banklt. Para isso, trés
arquivos foram gerados:

1) FASTA;

i1) Organism table (tab-delimited text file);

i11) Five-column, tab-delimited table of feature locations and qualifiers.

b) Gerac¢ao do banco de referéncia de DNA mitocondrial de insetos

Consistiu nas seguintes etapas:
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1) Acessar o banco de dados de genomas de organelas do NCBI, através
do link:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/OrganelleResource.cgi? taxid=50

557,

i1) Realizar o download da lista do numero de acesso;

iiil) Acessar o Batch Entrez do NCBI através do link
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/batchentrez ¢ informar no campo
“escolher arquivo” o arquivo salvo contendo o banco de acessos e em

seguida clicar em “Retrieve”.

iv) Clicar em “Retrieve records for UID(s)” e, neste momento uma
pagina do NCBI sera aberta contendo todas as informagdes dos

mitogenomas listados;

v) Clicar em “send to” e escolher “file” format FASTA;

vi) Inclusdao das sequéncias (Formato FASTA) dos mitogenomas das

espécies elucidadas nesse trabalho de doutorado.
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ANEXO 4 — Analises de bioninformatica para deteccio das presas

Os comandos (em Unix) para todo o processo estdo descritos a seguir e
indicados pelo simbolo $. Em vermelho ou entre os simbolos < > foram indicadas
informacodes que devem ser fornecidos pelo usudrio (p.ex. nome de arquivos, € outros).

O simbolo # indicam explica¢des nos comandos.

BLASTn

$ makeblastdb -in <refdb.fasta> -out <refdb> -dbtype nucl

$ blastn -db <banco de dados formado pelor mitogenomas
elucidados mais os obtidos no GenBank> —query

BioA 17 _S18 ALL.fa -out BioA 17 _S18 ALL vs_848 insectamito.txt
-task blastn -evalue le-5 -max target segs 3 -outfmt 6 -dust no

-num_threads 55

Atribuicao taxonémica dos matches e filtragem de falsos-positivos

Para se obeter todas as identificacdes taxondmicas (taxid) contidas no GenBank, fez-se
0 download de gi taxidn_nucl.dmp do
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/gi_taxid nucl.dmp.gz. No caso dos
mitogenomas elucidados e depositados no GenBank, fez-se a classificagdo 'doméstica’
do taxid para eles e os incorporouem arquivo (txt) em uma das subpastas contendo os
taxid obtidos do GenBank.

Foram utilizados os seguintes programas, escritos em Python (Srivathsan ef al.,

2015):
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e matchtax 2 from blastout lowmem.py (para associac¢do das taxid);
e parse by id.py (para filtragem pela sobreposicao do alinhamento);

e masterfile tax.py (para filtragem pela identidade do alinhamento);

Os comandos utilizados foram:
$ Python /usr/local/bin/matchtax 2 fromblastout lowmwm.py
BioA 17 S18 ALL vs 848 insectamito.txt # o output sera o
arquivo com extensdo *.withgi
$ python /usr/local/bin/parse by id.py # seguido da indicacéo
do arquivo gque passard pelo alinhamento e o numero de bases

desejado:

$ infilename: BioA 17 S18 ALL vs 848 insectamito.txt withgi

$ length cutoff: 150# # o output serd o arquivo com extenséo

* . byid

$ python /usr/local/bin/masterfile tax.py
BioA 17 S18 ALL vs_ 848 insectamito.txt withgi byid 98 # 98 é a
indicacdo da similaridade desejada, nesse caso, e o O output serda o

arquivo com extensdo *. cat con todiv final

Recuperaciio das sequéncias FASTA das reads remanescentes

1) Os programas 'cdbfasta' (https://sourceforge.net/projects/cdbfasta/) e 'cdbyank'

(http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/cdbyank.html) foram utilizados.

i1) Fazer a indexacdo de todas as reads obtidas em uma dada biblioteca para o formato
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FASTA:

$ cdbfasta BioA 17 S18 ALL.fasta

Sera criado o arquivo BioA 17 S18 ALL.fasta.cidx

iii) Criar um arquivo texto (retrieve list.txt) com o nome das reads (uma read por

linha)

iv) Tendo o arquivo retrieve list.txt com o nome das reads, executar:

$ cat retrieve list.txt |cdbyank BioA 17 S18 ALL.fasta.cidx >
retrieve. fasta

v) Sera criado um arquivo retrieve.fasta
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ANEXO 5 — Codigos SRA dos dados de sequenciamento das bibliotecas

dos bieonsaios A, B, C e D depositados no GenBank

Tabelal6. Codigos de acesso aos dados de sequenciamento das bibliotecas do Bioensaio A

no GenBank.

Biblioteca Acesso

BioA 1 SRR5342712

BioA 2 SRR5342716

BioA 3 SRR5342715

BioA 4 SRR5342713

BioA 5 SRR5342714

BioA 6 SRR5342674
BioA_6b SRR5342673

BioA 7 SRR5342672

BioA 8 SRR5342671

BioA 9 SRR5342710
BioA 10 SRR5342709
BioA_11 SRR5342708
BioA 12 SRR5342696
BioA_ 13 SRR5342695
BioA_14 SRR5342694
BioA 15 SRR5342693
BioA_16 SRR5342711
BioA 17 SRR5342670
BioA 18 SRR5342669
BioA_ 19 SRR5342668
BioA 20 SRR5342667
BioA_21 SRR5342707
BioA 21b  SRR5342706
BioA 22 SRR5342705
BioA_23 SRR5342704
BioA_24 SRR5342666
BioA_25 SRR5342665
BioA 26  SRR5342664
BioA_27 SRR5342663
BioA 28 SRR5342662
BioA 29  SRR5342661
BioA_30 SRR5342660
BioA 31  SRR5342645
BioA_32 SRR5342644
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BioA_33
BioA_34
BioA_35
BioA_36
BioA 36b
BioA_37
BioA_38
BioA 39
BioA_40
BioA_41
BioA_42
BioA_43
BioA_44
BioA_45

SRR5342643
SRR5342642
SRR5342641
SRR5342640
SRR5342639
SRR5342638
SRR5342637
SRR5342636
SRR5342635
SRR5342634
SRR5342633
SRR5342632
SRR5342631
SRR5342630

Tabela 17. Cddigos de acesso aos dados de sequenciamento das bibliotecas do Bioensaio B

no GenBank.
Biblioteca Acesso
46 SRR5342629
47 SRR5342628
47B SRR5342627
48 SRR5342626
49 SRR5342625
50 SRR5342624
51 SRR5342623
52 SRR5342622
53 SRR5342621
54 SRR5342620
55 SRR5342619
56 SRR5342618
57 SRR5342617
58 SRR5342616
59 SRR5342615
60 SRR5342614

Tabela 18. Cddigos de acesso aos dados de sequenciamento das bibliotecas do Bioensaio C
no GenBank.

Bblioteca

ACesso
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68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
76 1
76 2
76 3
78B

SRR5350656
SRR5350655
SRR5350654
SRR5350653
SRR5350652
SRR5350651
SRR5350650
SRR5350649
SRR5350648
SRR5350644
SRR5350643
SRR5350641
SRR5350640
SRR5350639
SRR5350638
SRR5350637
SRR5350647
SRR5350646
SRR5350645
SRR5350642

Tabela 19. Cadigos de acesso aos dados de sequenciamento das bibliotecas do Bioensaio D

no GenBank.
Biblioteca Acesso
61 SRR5342703
62 SRR5342702
63 SRR5342701
64 SRR5342700
65 SRR5342699
66 SRR5342698
67 SRR5342697
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Abstract

False detection of ataxon in environmental samples is one of the major concerns
associated with DNA-based methods because it can mislead derivative ecological
inferences. This work demonstrates the feasibility of removing certain kinds of false
positives from shotgun sequencing of the DNA community in predator gut contents,
without jeopardizing the identification of true positive prey species. Four feeding
bioassays using different insedt predators and prey were conducted. The gut content of
the predators was dissected and used to extract the total DMA for constructing 53
TruSeq MNano libraries and sequenced by llumina HiSeq 2500. Good quality reads were
converted from to FASTA and matched to an Insecta mitogenome reference database
(969 species) using BLASTn. As a first step to eliminate false prey detections, a set of
Python customized scripts was used to filter the output matches using nine
combinations of thresholds based on identity and overlap length (98, 99 or 100% with
either 100, 150 or 200 bp). False positives were classified as true false positives,
mismatches and contaminants. Considerable reduction in false positives was achieved,
however downstream processing was essential. Eliminating non-mapping reads, reads
mapping to RNAs and control region regions, and single-end reads all true false
positives and nearly all (>98%) of mismatches were removed. Contaminant reads were
rarely completely removed. The threshold with the best tradeoff was 98% identity in 150
bp, combined with downstream processing, but 99% identity and PCR validation might

be needed to remove any remaining false positives.
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Introduction

Detection and identification of species in the diet of predators or herbivores or in any
environmental sample have been greatly enhanced by molecular methods. Considering
just DNA-based methods, several highly successful methods rely on specific molecular
markers, such as a single-locus barcode in the nuclear DNA (e.g., ITS, 185, rRNA, #mL)
or mitochondrial or chloroplast DMA (e.g., COIl, Cyth, 165, rbel, matk) (Hebert et al_
2003; Hollingsworth ef al. 2009). Examples of these methods include conventional and
quantitative PCR and metabarcoding (e.g., Valentini ef al. 2008, Pompanon et al. 2012;
De Barba et al. 2014) and are now widely used in ecological studies. However, the
PCR-based methods can only detect targeted, previously identified species and cannot
be used to identify unknown species in a sample. Metabarcoding addresses this
problem by amplifying simultaneously the barcode sequence for multiple species,
sequencing these amplicons, and identifying species by matching the sequences to a
database of known barcode sequences. While this method has been successful for
identifying unknown species (Taberet etal. 2012; Yu et al. 2012), methods that do not

require amplification are desired (Yu et al. 2012; Deagle et al. 2014).

Mewer methods, such as mito-metagenomics and DNA shotgun sequencing, do
not rely on single barcode sequences for prey identification, but instead they identify
species through a marker-free. multi-locus approach and may not require DNA sample
amplification. These methods typically identify species by sequencing and detecting

multiple mitochondrial or chloroplast coding genes (Taberlet et al. 2012; Tang ef al.
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2014; Srivathsan et al. 2015; Paula et al. 2015,2016) and matching these seguences to

a database of known mitochondrial or chloroplast genome seguences.

The underlying principle of many of these methods based on high-throughput
seguencing (metabarcoding, mito-metagenomics, DNA shotgun sequencing) is to
identify taxa by matching the sequenced fragments (referred as reads) to a reference
DMNA database. This requires demonstration that the matches correctly identify taxa. For
barcode sequences, corect identification is assumed as barcode sequences are
expected to be species-specific. Nevertheless, for the marker-free methods, such as
DNA shotgun sequencing, this remains to be demonstrated. For this method (Srivathsan
et al. 2015; Paula ef al. 2015,2016), the first step for prey identification consists of using
a non-stringent BLASTn analysis (E-value <1e-5) or default MEGABLAST settings (word
size 28) of the sequencing data against a DNA reference database. The BLAST output
data are filtered according to thresholds of percent identity in a specified overap length
and then filtered against additional downstream criteria. However, the best thresholds
and downstream analyses for eliminating false positive exogenous taxa , and at the
same time, preserving true positive exogenous taxa are not known. For ecological
studies in which field samples are used to infer food webs or trophic interactions of
target species, it is essential that the exogenous taxa are credibly identified in the

samples to enable robust ecological inferences.

Previously, the percent identity and overlap length thresholds have been 95% or

98% or 99% in 225 bp (Paula et al. 2015,2016), i.e. < 10 bp mismatches, or even hit
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length = 50 bp with identity = 98% (Srivathsan et al. 2015), i.e. 1 bp mismatch. These
thresholds have been adopted heuristically based on the assumption that species
diverge genetically from each other by at least 3%. However, according to Herbert ef al.
(2003) “there is no simple formula that can predict the length of sequence that must be
analyzed to ensure species diagnosis, because rates of molecular evolution vary
between different segments of the genome and across taxa™. It is important to validate
these thresholds for taxon assignment in environmental samples, especially when using
a multiHocus identification method (Rubinoff ef al. 2006).

In this work we conducted feeding bioassays in the laboratory with known insect
predator and prey species to evaluate percent identity and overlap length thresholds and
downstream processing. The benefits and costs of the thresholds and downstream
processing were quantified, considering benefits to be the elimination of false positive
reads, and costs to be the elimination of true positive reads. The aim was to eliminate as
many false positives as possible while keeping as many true positives as possible. In
addition, we demonstrated that downstream processing was essential to supplement the

threshaelds for removing false positives.

Materials and methods

Feeding bicassays
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We conducted four feeding bioassays to test filtering parameters o remove false
detection of not preyed upon species in the gut content of predators. In bicassay A
(BioA), the insect predators Cycloneda sanguinea (3™ instar and adult) and Chrysoperla
externa (3™ instar) were fed individually on one Spodoptera frugiperda egg (72 h-old, at
pre-eclosion stage), one Myzus persicae aptera , one Bemisia tabaci nymph (last instar),
or not fed on any prey (unfed control group). In bicassay B (BioB), Hippodamia
convergens (3" instar) was fed on one, three or six M. persicae apterae, or not fed on
any prey (unfed control group). In bioassay C (BioC), Harmonia axyridis (3™ instar) was
fed one Chrysoperla externa nymph (2"" instar) that had fed or not on three M. persicae
apterae, or not fed on any prey (unfed control group). In bicassay D (BioD), C.
sanguinea (3" instar) was fed on one M. persicae aptera, and the predators were
allowed to digest the prey three hours at 20 or 30°C. All predators were killed
immediately after feeding or three hours after feeding in 95% ethanol and stored at -
20°C until DNA extraction. In all bioassays 10 individual predators of the same species
and stage and with the same feeding history were pooled. Eggs of Ephestia kuehniella
were used as a maintenance food for all the predator species before the bicassays. The
immature predators were starved for 24 h before the feeding bioassays. The adult
predators were deprived of food for 48 h after adult emergence. A total of 53 libraries

were examined.

DNA sequencing
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120  The guts of the predators were dissected using clean forceps under a stereomicroscope.
121  Guts from the same treatment were pooled immediately after dissection in the first buffer
122  of the DNA extraction kit using a DMA-free microtube placed in ice. The total DNA was
123 extracted for each sample using DNAeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germany),
124 and quantified by Qubit {Invitrogen), following the manufacturer's instructions. The
125  purified DMNA was normalized to an equal concentration of 1 pg to make TruSeq Nano
126  libraries (lllumina, USA) for each sample. All the libraries were sequenced on the HiSeq
127 2500 Rapid Mode (2x250 bp, insert size 350 bp, 250 cycle kit) (lllumina, USA) using
128  each 2% of the flow cell. BioA libraries (27 samples) were sequenced at the Genomic
129  Center of the University of Minnesota (USA), and the libraries for the other bicassays
130 (26 samples) were sequenced at the Roy J. Carver Biotechnology Center of the
131  University of lllinois (USA). We found no differences in our results for the two

132  sequencing centers, so our results summarize both together.

133

134 Taxon assignment

135  All the programs and settings used in the bioinformatics analyses were based on Paula
136 efal (2015). The gquality assessment for each dataset was done using FastQC v.011.3.
137  Library index adapters were trimmed using Fastgc-mcf (v.1.04 807) e Cutadapt (v.1.9.1).
138 After quality control, the retained reads from each library were converted to FASTA

139  format using SeqTK (v1.2) and matched against a DNA reference database using
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140  BLASTn v22.27+ (E-value <1e-5; maximum target seguences 3; no dust). The DNA
141  reference database constituted of the mitogenomes (in FASTA format) of 969 insect
142  species available at the time in GenBank, including the species used in the bioassays
143  (Table 51, Supporting Information). Using a set of Python customized scripts to
144  eliminate false taxon identifications (Paula ef al. 2015; Srivathsan ef al. 2015,2016), the
145  matched reads in the output BLASTn were filtered for the threshold of minimum overlap
146 length and identity forming 8 combinations: 100, 150, or 200 bp overap with 98, 99, or
147 100% identity. In each library, the remaining reads per matched species in each filter
148  combination were counted using an in-house script. We did not consider any overlap

143 length <100 bp as taxonomic information becomes poor (Meusnier ef al. 2008)

150

151  Data analysis

152 True positive species were those that were the prey associated with each of the

153  bioassays, and false positive species were any other species that was neither prey nor
154  predator. We categorized the false positive species detected in our samples in three
155  categories: true false positives, mismatches and contaminants. True false positives

156  comprise the species that could not possibly be in a sample, because they were not

157  presentin the bioassays, or even in the laboratory, and in some cases, in the country.
158 They arise because a read matches a mitogenome sequence in the reference database

159 during BLASTn. Mismatches comprise matches to species in the reference database
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160  that are related and may have genetic similarity to the species used in the experiments.
161  Contaminants comprise a real detection of an external source of DNA not planned by
162  the researcher, and contracted before or during the bicassay, inthe sample DNA

163  extraction, or later in the sequencing process. It is difficult to determine if a false positive
164  is atrue false positive, a mismatch, or a contaminant. Consequently, we considered

165  distinguishing criteria as follows: 1) a true false positive is a species that is not related to
166  any of the species in the experiment, and is not present in colonies or samples near the
167 laboratory; 2) a mismatch is a species that is closely related to one of the species in the
168  experiment, (at the subfamily level for coccinellids and at the family level for aphids and
168  lacewings), and is not present in colonies or samples near the laboratory; 3) a

170 contaminant is a species that was used in the experiment, but should not have been

171  detected in the library.

172

173 Downstream processing

174  To remove remaining false positives after threshold filtering, we mapped the reads with
175  matches at 98 and 99% identity and 150 bp overlap to the mitogenomes of the matched
176  species. To conduct the mapping, FASTA sequences of the matched reads were
177 retrieved through the CAT command, wusing the programs cdbfasta
178 (https:Vsourceforge.net/projects/cdbfastalsta) and cdbyank (http:

179 /nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/cdbyank.html). The FASTA sequences of the reads
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of a library and the matched mitogenomes were transferred to the Geneious program
(v.9.05), where the reads were mapped to a mitogenome reference according to the
parameters: custom sensitivity; do not trim; save list of used reads; save list of unused
reads; not allow gaps; minimum owverlap 150 bp; minimum identity 98% or 99%; not
search more thoroughly for poor matching reads. Non-mapping reads, reads mapping to
non-coding mitochondrial regions (hyper-variable control region) and mapping to tENA
and rRMA genes were discarded, because these regions do not provide taxonomic
resolution. In addition, we eliminated all single-end read matches, because library
preparation and sequencing can produce an artifactual excess of R1 reads (Chen et al.
2017). Finally, reads that matched with more than one taxon in the reference database

were eliminated.

Results

False positives

Using a less stringent threshold (overlap length of 100 bp and 98% identity) to filter the
BLASTn output read matches, 25 taxa were detected as false positives (Table 1) in the
53 libraries from all four bioassays out of 969 possible species in the DNA reference

database.

a) Tiue false positives
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The primary benefit of more stringent thresholds is the remaval of true false positive
read matches (Fig. 1, Table 52, Supporting Information). Ten species were detected as
true false positives, presented in decreasing order of abundance of reads with matches
in the libraries: Adoxophyes honmai [Lepidoptera: Torricidae], Diadegma semiclausum
[Hymenoptera: lchneumonidae], Atrocalopteryx atrata [Odonata: Calopterygidae],
Callimorpha dominula [Lepidoptera: Erebidae], Anopheles epiroticus [Diptera:
Culicidae], Trilophidia annulfata [Orthoptera: Acrididae], Orseolia oryzae [Diptera:
Cecidomyiidae), Dophla evelina [Lepidoptera: Nymphalidae)], Evania appendigaster

[Hymenoptera: Evaniidae], and Heliconius clysonymus [Lepidoptera: Heliconidae].

Some of these true false positive species were detected in almost every library at
the less stringent thresholds of overlap length and identity, but were eliminated at more

stringent threshold combinations (Fig. 1 and Table S3, Supporting Information).

All of the true false positive reads were eliminated at a threshold of 100% identity
and 200 bp overlap length, and nearly all were eliminated at 98-99% identity and 200 bp
overlap. The thresholds at 899%150 bp and 100% 150 bp also removed most of true
positive reads (Tables 52 and S3, Supporting Information). Overall, all of the 100 bp

overlap length thresholds were poor at removing frue false positive reads (Fig. 1).

b) Mismatches
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218 Four species of coccinellids, three species of chrysopids and one species of aphid were
220  identified as mismatched false positives (Table S4, Supporting Information). All of the
221 Co. maculata mismatches were associated with Hi. convergens as the predator. The A.
222 bipunctata mismatches occurred for all three coccinellid predators, C. sanguinea, H.

223 axyridis and Hi. convergens. All of the chrysopid mismatches occurred when Ch.

224 exfterna was the predator.

225 Mone of the thresholds removed all mismatched reads (Fig. 2, Tables S4 and S5,
226 Supporting Information). This was especially true of the mismatched coccinellids and
227 Ch. carnea, none of which were entirely removed by any of the thresholds. However all

228 of the mismatched aphids were removed at some threshold.

229 The average removal of mismatched reads was not as high as for true false

230 positives (Fig. 2).The most stringent threshold {100% id 200 bp) removed only a few of
231  the mismatched species that were present in the 98% 100 bp threshold (Table S4,

232 Supporting Information), as indicated by the triangular distribution of points in Fig. 51,
233 Supporting Information. Clearly there was a need for downstream processing to try to

234 remove all of the reads from these mismatched species.

235 To determine the “best” threshold for eliminating mismatched reads, we ranked
236 the thresholds for each species (with ties having the average rank), and summed the
237 ranks for each threshold (Table 2). The thresholds with the best ranks were 100% 150

232 bpand 100% 200 bp, but these were not much better than 100% 100 bp and 99% 200

10
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bp. In addition, 99% 150 bp and 98% 200 bp were also similar. The remaining three

thresholds were considerably poorer.

c) Contaminants

Seven species were detected as contaminants in the four bioassays (Table S6,
Supporting Information), and some of them were also considered as mismatches (Table
S4, Supporting Information). This happened because the bioassays were done during
different seasons, and therefore some species were not present in the laboratory at the
time of a bioassay. Mone of the thresholds completely eliminated the reads for any of the
contaminant species (Fig. 3, Table SB, Supporting Information). Overall, it appears that
the identity thresholds remove more contaminant reads than the overlap length

thresholds. The rank order of the thresholds (Table 2) shows this clearly.

In general, the thresholds did not remove contaminant reads or species from the
libraries very well (Fig. 3, Table S57). Overall, the identity thresholds removed some

contaminant species at 100% identity, but the overlap length thresholds did not.

Effective removal of contaminant reads generally reduced the number of
contaminant species in the library, but not always, as indicated in the triangular
distribution of points in Fig. S2 with many points on the x-axis. This result also meant

that we should consider downstream methods that remove all of the contaminant

11
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258 species from all of the libraries, rather than focusing on removal of a high proportion of

259  reads.

260

261  True positives

262  True positives occurred for all the prey species, although not in all of the libraries; M.
263 persicae (Bio A: 9 libraries; Bio B,C,D: 17 librares), S. frugiperda (6 libraries), B. tabaci
264 (4 libraries), and Ch. externa (7 libraries) (Table S8). Similar to the contaminants, none
265  of the species was eliminated from all of the libraries by any of the thresholds, although
266  the more stringent thresholds had fewer prey reads, in some cases half of the least

267  stringent one (Fig. 4, Table S9).

268 Overall, the thresholds did not affect the detection of prey exceptin a small

268  number of libraries. They eliminated a true prey from at least one library for four of the
270 five prey species at 100% identity (Table S9). Because of the high rate of read

271  elimination and the loss of true positive species at 100% identity, this threshold is not
272 preferred. In addition, the 200 bp threshold lost some true positive species, so this was
273 alsonot preferred. Based on the results for the thresholds, we focused additional

274 analysis on the 98 and 99% identity and 150 bp overlap length thresholds.

275

276 Downstream processing to remove remaining false positives

12
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The remaining true false positives were completely eliminated from the data through
mapping, for both the 98 and 99% identity and 150 bp overlap length thresholds (Table
3). This happened because none of these true false positive reads could be mapped to

the mitogenome of the taxon previously matched by BLASTn.

Mearly all of the remaining mismatched false positive reads were removed by
downstream processing (Table 4). For the 98% identity and 150 bp overap length
threshold, five of seven species were completely removed. For three of these spedies,
none of the mismatched reads could be mapped to their respective mitogenomes. The
other two species were removed because most of the mismatched reads were in the
rRMA region (Co. maculata) or were single-end reads (Hi. convergens). The remaining
mismatched species were for Ap. gossypii (4 reads, 1 library) and H. axyridis (2 reads, 1
library). For the 98% identity and 150 bp overlap length threshold, five of nine species
were completely removed. Three species had no mapped reads, one had most of the
reads in the rRNA region (Co. maculata) and one had about half the reads in the tRNA
or rRNA region (A. bipunctata). The remaining mismatched reads were for Ap. gossypii
(9 reads, 4 libraries), H. axyridis (2 reads, 1 library), Ch. nipponensis (4 reads, 2
libraries) and Hi. convergens (4 reads, 2 libraries). Mo mismatched reads were
aliminated because they mapped to the control region or were identified to more than

one species.

The remaining contaminant false positives were not easily eliminated, but the

number of reads of each contaminant species could be reduced in the libraries (Table
13
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208 5). Generally, when there were fewer contaminant reads of a species in a library, it was
292 more likely that they could be eliminated by downstream processing. However, even
300 after downstream processing, there was a considerable number of reads remaining that
3ol matched to mitochondrial coding genes of the contaminant species (Fig. 5). No

302 contaminant false positive reads were eliminated because they were identified to more
303 than one species, and very few were eliminated because they mapped to the control

4 region.

305 We also checked the effect of the downstream processing on the number of true
306 positive reads. Because reads that mapped to the control, tRNA and rRMNA regions were
307  discarded, the number of reads was reduced considerably (Table 6). However, there
308 was also substantial numbers of reads that did not map to the mitogenome of the

302 identified species or that were single end reads. Overall, 41.8 - 46.7% of the reads after
310 filtering were eliminated by downstream processing for the 98% identity, 150 bp overlap
311  threshold. For the 99% threshold, between 38.3 - 45.7% of the true positive reads were
312 eliminated. There were 30% fewer libraries with true positives after downstream

313 processing for the 99% identity threshold than the 98% identity threshold. Nevertheless,
314  in most libraries the true prey could be identified because of the high number of

315 remaining reads (hundreds).
3ile

317 Discussion

14
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Benefits and costs of maore stringent thresholds

The benefit of each threshold combination was related to the type of false positives._ All
true false positives were removed by the most stringent threshold (100% identity, 200 bp
overlap length), and nearly all reads were eliminated for all of the 200 bp overlap
thresholds. All of the 150 bp overlap length thresholds also eliminated a large proportion

of these species and reads.

For mismatches, there was a greater reduction in the number of reads and
species by increasing the identity thresholds than by increasing the overlap length
thresholds, except for A. bipunctata and Co. maculata. Because the mismatches are
with related species, they may be related to the genetic similarity among the species, so
mismatches might be more readily eliminated by a higher identity threshold than by
merely increasing overlap length. The fact that nearly all mismatches were associated
with related predator species (e.g., coccinellid mismatches when the predator was a
coceinellid; chrysopid mismatches when the predator was a chrysopid) implies strongly
that these false positives result from taxonomic similarty of the species. The most
stringent threshold removed all of the mismatched aphid reads, possibly because there
were so few of these reads and the species were not so closely related to the aphid

prey, M. persicae.

Although the number of contaminant reads was reduced at more stringent

thresholds, none were completely eliminated, and the number of species contaminating
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libraries was only slightly reduced. This would be expected if the reads were really due
to contamination of the samples, as the contaminant DNA would be present and should
be detected. Considering this, we should expect that the thresholds would affect these
contaminants similar to the way they would affect both true prey and predator
detections. More stringent identity thresholds removed more reads than more stringent
overlap length thresholds, except for H. axyridis and Hi. convergens. At 98% identity and
150 bp overlap length, 49.7% of contaminant reads were eliminated, and at 99% identity

and 150 bp overlap, 55.2% were eliminated.

The primary cost of more stringent thresholds is the undesired removal of true
positive reads. True positives are associated with the prey used in the bicassays. There
were four species used as prey, M. persicae, S. frugiperda, B. fabaci, and Ch. externa
(as intraguild prey). The predator reads are also true positives, and itis possible that
loss of predator reads could be a cost, but this will not be considered here, as there
were large numbers of reads for the predators, and their DNA was not degraded by
digestion. The cost can be characterized by the loss of prey species or the loss of prey
reads. Because the read number is crucial for estimating the decay rates of prey
detection in the predator gut, we prioritized avoiding the loss of reads. Generally, the
identity thresholds remowved more reads than the overap length thresholds (except for B.
tabaci), similar to the contaminants. Unlike the contaminants, at 98% identity and 150 bp
overlap length, only 8.0% of true positive reads were eliminated, and at 99% identity and

150 bp overlap, only 23 9% were eliminated.
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Balancing the benefits and costs of using different thresholds, it seems
reasonable to adopt the thresholds of 985% or 99% identity and 150 bp overlap length.
These removed most, but not all, true false positive reads and many mismatched reads,
but did not remove too many true positive reads. The 100% identity thresholds removed
more false positives, but using 100% identity would not allow detection of the expected
amount of intraspecific genetic variation that commonly occurs. The 100 bp overlap
length thresholds generally did not remove very many false positive reads or species
and the 200 bp thresholds removed too many true positive species detections. Clearly,
there are so many remaining false positive reads with the 98% and 99% identity and 150

bp overap length thresholds that downstream processing is needed to improve data

quality.

Benefits and costs of downstream processing

Downstream processing of the results from the two best thresholds was done by
mapping the remaining reads and eliminating unmapped reads and reads mapping to
conserved regions of the mitogenome, and eliminating unpaired reads and those that
matched to more than one taxon in BLASTn results. Overall, the greatest number of
reads was removed because they did not map to the mitogenome. Indeed, all remaining

true false positive reads were completely removed from both thresholds for this reason.
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Mismatches also were efficiently removed, especially using the 99% identity
threshold. Only 189 mismatched reads (98 4% removal) associated with nine libraries
(four different species), and 6 reads (99.3% removal) associated with two libraries (two
different species) remained from the 98% and 99% identity thresholds, respectively. The
highest number of mismatched reads in a library was only four, possibly suggesting a
minimum threshold of four reads to avoid wrongly identifying a mismatch species. Three
different patterns of mismatches occurred: a) mismatches did not map to their respective
mitogenome, but instead to the closely related predator species used in the feeding
bicassay; b) mismatches mapped to their respective genome, but not to the closely
related predator or prey mitogenomes used in the bicassay; and c) mismatches that
mapped to both the mismatched species and the closely related predator species used

in the bioassay, exactly in the same mitogenome region.

The first case was illustrated by the mismatches with Ch. carnea, Ch.
nipponensis, and H. axyridis for the 99% identity and 150 bp overlap length threshold.
Similar results were observed for the 98% identity threshold. For Ch. camea, we
observed that none of the 701 mismatched reads could be mapped to the mitogenome
of Ch. camea. However 667 of these reads mapped to the mitogenome of Ch. extema.
All of the 701 reads were from libraries with Ch. exferna as an intraguild prey. Similarly,
the five reads that mismatched to Ch. nipponensis did not map to this mitogenome, but
instead, three of these reads mapped to the Ch. extema mitogenome, and these came

from libraries with Ch. extemna either as the primary predator or intraguild prey. These
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reads (667+5) probably should have been matched to the mitogenome of Ch. exferma in

the first place, but in the BLASTn analysis they matched to other Chrysopera species.

The second case was illustrated by the mismatches with Co. maculata and A.
bipunctata. The reads mapped to the mismatched species Co. maculata and A.
bipunctata, but did not map to the mitogenome of the closely related predator used in
the assays, Hi. convergens, except for two mismatched A. bipunctata reads that
mapped to the rRNA of Hi. convergens. These reads were removed for other reasons,
as they mapped in a conservative region of the mitogenome. This case was also
illustrated by the mismatches to Ap. gossypii, in which six of nine reads mapped to its
mitogenome, as previously identified by BLASTn, but not to the mitogenome of the prey
M. persicae used in the bioassays. Mismatches to Hi. convergens were another
example, in which five out six reads indeed mapped to this mitogenome, but none to the

closely related predator used in the bioassay, C. sanguinea.

The final case is illustrated by the mismatches with H. axyridis from a bioassay
using the closely related predator C. sanguinea . Two mismatched reads from one
library mapped to both the H. axyridis and C. sanguinea mitogenomes. The reads
mapped to the same region of the alp6 gene for both species. This mismatch pattern
might suggest that closely related species will be difficult to discriminate when few reads

are available. Experiments specifically designed to evaluate this possibility are needed.
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418 Downstream processing was essential to remove mismatches from the

418 sequencing data after filtering by identity and overlap length. It is essential to curate all
420 reads by mapping them to the mitogenome of the indicated species and removing all
421  reads that do not map and to check to see if the reads map to the predator mitogenome.
422 Inaddition, it is important to remove reads mapping to conserved regions of the

423 mitogenome. In our data, no mismatched reads mapped to the control region, but many
424  mapped to (RNA and rRNA genes. Finally, as library preparation and sequencing can
425  induce mutations (Chen etal. 2017), it is important to exclude single-end reads. More
426 broadly, mismatches might be avoided by having an accurate DNA reference database.
427  The mismatches to A. bipunctata and Co. maculata may be related to uncertainty

428  assoclated with their mitogenomes deposited in GenBank, as they are both classified as

420  unverified.

430 False positives due to contamination were more commeon than expected and they
431 were not efficiently removed from the samples even after additional downstream

432 processing. In few cases, it was possible to remove all of the reads of a contaminant

433 species when their number was small (e.q.. four for Bemisia tabaci) or when using an
434 identity threshold of 99% (e.g., for Chrysopera externa). From the 53 libraries analyzed
435 in this study, after all steps of downstream processing, 37 (69.8% ) at 98% identity and
436 25 (47.2%) at 99% identity still had contaminants. Seven libraries had three different

437  contaminants, 12 had two and 18 had one (98% identity threshold).
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Ephestia kuehniella was the most commaon contaminant, although it was not used
in any of the feeding biocassays. Its eggs were used as a rearing food for all the
predators before the bioassays. Its reads were only detected in assays with 3rd instar
larvae of Hi. convergens or H. axyridis, and not for 3rd instar C. sanguinea or Ch.
externa or adult C. sanguinea, suggesting stage or species differences. All immature
predators were deprived of E. kuehniella eggs 24 h before the feeding bioassays and
adults were not fed. This deprivation period may not have been sufficient to empty the
gut content of the immature predators of two of the species. Adults empty their gut
contents during metamorphosis (Chapman 2013), so unfed adults should not contain
any E. kuehniefla reads. Cycloneda sanguinea was the second most common
contaminant, which might be related to the fact that it was the most used predator in the
bicassays, used in the bioassays for 37 libraries out of 53. Hippodamia convergens was
the third most common contaminant, but had the highest number of contaminant reads.
We consider it likely that Hi. convergens immatures were mistakenly used in some of the
bicassays, instead of the intended predator. Excluding Hi. convergens, there were 529
reads (average of 9.6 reads/ instance of contamination) and 317 reads (average of 9.3
reads/ instance of contamination) remaining from the 98% and 99% identity thresholds,

respectively.

Consequently, the false positive reads remaining after downstream processing
were probably from true contaminants. Contamination could have occurred from many

possible sources, for example, taxon misidentification, insufficient starvation time of the

21

182



Maolecular Ecology Resources Page 24 of 40

459  predator before the bioassay (the detection of E. kuehniella might illustrate this

460  possibility), cross-contamination in the starting materials (e.g., during the bioassay or
461  DMNA sample preparation), sample transportation (e.g., loose plate cover), library

462 construction (on the set of barcode adapters or mistakenly identified barcode adapters),
463  and sample carryover between sequencing runs. While downstream processing

464  removed substantial numbers of contaminant reads, the best way to avoid them is

465  preventing them, e.g. avoiding the preparation of multiple samples or multiple libraries at
466  the same time, and isolating the bioassays from each other, as we did previously (Paula

467 etal 2015).

468 When conducting laboratory bioassays using known predators and prey, it is
468  possible to check for cross-contamination in the starting materials by performing PCR on
470  aliguots of the samples used for library construction. If there is no amplicon for the

471 contaminant taxa in the sample, the researchers can discard those contaminant reads.

472 Downstream processing also removed substantial numbers of true positive reads.
473 However, it eliminated all true positive reads from only 2 of 34 libraries for the 98%

474  identity threshold, but 10 of 34 libraries for the 99% identity threshold. Thus, if the

475 concern is retaining as many libraries with true positives as possible, the 98% identity
476  and 150 bp overap length threshold would be preferred. However, even with

477  downstream processing, there were 19 mismatched reads in 9 libraries and 5289

478 contaminant reads in 31 of the 53 libraries at this threshold (excluding Hi. convergens).

479 If itwere more important to remove false positives, the 99% identity and 150 bp overdap
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length threshold would be preferred. There were only 6 mismatched reads in 2 libraries

and 317 contaminant reads in 21 of 53 librares at this threshold.

For laboratory experiments with known prey, the 98% identity threshold might be
preferred because all mismatches and contaminants can be inferred from the
experimental design. For field samples, this is not possible, and the 99% identity
threshold might be preferred. However, even for field samples, we suggest as a first
step, the 98% identity threshold be used and compared to the results from the 89%
identity threshold. Some mismatched species can be identified from field samples, if the
species does not occur in sampled region. For species that are present after processing
the 98% identity threshold data, but eliminated with the 99% identity threshold, PCR on
aliquots of the samples used for library construction could be used to verify the
presence/absence of the species. PCR validation of true positive prey identifications in
the predator gut content when it they are supported just by few reads should be
preferred over the use of threshold number of reads, as is often done with
metabarcoding. For example, Yu et al. (2012) eliminated singletons from their 454 data,
and Clare et al. (2014) eliminated <4 reads from their lon Torrent data. As shown in this
work, a true positive can have a smaller or equal number of reads (Table 6) as a true
contaminant (Table 5). Small number of reads detected for true positive species might
be related to feeding on a small amount of biomass or a long elapsed time since
predation. Without complementary evidence, such as field sampling data or PCR

validation of the predator gut content, it would be advisable to be conservative and risk
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501  rejecting a true positive than accepting a false positive, because the dietary data would
502  beincomplete, but not wrong. Considering the high biodiversity existing in many

503 ecosystems and the unlikeliness of having a comprehensive mitogenome database for
s04  all the species in the studied ecosystem, it may be preferable to underestimate the diet
505 composition of predators or herbivores than possibly to erroneously consider it to be

s06  wider.
507
08 Conclusions

509 There is nothreshold that maximizes benefits and minimizes costs simultaneously.

510 Downstream processing is essential to remove the remaining true false positives and
511  nearly all mismatches. Contaminants cannot be removed using thresholds or

512 downstream processing, except when there are only a few reads. They need to be

513  prevented. Assuming contamination can be limited, filtering at 98% identity and 150 bp
514  owverlap length followed by downstream analysis has a good cost-benefit tradeoff as it
515  efficiently eliminates true false positives and mismatches, and does not eliminate true
516 positive taxa. For field samples, it may be useful to compare the results from the 98 and
517 99% identity and 150 bp overlap length thresholds and downstream processing. PCR
518  validation of prey presence/absence could be used on questionable identifications, such
519  asthose not supported at both 98 and 99% identity or those supported by only few

520 reads.
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Table 51 Insecta mitogenomes used in the DMA reference database

Table 52 Number of reads of true false positives per species at each threshold

Table S3 Mumber of libraries (out of 53) with true false positives per species at each
threshold

Table S4 Number of reads of mismatches per species at each threshold

Table $5 Number of libraries (out of 53) with mismatched species at each threshold
Table 56 Number of reads of contaminants at each threshold per species

Table S7 Number of libraries (out of 53) with contaminant species at each threshaold
Table S8 Number of reads of true prey positives at each threshold per prey species

Table S9 Mumber of libraries with true prey positives detected of a certain species at
each threshold

Fig. $1 Relation between removal of mismatched reads and libraries with mismatches.

Fig. §2 Relation between removal of false positive reads and libraries with
contaminants.
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Tables and Figures

Table 1 Taxa with false positive detection and the number of libraries (out of 53) that

had false positives of the indicated species initially after filtering BLASTn output read

matches using 100 bp and 98% identity and after filtering using 150 bp overlap length
and either 98% or 99% identity with subsequent downstream processing. Number

before “/" is for mismatches, and after is for contaminants

Species with false detection

Initial

Number of libraries

g

g

Adoxophyes honmai
Diadegma semiclausum
Atrocalopfenyx afaia
Callimospha dominula
Anopheles epirobcus
Tnlophidia annulafa
Dophla eveling

Evania appendigasier
Orseola oryzee
Heliponius clysonymus
Adalls hijpunctata
Chrysoperia nipponen sis
Coleomegills macwlaiz
Chrysoperla camesa
Dawraphis nods

Aphis gossypi
Chrysopa palens
Acyrihasiphon pisum
Cycloneds sanguines
Ephestia kushniella
Hippodamia convengens
Harmaonia axyndls
Myzus persices
Chrysoperia extama
Bernisia tabaci

45

18
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Table 2 Average ranks of mismatched and contaminant reads. Lower rank indicates

removal of more reads

% ;mﬁﬂg bp) Mismatches Contaminants
QB 100 83 88
&b 100 8.7 6.5
100_100 4.3 33
a8 _150 6.9 80
@b 150 52 58
100_150 31 28
QB 200 4.8 53
o200 34 36
100_200 23 1.1
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Table 3 Number of reads of true false positives cleaned per species in the downstream
analysis of the output BLASTn data filtered by 98 or 99% identity and 150 bp overlap

Criteria used to clean false positives Adoxophyes honmai Atrocalopteryx atrata Orseolia oryzae
BE% id 0% id D id A% id BE% id 90% id

Mot mapping 437 166 18 1 4 4

Mapping in the control regicn

Mapping in a tRNA region

Mapping in & rRMA region

Single-end read match

Match with more than one spedes

Previous number of matched reads 437 166 18 1 4 4

Remaining reads 4] 4] 4] 4] 4] 4]

Page 32 of 40
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623 Table 4 Mumber of reads of mismatches cleaned per species in the downstream analysis of the output BLASTn data
624 filtered by 98 or 99% identity and 150 bp overlap
o Chrysopera Coleomegilia Adalia Chrysoperia Aphis Hippodamia Divraphis Hamaonia
Criteria used to clean carnea maculata bipunctata nipponensis  gossypil CONVergens noxia axyridis
false positives
OFeid  9%Lid  98%ad  99%id 'B:;H, g:h g:l% g;!d% g:;“’ '!?:h 9FG i 9L id Blﬂ:h '!?:h ?Iﬂ:ﬁ g;!d%
Mot mapping 827 701 15 10 25 24 MM 5 3 3 2 1
Mapping in the coninol
region
Mapping in a t(RMA
o 19 3 2
Mapping in a rRMA
ion 2m 180 & 1
Single-end read match a 5 3
Maich with mare than
e SPECiEs
Previous number of
matched reads 27 T01 225 170 56 24 A4 5 7 a 22 5 1 i} 2 2
Remaining reads i} i} i} 0 i} i} 4 i} o 4 4 i} i} i} 2 2
Libraries with o
remaining b E:. ez 2;? i s
mismatches after (31 =r iz
downstream analysis hzd] Egé]
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Table 5 Number of reads of contaminants eliminated at each threshold per species in the downstream analysis of the
output BLASTn data filtered by 98 or 99% identity and 150 bp overlap

o Harmonia Cycloneda Hippodamia Ephestia Chrysopera Myzus
Criteria used to clean false axyridis sanguinea convergens kuehnielfa extema persicas Eembliaac]
positives AF% i 99%id  SE%id  W%id  98%id  0%id  9E% i  ®%id  9E%id  9%kid  9%id 0L oM 9%
Mot mapping ATE 440 58 &7 10606 TTi5 14 11 3 T 2 5 4 4
Ma_:-png in the control P 54 g 2
region
Mapping in a tRHA region g 8 4 16 819 18 19 9 1 7
Mapping in & rRMA region 7 & 121 4z 183 13 13 2 5 4
Single -end read maich 17 7 127 11 241 & a a 14 a5 & &
Match with mare than one
Spedes
Previous number of
matched reads fox ATE TaT 427 15836 Tra1 123 ag B& a2 a1 41 4 4
Remaining reads 12 5 400 247 4072 11 &9 46 21 4] 27 9 4] 4]
12a
total
t:;i_ 2 at wotal 17 at total 12 ak ot
pory (32 Dateced AT.AZY. (AL
4 o bkl ey £33 (=% 5 af boka H3EA3T AZ4_ M35 Sad tobal 4 nokal
Libraries with remaining sapa R oy M2 CTICTZ. T2 MZBAE  AZB4A Satital friy
contaminants after B42.8500 BET. ms: a3 o7 CTE. B BST B45 B5T. GRID3. AOE A3 LB
N B53 857, EB: BEOL BS. L=, (=3 BE8. CES, BEs. A AZT. A6, CEE.
downstream analysis meDesl o ey BED.  C7E.CE0. CTRA.  CER.CTI.  CeR 23 = =
B B&3. (=3 3 DeZ] CTZ. G5 CES. (=]
ey B4, oo, CT.
oy ] c21) Pered]
7.
ferai]
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627 Table 6 Number of reads of frue positives reads eliminated at each threshold per
628 species in the downstream analysis of the output BLASTn data filtered by 98 or 99%
629 identity and 150 bp overlap
Criteria used to eliminate positives “:Tg mﬁ:;u i:f?:pﬂm E::::J: Smm:a fn.q:;;e::'a
Not mapping 3483 3384 802 588 oF o5
Mapping in the control region 854 408 313 16 26 23
Mapping in & IRNA region 1042 840 805 480 55 49
Mapping in a rRNA region ors 726 574 111 0 28
Single-end read match 447 363 247 a7 38 5
kaich wath more fhan one species
Previous number of matched reads 157 140031 Ha441 I3T0 24 ]
Remaining reads 9180 8262 2900 2078 280 273
19 at nxal
Libraries with remaining true %EE:E ::ﬁmﬁ Eﬁucfﬁ& & at todal
positives after downstream B Esipsr. AR AR CTE T, ey J':,:";hum";;?' Za ﬁ'fl“;f"‘”'
analysis g CTLCTE cTicn. E”E}EE?"‘ CT4. CT8]
O, DeZ. DEsS) EE-E'E-H
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Bioensaio A

Number of prey reads

ANEXO 7 — Tabelas e figuras suplementares

0.1

(A)

10

15

Time (h)

20

Fig. S1. Relacdo observada entre as reads da presa S. frugiperda consumida pela por
larvas de C. sanguinea pelo método de regresséo linear. Linha pontilhada: regressao ndo
linear de dados néo transformados. Linha sélida: regresséo linear de dados In

transformado.

Tabela S 1. Caracteristicas do modelo de retencdo usando a selecdo AlCc. n0O: deteccéo inicial;
d: taxa de decaimento; Pred = predador.

Fatores Fatores # . r Probabilidade
afetando ng afetando d Parametros ajustad AlC Relativa
Srrggfprreessz Tempo*Presa 8 09953 157,27 0,07341
Pred Presa Tempo 5 0,9944 155,29 0,19707
Pred Presa Tempo*Presa 6 0,9953 152,05 1,00000

Pred Tempo 4 0,9949 155,00 0,22814
Pred Tempo*Presa 5 0,9956 153,20 0,55998

197



Bioensaio C

Tabela S2. Teste contendo o numero diferencial de reads de M.
persicae detectado no conteddo gastrointestinal de H. axyridis ap0s

predacao primaria ou secundaria.

G om
Predador 1 8,70177094 0,0931
Tempo 2 19,6138301 0,0457
Erro 2 0,93971193

Predador= efeito da predacdo primaria versus predagdo secundaria.
Tempo= tempo pés-predacdo. Ambos os fatores sdo categdricos. QM:
guadrado médio; F: razdo Fisher

guadrados  médios.
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Tabela S3. O modelo selecionado usando AlCc e r? ajustado.O modelo selecionado esta destacado em cinza. O intercepto do modelo é um fator
categorico e o declive do modelo é uma variavel continua.

Teste  Fatores afetando ng Fatores afetando d Parametros r valor-p AlC,
1 DI TimeHa 3 0,9961  0,0001 66,5574
1 Int TimeHa*DI 3 0,832 0,032 59,8398
1 Int TimeHa 2 0,5466  0,0569 37,5215
2 TimeHa TimeHa*TimeCe 6 0,9992  0,0001 127,55853
2 TimeHa TimeCe 4 0,9975 0,0001  46,80791
2 Int TimeHa*TimeCe 4 0,1966  0,2905 65,6879
2 Int TimeCe 2 0,4197  0,0352 46,58851
3 TimeCe TimeCe*TimeHa 6 0,9953  0,0003 143,73376
3 TimeCe TimeHa 4 0,9935  0,0001 55,28737
3 Int TimeCe*TimeHa 4 0,5201  0,0889 61,05025
3 Int TimeHa 2 0,6251  0,0068 42,65552
4 Int TimeHa TimeCe 3 0,7758  0,0048 43,84285
4 Int TimeCe 2 0,4197 0,0352  46,58851
4 Int TimeHa 2 0,6251  0,0068  42,65552
4 Int TimeT 2 0,7977  0,0007 37,1039
5 CeFeed Hist CeFeedHist* TimeHa 8 0,9991  0,0001 141,22801
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5 CeFeedHist TimeHa 5 0,9988  0,0001 72,51814
5 Int CeFeedHist* TimeHa 5 0,227 0,2319 106,3749
5 Int TimeHa 2 0,3781  0,0197 88,24491

Teste 1 = predacdo primaria versus secundaria; Teste 2 = decaimento em presas primarias (TimeCe); Teste 3 = decaimento no predador H.
axyridis (TimeHa), Teste 4 = decaimento em relagdo ao tempo total (TimeT); Teste 5 = decaimento das reads da presa primarias no predador H.
axyidis. DI = primario VS. secundario; TimeHa = tempo de digestdo em H. axyridis; TimeCE = tempo de digestdo em Ch. externa; CeFeedHist =

historia de alimentacdo de Ch. externa em presas de secundérias; Int = intercepto comum. As interceptacdes sdo todos fatores categoricos. *
Denota um termo de interacéo.
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Tabela S 4. Estimativa dos parédmetros lineares para o decaimento das reads. n0 = nimero inicial de reads detectadas; d = taxa de decaimento;

Dmax = periodo de detectabilidade. O melhor modelo deve apresentar baixo AlCc e um elevado r2.

Modelo No <IC9%% >1C9%% d(h?) <IC9%% >1C95%  Dmx(h) <IC9%  >I1C95%
Teste 1 Parametro da presa secundaria para consumes direto ou indireto
Completo Direto 790,7 312,5 2001,0 0,320 -0,141 0,780 10,0 74 13,0
Completo Indireto 685,3 375,8 12494 1,116 -0,333 2,564 51 34 6,9
Melhor Ambos 715,4 345,8 1479,9 0,335 -0,208 0,878 6,7 4,8 8,4
Tempo de
Teste 2 dLgr:ijtZgor:o Parametros da presa secundaria na presa intraguilda
intraguilda
Completo 0 685,3 585,8 801,6 1,116 0,737 1,494 5,6 35 8,0
Completo 3 21,5 7,6 60,7 0,893 -0,105 1,892 37 0,9 7,7
Completo 6 28,7 10,2 80,5 0,233 -0,263 0,728 6,4 3,2 11,7
Melhor 0 673,7 508,0 893,4 0,799 0,279 1,319 6,2 3,8 8,8
Melhor 3 21,0 3,3 132,3 0,799 0,279 1,319 3,3 0,9 53
Melhor 6 62,0 12,8 300,8 0,799 0,279 1,319 4,6 2,6 6,5
Tempo de
Teste 3 dﬁﬁggo?o Parametro da presa secundaria no predador intraguilda
intraguilda
Completo 0 673,8 458,8 989,6 0,663 0,274 1,052 11,0 9,0 13,3
Completo 3 24,0 1,3 448,6 0,053 -0,640 0,747 -- -- --
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Completo

Melhor

Melhor

Melhor
Teste 4

Melhor

Teste 5

Completo

Completo

Completo

Completo

Melhor

Melhor

Melhor

Melhor

Historico de
predacéo da
presa intraguilda

Sem presa
secundaria

Presa secundaria
Oh

Presa secundaria
3h

Presa secundaria
6h

Sem presa
secundaria

Presa secundaria
Oh

Presa secundaria
3h

Presa secundaria
6h

0,3
654,5
954

1,0

655,6

7436,0

1005,4

920,9

59,6

7148,3

994,9

12748

59,6

417,0
6,4

0,0

4525

6006,9

649,1

487,4

81

5606,4

618,6

673,9

7,2

1027,231

1432,2

949,7

0,148
0,514
0,514

0,514

0,563

-3,642
0,115
0,115

0,115

0,330

3,939
0,913
0,913

0,913

Tempo total pds-predacédo da presa secundaria

0,796

3,3
12,6

8,9

8,7

Pardmetros da presa intraguilda no predador intraguilda

9205,2

1557,3

1739,9

436,6

9114,2

1600,2

2411,6

493,9

0,540

0,504

0,288

0,644

0,484

0,484

0,484

0,484

0,415

0,171

0,064

-0,399

0,363

0,363

0,363

0,363

0,665

0,838

0,511

1,687

0,605

0,605

0,605

0,605

18,7

10,9

255

7,1

13,6

15,2

75

18,2

6,5

17,5

9,0

21,8

4,9

11,8

13,5

5,8

16,0

11,3

19,8

13,1

30,2

10,1

15,4

17,0

91

20,4
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